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CASTRO, Lorena Mota de. Isolamento, caracterização e análise genômica 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) são polímeros que possuem potencial para substituírem os 

plásticos derivados de fontes não renováveis de substratos e são naturalmente acumulados por 

microrganismos. Este estudo propôs o isolamento, identificação e análise genômica de bactérias 

provenientes de águas escuras em tributários do Rio Amazonas, capazes de sintetizar PHA 

utilizando diferentes fontes de carbono como substrato. Um meio de cultivo seletivo foi elaborado 

a partir da água superficial coletada, que foi enriquecida com material orgânico > 100KDa ao ser 

filtrada em filtro tangencial. Uma alíquota da água coletada foi espalhada neste meio preparado e 

foram obtidos 28 isolados que, após replicação em meio mineral salino e confirmação da 

fluorescência, 6 isolados foram selecionados. Outras 3 bactérias foram incluídas neste estudo. O 

método de coloração das células com o corante BODIPYTM 505/515 também foi aplicado para 

confirmação das bactérias acumuladoras de PHA. Ralstonia pickettii LB_TupeA e Aquitalea sp. 

LB_TupeE foram isoladas de um lago de águas pretas localizado na reserva ecológica 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 óleo de soja 

com rendimentos de 299.7, 573.4 e 622.2 mg.L-1, respectivamente. Esta mesma cepa não acumulou 

PHA quando cultivada em lignina alcalina, porém P(3HB) foi detectado quando ácido vanílico e 

gálico foram utilizados em uma concentração de 10 g.L-1. Por meio do sequenciamento e anotação 

genômica desta cepa, verificou-se que essa possui o arcabouço genético que possibilita o 

metabolismo desses derivados de lignina seguido da síntese 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 acúmulo de PHA em comparação com a cultura em duas fases. Aquitalea sp. 

LB_TupeE produziu 1324.8 e 1060.0 mg.L-1 de P(3HB) respectivamente, quando foram utilizados 

como substrato glicose e sacarose. A identificação e confirmação taxonômica da cepa LB_RP2, 

isolada do rio Preto (Barcelos-AM), foi alcançada por meio de técnicas de análise genômica com 

a obtenção dos índices ANI (Average Nucleotide Identity) e TCS (Tetra Correlation Search) e 

análise de sequências 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 metabólicas de síntese 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 síntese de PHA por B. paramycoides e 

o sequenciamento de todo o genoma desses isolados permitiu a identificação do background 

genético para utilização de diversas fontes de carbono para a síntese 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 (PHAs) 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 BODIPYTM 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-1, 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-1. 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-1 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.  INTRODUÇÃO 

Diversos setores foram impactados positivamente com a invenção dos plásticos. Desde 

a fabricação de embalagens, que permitem a conservação e aumento de tempo de prateleira dos 

alimentos, até a aplicação de polímeros avançados em uma ampla gama de especialidades 

médicas, são alguns exemplos dos inúmeros benefícios atrelados a essa invenção. Porém, o 

contínuo aumento da fabricação e descarte desse material tem levado a reflexão constante da 

importância de se lidar com esses resíduos gerados. A substituição por polímeros 

biodegradáveis pode ser cotada como a alternativa mais promissora para substituir os plásticos 

derivados de combustíveis fósseis, sendo a adequação dos custos de produção um dos seus 

principais desafios. Os polihidroxialcanoatos (PHA) são poliésteres produzidos biologicamente 

a partir de fontes de carbono renováveis (OBRUCA et al. 2021) que são 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 

elucidação das vias metabólicas envolvidas na síntese de PHA utilizando diferentes fontes de 

carbono (FUJITA et al., 2007; LU et al., 2009); construção de vias por meio de engenharia 

metabólica  para a síntese de polihidroxialcanoatos compostos por diferentes copolímeros 

(STEINBÜCHEL e LÜTKE-EVERSLOH, 2003); assim como, das principais enzimas que 

estão atreladas a síntese e degradação destes polímeros (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 polímeros, as pesquisas envolvendo estes biopoliésteres ainda são 

consideradas promissoras (MOŻEJKO-CIESIELSKA e KIEWISZ, 2016; WANG et al., 2014), 

principalmente pela variedade de substratos que podem ser aproveitados na síntese destes 

polímeros e a versatilidade de suas propriedades mecânicas. 

Uma grande variedade de microrganismos que sintetizam PHA vem sendo isolados, 

estudados e geneticamente modificados no intuito de se obter avanços nessa tecnologia. 

Ambientes naturais com baixa pressão antropogênica são ambientes considerados ideais para o 

isolamento de bactérias potencialmente não-patogênicas para aplicação nestes fins. A região 

Amazônica possui uma vasta biodiversidade conhecida mundialmente, sendo composta de 

diversos ecossistemas (ROCHA e KAEFER 2019). Logo, a prospecção dos microrganismos 

responsáveis pela degradação de compostos recalcitrantes, como resíduos agro-industriais, por 

exemplo, e o emprego destes microrganismos na produção de biopolímeros necessita de maior 

exploração na região Amazônica.  
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1.1. OBJETIVO GERAL 

Este estudo propõe o isolamento, identificação e análise genômica de bactérias provenientes 

de águas superficiais de tributários 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 ESPECÍFICOS 

• Selecionar e identificar bactérias que sintetizem polihidroxialcanoatos a partir de fontes 

convencionais e não convencionais de carbono; 

• Aprimorar as condições de cultivo de forma se obter melhor rendimento na obtenção 

deste bioproduto;  

• Elucidar a estrutura molecular dos polímeros sintetizados a partir de diferentes 

substratos como fontes de carbono; 

• Identificar genes associados as vias metabólicas de síntese de PHA nos genomas 

anotados dos isolados selecionados.   
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

2.1. Plásticos: Importância, desafios e alternativas propostas 

Logo após o início da Revolução Industrial, na metade do século XVIII e início do XIX, 

os plásticos foram sintetizados com o objetivo de prover ou substituir materiais usados em 

diferentes aplicações. Alguns polímeros 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 características consideradas singulares (CHAIKLIN, 2010). 

O polímero obtido (nitrato de celulose) chamado de “celulóide”, que foi de grande utilidade 

para a indústria cinematográfica, juntamente com a baquelite, polianilina e o poliestireno, 

marcaram o início da história dos plásticos industriais (RASMUSSEN, 2018; SEYMOUR e 

KAUFFMAN, 1992). A versatilidade destes materiais resultou na difusão do seu uso em todo 

o mundo. O setor da medicina foi um dos mais beneficiados, especialmente na produção de 

dispositivos descartáveis, 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 contaminação por meio de riscos biológicos. A indústria de 

alimentos também é um dos principais consumidores de plástico, pois estes aumentam o tempo 

de estocagem dos alimentos protegendo-os das contaminações ambientais, preservando suas 

características sensoriais, possibilitando assim o seu transporte por longas distâncias 

(KOLLER, 2014). Com isso, os plásticos foram incorporados à sociedade moderna pós-

revolução industrial, logo, abolir o uso de plásticos não é 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 ações para o descarte ou reaproveitamento 

adequados destes polímeros (LOBO e BONILLA 2003). A gestão inadequada da disposição 

destes resíduos (Figura 1) tem resultado em impactos de curto e longo prazo, como o seu 

acúmulo contínuo nos sedimentos costeiros, giros oceânicos e no fundo dos oceanos, até a sua 

incorporação na cadeia alimentar (HOHN et al., 2020). Neste último estudo citado, estima-se 

que as emissões de plástico irão atingir o seu ápice em 2029 e prevê que seu resíduo irá se 

acumular na superfície oceânica até 2052. Além da problemática envolvida na gestão dos 

resíduos plásticos, fatores como a finitude da matéria-prima para a síntese deste material e a 

emissão de gases de efeito estufa (GEE) ao longo de todo o processo da síntese ao descarte, é 

motivo de preocupação. A substituição das matérias primas provenientes de combustíveis 

fósseis por biomassa é uma alternativa que pode futuramente auxiliar na redução das emissões 

destes GEE (ZHENG e SUH, 2019). Todos os esforços voltados para ações conjuntas de 

remediação e prevenção têm sido aprimorados nas últimas décadas. Entre estes, a remoção 



 

  
  18 
 

mecânica dos resíduos acumulados nas zonas costeiras tem sido empregada continuamente, 

porém, além das dificuldades na logística dessas operações, o acúmulo de uma parte destes 

resíduos no fundo dos oceanos e a fragmentação destes pela ação do intemperismo, sugerem 

que a melhor alternativa seja evitar que estes plásticos entrem no oceano (JAMBECK et al. 

2015).  

  

  

 Figura 1. Produção de plásticos global e resíduos 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 ações tomadas para lidar com os resíduos plásticos destacam-

se o uso de aterros sanitários, reciclagem e incineração. A maior parte destes rejeitos acabam 

enterrados em aterros sanitários, o que ocupa espaço e resulta na perda de boa parte do potencial 

energético destes materiais que, neste sistema, são decompostos muito lentamente. Outra parte 

é reciclada (dados mundiais: 18%, em 2015) (GEYER et al., 2017), porém, este fator depende 

da ação conjunta entre governantes e residentes para a separação meticulosa do plástico dos 

demais resíduos, seguido da destinação correta deste. A incineração dos resíduos não-

recicláveis é uma alternativa viável que permite a geração de energia e os resíduos sólidos 

restantes ocupam um espaço muito menor em aterros. Entretanto, a necessidade de se evitar a 

produção de poluentes orgânicos persistentes (POPs) presentes nos resíduos da incineração, 

assim como, de controlar a emissão de gases tóxicos 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 

petróleo, principal matéria prima utilizada na síntese de alguns dos principais polímeros, é um 

fator que demanda a aceleração do processo de substituição do mesmo por outras 

possibilidades. Conforme as estatísticas publicadas pela British Petroleum (BRITISH 

PETROLEUM (BP), 2020), estima-se que restam, aproximadamente, 47 anos para que todo o 

petróleo das reservas existentes seja consumido.  

A produção de bioplásticos 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 dependência 

de petróleo (SIRACUSA e BLANCO, 2020). Porém, alguns destes biopolímeros não são 

biodegradáveis, colocando em evidência novamente a problemática inicialmente citada. 

Existem também bioplásticos que são biodegradáveis como a policaprolactona (PCL) e o poli-

(succinato de butileno) (PBS), no entanto, a síntese destes é dependente de petróleo (RUDIN e 

CHOI, 2013). Polioxoésteres como os polihidroxialcanoatos (PHA) tem recebido maior 

destaque devido a seu potencial em substituir os plásticos derivados de petróleo e alta 

biodegradabilidade não limitada apenas as usinas de compostagem, como é o caso do ácido 

polilático (PLA) (BUGNICOURT et al., 2014; DOI, 2002; MOŻEJKO-CIESIELSKA e 

KIEWISZ, 2016).  

2.2. Polihidroxialcanoatos (PHA): Definição, principais fontes e aplicações 

Polihidroxialcanoatos são poliésteres que consistem em unidades monoméricas de 

hidroxiácidos (HA) que são conectadas por uma ligação éster (Figura 2) (MOŻEJKO-

CIESIELSKA e KIEWISZ, 2016). De acordo com NODA et al. (1999), PHAs como o 

poli(hidroxibutirato), P(3HB), produzidos por microrganismos são polímeros estereorregulares 

isotáticos semicristalinos com configuração 100% R, o que influencia na sua degradabilidade. 

São sintetizados e acumulados por uma vasta gama de microrganismos em forma de grânulos, 

funcionando como moléculas que estocam energia e fonte de carbono intracelular (HIGUCHI-

TAKEUCHI et al., 2016). Outra função que a presença destes grânulos acumulados no 

citoplasma dos microrganismos desempenha é a melhora na resistência destes ao stress e sua 

adaptação a diferentes condições ambientais não ideais (OBRUCA et al., 2018).  

Geralmente, a síntese e o acúmulo deste polímero ocorrem quando o organismo é 

submetido a condições de cultivo sob desequilíbrio nutricional, como o excesso de carbono 

associado ou não à limitação de nutrientes inorgânicos como nitrogênio, fósforo, enxofre ou 
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oxigênio (PRIETO et al., 2016; SURENDRAN et al., 2020). Além de sua função de 

armazenamento energético e manutenção da integridade celular, o P(3HB) (poli-(R)-3-

hidroxibutirato), associado com polifosfato inorgânico, compõem a formação de um complexo 

de canais transmembrana, atuando na regulação das concentrações internas de íons e servindo 

como veículos para o transporte seletivo desses íons entre as membranas  (REUSCH, 2020).  

 

 

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

 

Cerca de 150 tipos diferentes de PHA e seus blocos de construção foram elucidados, 

sendo que o homopolímero P(3HB) é o mais estudado (CHEN 2010b). Com isso, existe uma 

enorme variedade na composição e comprimento das cadeias laterais de homo e copolímeros. 

Outro fator importante acerca dos PHAs é o grau de polimerização do biopolímero que, não 

somente afeta o peso molecular do produto final, mas influencia significativamente em suas 

propriedades mecânicas. Além das cadeias laterais alifáticas, a incorporação de um grupo lateral 

fenil foi realizada para formar o copolímero de PHA poli (3HB-co-3-hidroxi-3-fenilpropionato) 
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[P(3HB-co-3H3PhP)] por meio da expressão de polihidroxialcanoato sintase do tipo II de 

Pseudomonas (PhaC1Ps) em Ralstonia eutropha PHB-4 (MIZUNO et al., 2017). A 

diversificação dos monômeros já identificados nestes poliésteres bacterianos é considerável. 

Copoliésteres insaturados, cadeias laterais contendo grupos funcionais como bromo, hidroxila 

e metiramificados, além de ácidos mercaptoalcanóicos são exemplos de poliésteres já 

produzidos por processos de biossíntese in vivo e in vitro (HAZER e STEINBÜCHEL 2007). 

Todos esses fatores somados torna o PHA uma família de polímeros com uma série de 

aplicações potenciais (DOI 1990).  

Por serem biocompatíveis, alguns produtos de PHA vêm sendo comercializados com fins 

em aplicações médicas, como: fibras para suturas, malhas de monofilamento absorvíveis, filmes 

para uso pós-cirúrgicos, como os fabricados pela Tepha® (Massachusetts – EUA). Alternativas 

promissoras para substituir as embalagens descartáveis, que representam cerca de 45% de toda 

a produção de resina polimérica (GEYER et al., 2017), têm sido propostas por companhias 

como a Kaneka (Hyogo – Japão) e a Biocycle® (São Paulo- Brasil). Utensílios como canudos, 

sacolas de compra, talheres, embalagens de alimentos e copos têm sido produzidos a partir de 

PHAs. Uma companhia que tem tido destaque na síntese de PHA é a Yield10 Bioscience (antiga 

Metabolix – EUA, criada em 2005) que comercializa bioplásticos biodegradáveis baseados em 

PHA para diversas aplicações. Outro PHA bastante citado e comercializado é o NodaxTM 

(Danimer Scientific-EUA) que é um copolímero de P(3HB-co-3HHx) produzido a partir de 

óleo de canola. Destaca-se também o polímero MirelTM que possui aplicações em moldagem 

por injeção, filme fundido e folha, revestimento por extrusão, termoformação e filme soprado, 

que foi utilizado, por exemplo, para fabricar cartões de presentes que se decompõem em 40 dias 

em uma composteira (CHEN 2010a; DIGREGORIO, 2009; KOLLER e MUKHERJEE 2020). 

A utilidade dos polihidroxialcanoatos se expande além do uso como plásticos. Alguns 

estudos vêm evidenciando a aplicação de PHAs na obtenção de ácido crotônico 

[CH3(CH)2COOH], um precursor de rotas alternativas para a síntese de produtos químicos finos 

e industriais de alto valor (MULLEN et al., 2014). Oligômeros de PHA mostraram-se eficazes 

para compor sistemas poliméricos de liberação controlada de pesticidas com resistência 

potencialmente maior (KWIECIEŃ et al., 2015). As próprias unidades monoméricas dos PHAs, 

os hidroxiácidos (HA), possuem uma ampla gama de aplicações em diferentes campos da 

indústria de cosméticos, de processamento de alimentos e farmacêutica (BHALLA et al., 2011).  
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2.2.1. Classificação e propriedades mecânicas dos PHAs 

Os PHAs apresentam múltiplas variações estruturais, o que lhe confere diferentes 

propriedades físicas, possibilitando o seu uso em diversos campos de aplicação (KOLLER, 

2014). Estes são classificados em três classes, conforme o número de carbonos da cadeia lateral, 

sendo estas cadeias de curto, médio e longo comprimento (scl, mcl e lcl, respectivamente, do 

inglês short, medium and large chain length). Os scl-PHAs possuem entre 3 e 5 átomos de 

carbono, mcl-PHAs possuem entre 6 e 14 átomos de carbono e lcl-PHAs possuem mais de 14 

átomos compondo a unidade monomérica destes biopolímeros (KUNASUNDARI e SUDESH, 

2011; RAZA et al., 2018). 

Alguns PHAs como P(3HB) possuem propriedades (Tabela 1) em comum com outros 

polímeros derivados de petróleo como o polipropileno (PP), tais como alta temperatura de fusão 

(~175 °C) e resistência à tração (30-35 MPa). Porém, propriedades como tensão de fratura 

(tração) 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 copolímeros como poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) [P(3HB)-co-

P(3HV)] (15%), sendo que a rigidez de ambos os polímeros é atribuída a fatores como a 

cristalização secundária da fase amorfa a temperatura ambiente, temperatura de transição vítrea 

próxima a temperatura ambiente e baixa densidade de nucleação.  (BUGNICOURT et al., 2014; 

IWATA, 2005; TSUGE, 2016). De forma a reduzir a rigidez e conferir maior resistência ao 

polímero, propõe-se como solução a copolimerização de P(3HB) com outros monômeros.  Em 

comparação com o homopolímero P(3HB), copolímeros como o P(3HB-co-3HV) com 

diferentes percentagens de HV possuem um ponto de fusão menor (142-153 °C) e, quando 

submetidos a aquecimento, mostram melhor manutenção do peso molecular com redução no 

grau de cristalinidade (CHEN et al., 2013; OWEN et al., 1992).  

O tamanho da cadeia lateral influencia diretamente nas propriedades mecânicas dos 

PHAs. Por exemplo, o poli(3-hidroxibutirato), formado por uma única unidade monomérica 

(homopolímero), tem como principal característica ser um polímero forte, porém quebradiço 

(CHUAH et al., 2013). Conforme o número de comonômeros dos copolímeros aumenta, com 

a adição de 3-hidroxivalerato por exemplo, propriedades como a temperatura de fusão (Tm) e 

temperatura de transição vítrea (Tg) diminuem devido a espessura laminar reduzida, 

aumentando assim o volume livre do polímero (KIMURA et al., 2002; MIZUNO et al., 2017).  

Quanto a razão dos monômeros em copolímeros, estes são divididos em copolímeros em 

bloco ou randômicos. Este controle na incorporação dos monômeros, apesar de difícil, tem sido 
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alcançado com o acréscimo intercalado da fonte de carbono em razões pré-definidas, sendo 

precedida da deleção de genes relacionados a via de degradação de ácidos graxos (β-oxidação). 

Logo, tem sido constatado que materiais que possuem razões estáveis dos seus monômeros 

apresentam propriedades estáveis (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 ácido dodecanóico 

adicionados em sequência para produzir copolímeros em bloco composto de P(3HHx)-b-

P(15.86mol%. 3HD-co-35.25 mol% 3HDD). Ao comparar os homopolímeros P3HHX e 

P3HDD (WANG et al., 2011) que são, respectivamente, amorfos e cristalinos, verificou-se que 

cada bloco do copolímero obtido capturou as propriedades dos polímeros individuais, com 

aumento na força de tensão, módulo de Young e alongamento até a quebra (CHEN e JIANG 

2017). Esta diferença na distribuição dos copolímeros nas propriedades físicas do material fica 

evidente no estudo de TRIPATHI et al. (2012) que compara copolímeros de P(3HB)/P(3HHx) 

organizados de forma misturada, em blocos e randômica.  

Tabela 1. Propriedades mecânicas de alguns dos principais PHAs produzidos e caracterizados em comparação 

com o polipropileno derivado de petróleo. 

Polímero 
Temperatura 

de fusão (°C) 

Resistência à 

tração (MPa) 

Tensão de 

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-co-2,4%-3HV-co-13,4%-

3HHx) 
114 8 481 

P3HD 72.2 11.96 312.86 

P3HDD 77.62 5.24 88.3 

PHB/PHHx(PHHx 42 mol %) 

(Mistura) 
173.8 4.32 10.14 

PHB/PHHx(PHHx 42 mol %) (Blocos) 172.1 1.42 207.31 

P(3HB-co-3HHx) (HHx 21 mol %) 

(Randômico) 
55.4 1.84 75.29 

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

O peso molecular médio de PHAs sintetizados por bactérias estão na faixa de 0.1-2.0×106 

g.mol-1. Polímeros com peso molecular > 3.0×106 g.mol-1 são nomeados P(3HB) de peso 
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molecular ultra-alto [UHMW-P(3HB), do inglês Ultra-high Molecular Weight] (TSUGE, 

2016). UHMW-PHA foi sintetizado por KUSAKA et al. (1997) em recombinante E. coli 

abrigando os genes phbCAB da síntese de P(3HB) de Alcaligenes eutrophus. A síntese deste 

UHMW-PHA aprimorada por IWATA et al. (2004) sendo obtido um material com alta 

resistência a tração (1320 MPa) e alto módulo de Young (18.1 GPa), apresentando potencial 

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

A incorporação de unidades mcl-3HA em PHAs efetivamente reduz temperatura de fusão 

e a cristalinidade do polímero, fornecendo ductilidade, resistência e baixa capacidade de 

contração, resultando em um polímero com potencial de uso em diferentes aplicações (CORRE 

et al., 2012). Alguns mcl-PHA são homopolímeros amorfos ou semicristalinos com alta 

capacidade de elongação até a quebra. CRUZ et al. (2016) obteve um copolímero 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 polímero amorfo com baixa cristalinidade (6.0 ± 0.2%), baixo ponto de fusão (36.0 ± 

1.2 °C) e baixa temperatura de transição vítrea (-16.0 ± 0.8 °C).  

Em suma, a produção de polihidroxialcanoatos com composição diversificada se deve a 

escolha da cepa apropriada, associada as condições de cultivo e das fontes de carbono, o que 

regula as propriedades físicas e termais do biopoliéster obtido (HAZER e STEINBÜCHEL, 

2007). 

2.2.2. Principais microrganismos sintetizadores de PHAs 

2.2.2.1. Gênero Cupriavidus spp. 

PHAs têm sido encontrados em uma grande quantidade de arqueobactérias e 

eubactérias. Entre as bactérias sintetizadoras de PHA, nenhuma é tão mencionada e investigada 

quanto a Proteobacteria Gram negativa Cupriavidus necator (nomeada anteriormente como 

Alcaligenes eutrophus e Ralstonia eutropha) devido a sua capacidade de armazenar carbono 

orgânico na forma de grânulos de poli [R-(-)-3-hidroxibutirato] alcançando altas densidades 

celulares (~118-200 g de massa celular seca por litro, MCS/L) em condições litoautotróficas ou 

heterotróficas, acumulando entre 72-78% de PHA (homo e copolímeros) 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 gênero 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 γ-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 bioconversão direta de 

lignina kraft, produzindo 128 mg.L-1 de PHA, porém, sua maior eficácia foi demonstrada na 

degradação desse tipo de lignina em 44.4% (SHI et al., 2013; SHI et al., 2017).  

2.2.2.2. Gênero Pseudomonas 

Bactérias do gênero Pseudomonas spp. têm sido bastante estudadas, principalmente por 

acumularem mcl-PHA, que são considerados PHAs com propriedades superiores, conforme 

anteriormente abordado. Pseudomonas putida é uma bactéria presente em diferentes nichos que 

apresenta alta robustez em condições extremas e possui alta capacidade de degradar 

xenobióticos recalcitrantes, além de não 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 sódio, por exemplo (BORRERO-DE ACUÑA et al., 2014; ELBAHLOUL e 

STEINBÜCHEL 2009; POBLETE-CASTRO et al., 2012). Os genes envolvidos no 

metabolismo de PHA de Pseudomonas aeruginosa são homólogos aos genes de P. putida, 

acumulando PHA em octanoato e gluconato (HOFFMANN e REHM 2004). A produção 

simultânea de dois produtos de importância biotecnológica como PHA e biossurfactantes 

(ramnolipídios) foi conseguida para P. aeruginosa utilizando óleo de palma como fonte de 

carbono (em 10 mL.L-1 de óleo: 31% m/m de PHA e 436 mg.L-1 de ramnolipídios). P. 

aeruginosa, diferente de P. putida, secreta a enzima lipase que provoca a lise de triacilgliceróis 

em ácidos graxos, possibilitando assim o uso de óleos vegetais não hidrolisados na síntese de 

PHA (MARSUDI et al., 2008).    

No início das pesquisas, Pseudomonas oleovorans esteve entre os primeiros organismos 

investigados e o mais publicado, juntamente com R. eutropha quanto ao acúmulo de PHA. Foi 

verificado que esta espécie acumula mcl-PHA utilizando açúcares simples, n-alcanos, ácidos n-

alcanóicos e n-álcoois, sendo identificados polímeros contendo unidades de (R)-3-

hidroxioctanoato e (R)-3-hidroxihexanoato, sem o acúmulo do scl-PHA P(3HB) (ANDERSON 

e DAWES 1990). Um híbrido do gene que codifica a PHA sintase de P. oleovorans/Zoogloea 

ramigera foi selecionado para compor a sequência dos plasmídeos do DNA de transferência 

(T-DNA) de vetores binários usados para transformação de Camelina sativa, o que resultou no 

rendimento máximo 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 os primeiros organismos acumuladores 

de PHA investigados, mostrando produzir mcl-PHA a partir de ácidos 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-1 MCS) quando cultivada com licor de cana de açúcar 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 distinção entre diferentes polímeros como scl-PHA e mcl-PHA e, com relação a 

especificidade da P(3HO) depolimerase de P. fluorescens, verificou-se esta ser capaz de 

hidrolisar copolímeros de scl-co-mcl PHA, porém, homopolímeros de scl-PHA não foram 

hidrolisados por esta classe de depolimerases. 

Ainda em relação a PHA-depolimerases, Pseudomonas pickettii (Burkholderia 

pickettii), posteriormente classificada como pertencente ao gênero Ralstonia (YABUUCHI et 

al., 1995), tem sido investigada quanto à eficácia desta enzima ao ser excretada 

extracelularmente em degradar copolímeros 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 têm 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 gêneros Ralstonia e Pseudomonas, são 

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 açúcares simples até compostos recalcitrantes tóxicos.  

2.2.2.3. Gênero Bacillus spp. 

 As espécies pertencentes ao gênero Bacillus estão entre os microrganismos mais antigos 

já utilizados em processos de fermentação. Com o avanço da bioquímica e das pesquisas em 

análises genômicas, o conhecimento dos produtos de interesse biotecnológico fornecidos por 

estas espécies, assim como sua biossegurança, tem aumentado consideravelmente, 

possibilitando a melhor exploração destes organismos para aplicação em diferentes finalidades. 

Um exemplo são os fatores como a capacidade de secretar diversas proteínas, como proteases 

e amilases, por exemplo, associada as altas taxas de crescimento, sendo atrativos que colocam 
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o Bacillus spp. como o gênero com mais aplicação industrial atualmente (SCHALLMEY et al., 

2004). Com relação a síntese de PHAs, muitas espécies deste gênero têm sido reportadas por 

acumularem este polímero com altos rendimentos (Tabela 2), começando pelo Bacillus 

megaterium, que foi a primeira bactéria descoberta por produzir estes poliésteres pelo 

pesquisador Maurice Lemoigne em 1925. Porém, entre as indústrias produtoras de PHA, apenas 

a PHB Industrial S.A. (Brasil) produz P(3HB) a partir de Bacillus sp. com rendimento celular 

>90 g.L-1 acumulando >90% de PHA (m/m) (CHEE et al., 2010; MOŻEJKO-CIESIELSKA et 

al., 2016). 

 Em comparação com outros organismos produtores de PHA, as espécies de Bacillus 

spp. possuem algumas vantagens como: desenvolvimento em condições extremas, crescimento 

celular em substratos de baixo custo com alta habilidade de produzir estes biopoliésteres e 

demanda de menos etapas no processo de extração do polímero produzido. Homo e 

heteropolímeros de PHA têm sido produzidos em espécies deste gênero que adotam 

mecanismos associados ou não ao crescimento. Síntese de PHA não associada ao crescimento 

depende do desequilíbrio de nutrientes, como a ausência ou limitação de minerais, oxigênio e 

excesso de fonte de carbono. A síntese de PHA associada ao crescimento demanda o 

fornecimento de nutrientes de forma equilibrada (MOHAPATRA et al., 2017).  

 Bacillus subtilis é bastante aplicado na indústria biotecnológica com a produção de 

proteínas recombinantes, enzimas, aminoácidos, alimentos e bebidas, principalmente por se 

tratar de um organismo reconhecido como seguro, ou seja, que não produz toxinas que possam 

ser nocivas aos seres humanos. Tanto esse fator quanto a ausência de lipossacarídeos na 

membrana celular, característico de bactérias gram-positivas, faz com que esse organismo seja 

aproveitado como biofábrica 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-1) e melado de cana (2.5 

g.L-1) foram adicionados ao meio.  

Espécies pertencentes ao grupo do Bacillus cereus, têm sido reportadas por acumularem 

PHAs quando cultivadas em diferentes substratos. Polímeros de 3HB contendo 2-4 % mol de 

co-monômeros de 3HHx, assim como, terpolímeros de 3HHx e 3HO, e copolímeros de P(3HB-

co-3HV-co-6HHx) foram produzidos por B. cereus ATCC 14579 usando, caproato, octanoato 

e ε-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 condição de cultivo aplicada. O primeiro grupo requer 
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a limitação de algum nutriente para que o acúmulo 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 acúmulo quando transferidas do meio rico 

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

Tabela 2. PHAs sintetizados por diferentes espécies pertencentes ao gênero Bacillus com alto acúmulo de 

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

Espécie 
Fonte de 

carbono 

Rendimento 

% (m/m) 

PHA 

(g.L-1) 

Polímero 

sintetizado 
Referência 

B. subtilis 
Melado de 

cana 
82.99 32.3 P(3HB) GOMAA (2014) 

B. thuringiensis Amido 72.9 2.6 P(3HB) 

GOWDA e 

SHIVAKUMAR 

(2014) 

B. mycoides Sacarose  69.4 2.49 P(3HB) BORAH et al. (2002) 

B. cereus Glicose 80.6 - 
P(3HB-co-

3HV) 

MASOOD et al. 

(2017) 

Bacillus sp.  Glicerol 85.2 4.44 
P(3HB-co-

3HV) 
MORYA et al. (2018) 

B. megaterium 
Xarope de 

fruta 
52% 1.72 P(3HB) OMAR et al. (2001) 

B. licheniformis 

Efluente de 

fábrica de 

óleo de 

palma 

88.6 16.2 

P(3HB-co-

3HV-co-

3HH) 

SANGKHARAK e 

POONSUK (2013) 

 

 Muitas espécies nativas pertencente ao gênero Bacillus produzem PHA em diferentes 

substratos sendo muitos destes de baixo valor atrelado, como efluentes industriais, o que ajuda 

a reduzir o custo do polímero final obtido. Processos de otimização são necessários para cada 

espécie de forma a aumentar o rendimento de PHA. Entre as várias estratégias adotadas podem 

ser citadas: efeito da razão C:N (GOWDA e SHIVAKUMAR 2014); uso de biofermentadores 

para alcançar altas densidades celulares (MOZEJKO e CIESIELSKI 2013); mutação sequencial 

de espécies nativas (SANGKHARAK e POONSUK 2013) e tratamento químico dos substratos 

para reduzir seu efeito citotóxico (GOMAA et al., 2014). Esses fatores somados fazem das 

bactérias do gênero Bacillus, juntamente com o Pseudomonas, organismos bastante apreciados 

por serem biofábricas de polímeros, metabólitos secundários, produção de energia e com 

aplicação em biorremediação (MOHAPATRA et al., 2017). 
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2.2.2.4. Gênero Aquitalea spp. 

 Bactérias do gênero Aquitalea são bacilos pequenos gram negativos, anaeróbicos 

facultativos que vem sendo isolados de ambientes naturais como pântanos, lagos húmicos e 

águas 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 estão registradas 

no NCBI pertencentes a este gênero: A. aquatilis, A. denitrificans, A. magnusonii e A. 

pelogenes. Os demais organismos pertencentes ao gênero têm sido depositados como sem 

classificação (Aquitalea sp.). Estes organismos têm atraído a atenção pela sua capacidade de 

acumular PHA. NG e SUDESH (2016) mostrou que Aquitalea sp. sintetizou P(3HB) quando 

cultivada em meio mineral contendo açúcares como glicose, frutose e sacarose como fonte de 

carbono, além de produzir copolímeros de 3HV quando foram acrescidos no meio os sais 

proprionato, valerato e heptanoato de sódio. Copolímeros de 4HB foram incorporados ao 

polímero quando adicionados ao meio 4-hidroxibutirato de sódio e γ-butirolactona. Os estudos 

com essas espécies demandam maior aprofundamento, principalmente no uso de substratos 

mais econômicos na síntese de PHA.  

2.2.3. Fontes de carbono utilizadas na síntese de PHAs 

2.2.3.1. Fontes de carbono tradicionais 

 Fontes de carbono baseadas em alimentos (food-based) são escolhidos primariamente 

como substratos para a produção fermentativa de polihidroxialcanoatos, por serem fontes 

renováveis de matéria-prima e devido a facilidade que microrganismos acumuladores de PHA 

usarem esses substratos, principalmente os açúcares simples. Substratos simples como 

monossacarídeos, triacilgliceróis e hidrocarbonetos podem atravessar a membrana celular 

bacteriana, enquanto moléculas maiores poliméricas precisam sofrer uma transformação 

extracelular para, enfim, serem metabolizadas intracelularmente (JIANG et al., 2016). Para a 

síntese de biopolímeros em escala industrial, a glicose é considerada o substrato mais barato e 

disponível (AGNEW e PFLEGER 2013).  

Alta replicação celular bacteriana, assim como, altos rendimentos em termos de 

acúmulo de PHA tem sido observado em variados microrganismos que são 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-1) 

cultivada em sistema de cultura em dois estágios (KIM et al., 1995) Algumas bactérias do 
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gênero Pseudomonas spp. são capazes de sintetizar mcl-PHAs utilizando glicose e outros 

açúcares simples, porém com rendimentos inferiores (10-26% m/m MCS) (KATO et al., 1996; 

JIANG et al., 2016). 

A inserção de monômeros com específicos grupos enquanto estes são sintetizados in 

vivo ocorre ao se adicionar ao meio de produção os precursores químicos relacionados, o que 

resulta na alteração da funcionalização química do PHA sintetizado, alterando por fim suas 

propriedades físicas (KOLLER e MUKHERJEE 2020). A incorporação de unidades 4-

hidroxibutirato (4HB) ao copolímero é alcançada quando é acrescido ao meio 1,4-butanediol, 

ácido butírico ou ácido γ-hidroxibutírico (HAZER e STEINBÜCHEL 2007). Copolímeros 

contendo unidades 3HV podem ser obtidos, normalmente, quando ácidos carboxílicos de 

número de carbono ímpares como o ácido propanóico ou valérico (pentanóico) são fornecidos 

ao meio de cultivo (KOLLER et al., 2005). 

 Óleos vegetais, semelhante aos açúcares, são considerados fontes de carbono baratas e 

renováveis, desejáveis para a síntese de PHA (CIESIELSKI et al., 2015), com rendimento 

teórico reportado maior (0.65 g.g-1) que a glicose (0.30-0.40 g.g-1) (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 óleo de soja como fonte de carbono (AKIYAMA et al., 2003). 

KAHAR et al. (2004) obteve altos rendimentos de P(3HB-co-3HHx) ao cultivar a cepa 

recombinante de R. eutropha PHB-4/pJRDEE32d13 que abriga um gene de PHA sintase de 

Aeromonas caviae (phaCAc) em meio mineral acrescido de óleo de soja (20 g.L-1) em um 

fermentador de 10 L. Foi também obtido uma produção de massa celular de 138 g.L-1 e 74% 

(m/m) de conteúdo de PHA após 96 h de cultivo. Uma cepa mutante de P. aeruginosa foi 

relatada por acumular 50.27% (m/m) (0.98 g.L-1) de PHA com óleo 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 copolímero de PHA de cadeia 

curta-longa (scl-co-lcl-PHA) contendo scl 3HAs [ácido 3-hidroxibutírico (3HB) e ácido 3-

hidroxivalérico (3HV)] e LCL 3HAs de 3 - ácido hidroxihexadecanóico (3HHD) e ácido 3-

hidroxioctadecanóico (3HOD) quando cultivada em meio mineral acrescido de óleo de soja e 

outras fontes de carbono de baixo valor. Máximo acúmulo deste PHA (30-33% m/m) foi obtido 

quando o óleo de soja e óleo de palma foram usados como substrato.  

O uso de açúcares e óleos vegetais são de uso prioritário como fontes alimentícias, 

portanto, é preferível evitar conflito de uso ao elencar estes como matéria prima para síntese de 
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biopolímeros. Apesar desse viés, um estudo feito por NONATO et al. (2001), que investigou a 

produção em larga escala de P(3HB) em uma usina de cana de açúcar, pontuou que a produção 

de PHA não afetaria os estoques de açúcar, não afetando também o seu preço. Contudo, maiores 

esforços da pesquisa têm sido voltados a exploração de materiais brutos de baixo custo com o 

objetivo de reduzir o preço dos biopolímeros sintetizados (SINGH e MALLICK 2009). 

2.2.3.2. Resíduos industriais  

O principal desafio da síntese de PHAs em larga escala é o preço do produto final que, 

estima-se, ser 5 a 10 vezes maior comparado aos polímeros de origem petroquímica. Uma das 

alternativas para reduzir esses custos de produção é o uso de fontes de carbono mais baratas 

para a síntese bacteriana desses biopolímeros (KOLLER 2014). Resíduos de diferentes setores 

industriais e agrícolas são cotados como uma fonte abundante de matéria prima para a produção 

de PHA, além de oferecer uma alternativa sustentável ao descarte inadequado destes resíduos, 

contribuindo com a redução do impacto ambiental (PAKALAPATI et al., 2018).   

Vários substratos de carbono de baixo custo, como melaço, ácido láurico, soro de leite, 

celulose, óleos vegetais e hidrolisados de amido são frequentemente testados quanto a sua 

eficiência como substratos para bactérias produzirem PHAs (SINGH e MALLICK 2009). 

TUFAIL e colaboradores (2017) obtiveram um rendimento maior com resíduo de óleo de fritura 

(2% m/m), comparado com demais óleos vegetais e com glicose, utilizando Pseudomonas 

aeruginosa que acumulou cerca de 53.2% (23.7 g.L-1) de PHA após 72 h de incubação. Outro 

resíduo da indústria de refinamento de óleo vegetal que foi aplicado na síntese de PHA foi o 

destilado desodorizante de azeite (OODD, do inglês Olive oil deodorizer distillate), rico em 

ácidos graxos livres. Neste estudo, a espécie Pseudomonas resinovorans acumulou em um 

biorreator cerca de 4.7 ± 0.3 g.L-1 (36 ± 0.8% MCS) contendo meio mineral adicionado 20 g.L-

1 de OODD e o PHA produzido foi caracterizado como sendo um copolímero composto por 3-

hidroxioctanoato (3HO) (48 ± 7,3 mol%), 3-hidroxidecanoato (3HD) (3HHx) (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 fusão (36.0 ± 1.2 °C) (CRUZ et al., 2016). 

 As fontes de carbono mais utilizadas na produção de PHA estão restritas a pequenas 

moléculas e, em alguns casos, alguns ácidos orgânicos e álcoois são usados como precursores 

de copolímeros. Monossacarídeos e dissacarídeos podem ser aplicados diretamente no processo 

de fermentação para obtenção do PHA, em contrapartida, polissacarídeos necessitam sofrer um 

processo de hidrólise para serem fermentados (JIANG et al., 2016). Os componentes da 

biomassa lignocelulósica (Celulose, hemicelulose e lignina) têm recebido atenção das 
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biorrefinarias com fins de aproveitamento dessa fonte abundante de carbono, mais 

especificamente, na bioprodução dos PHAs (CESÁRIO et al., 2014). Todavia, boa parte dos 

estudos existentes estão voltados para a fermentação dos carboidratos poliméricos celulose e 

hemicelulose e, segundo Jiang e colaboradores (2016) a lignina não é aproveitada para este fim 

devido a sua natureza aromática complexa. Entretanto, estudos como de MOUSAVIOUN et al. 

(2012); NUMATA e MORISAKI (2015); TOMIZAWA et al. (2014) e WANG et al. (2018) 

têm mostrado ser possível o beneficiamento da lignina, tanto na forma de mistura de um 

substrato com um PHA (blend) para aperfeiçoamento das propriedades do polímero final, 

quanto na utilização desta como fonte de carbono para fermentação bacteriana e obtenção deste 

biopoliéster. 

Os resíduos da indústria de processamento da cana-de-açúcar são bastante investigados 

quanto ao seu aproveitamento como biocombustíveis e na biossíntese de polímeros. Destaca-se 

o melado de cana, que é o subproduto da remoção da sacarose cristalina do licor de açúcar, 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 açúcar (hidrolisado de bagaço e vinhaça de cana-de-açúcar) foram 

utilizados como fonte de carbono em um estudo publicado por DE PAULA et al. (2021). Neste, 

constatou-se um maior crescimento e acúmulo de PHA (5.88 ± 0.30 g.L-1; 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-1), sendo este polímero composto de 3HB-co-3HV (99.58/0.42%). PAN 

et al. (2012) utilizaram Burkholderia cepacia ATCC 17759 para sintetizar 8.72 g.L-1 de P(3HB) 

51.4% MCS a partir de hidrolisado hemicelulósico de bordô, uma matriz complexa que contêm 

xilose, ramnose, manose, glicose e outros derivados de açúcar menores e de lignina, em sistema 

de fermentação descontínua (fed-batch).  

 Entre os componentes da renovável biomassa lignocelulósica, a lignina é a segunda mais 

abundante, estando atrás somente da celulose, compreendendo cerca de 15-40% de sua 

composição. Este polímero amorfo é composto de três unidades fenilpropanóides aril-C3 

diferentes: álcool guaiacil (unidade tipo G), álcool p-cumarílico (unidade tipo H) e álcool 

siringílico (unidade tipo S) (HAMMEL 1997, XU et al., 2019). A lignina é um subproduto 

abundante da indústria de celulose e papel e oferece um potencial para ser uma matéria prima 

para químicos, materiais, combustíveis 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 podridão branca secretam enzimas que 
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degradam a lignina ainda unida a fibra vegetal, sendo estes, lignina peroxidase (LiP), manganês 

peroxidase (MnP) e lacase (Lac). Algumas bactérias capazes de metabolizar lignina têm sido 

identificadas, como a Cupriavidus basilensis B-8 por exemplo, e estas utilizam vias metabólicas 

mais elaboradas que as dos fungos para degradar este composto considerado recalcitrante (SHI 

et al., 2013).  Com relação a C. basilensis, esta mostrou capacidade de degradar lignina (44.4% 

da lignina kraft a 2 g.L-1 em 7 dias) e acumular P(3HB) (128 mg.L-1 de PHA) utilizando a 

lignina bruta a uma concentração de 5 g.L-1, sendo que se verificou que a atividade da enzima 

MnP foi Lac apresentaram o maior nível 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-1 de lignina kraft (LIU et al., 2019). A abundância 

deste composto, assim como, seu potencial para ser utilizado como matéria prima para a síntese 

de biopolímeros degradáveis, incentiva o desenvolvimento de estudos que visem isolar 

bactérias capazes de metabolizar lignina e melhorar o rendimento dos polímeros sintetizados. 

2.2.4. Proteínas relacionadas a síntese de PHA e suas vias metabólicas 

A composição química dos PHAs depende do substrato utilizado como fonte de carbono, 

da polihidroxialcanoato sintase que cada microrganismo expressa e das rotas metabólicas que 

são utilizadas para acumular estes polímeros. Entre as principais vias metabólicas (Figura 3) de 

síntese de PHA pode-se citar as vias glicolítica, β-oxidação e biossíntese de ácido graxo de 

Novo (NUMATA et al., 2013; POHLMANN et al., 2006; REHM et al., 2001). A via glicolítica 

envolve a conversão de glicose em piruvato em condições aeróbicas (KUMARI 2018). A β-

oxidação é a principal via quando ácidos graxos são usados como fonte de carbono, sendo que 

a biossíntese de ácido graxo de novo é a rota principal quando algumas fontes de carbono como 

gluconato, acetato ou etanol são metabolizadas para acetil coenzima A (acetil-CoA) (REHM, 

et al., 2001). As bactérias do gênero Pseudomonas são as principais representantes dos 

produtores de mcl-PHA tanto a partir de fontes relacionadas, como ácidos graxos, quanto fontes 

não relacionadas entre si como glicose e glicerol. Um exemplo é a síntese de copolímeros de 

mcl-PHA por P. oleovorans quando cultivada em meio mineral acrescido de n-alcanos, n-

alquenos e ácidos graxos de cadeia longa. A 𝛽-oxidação de unidades acil-CoA supre unidades 

monoméricas de substratos de carbono-par variando de C6 a C14 ou de substratos de carbono-

ímpar variando de C7 a C13. Porém, unidades menores que C6 não são incorporados ao PHA 

formado, sendo convertidas em acetil-CoA e utilizadas para prover energia ou crescimento 

celular por meio da via do ciclo do ácido cítrico (YU 2007). Acetil-CoA é o composto 

intermediário chave que supre unidades 3-hidroxialcanoil-CoA de diferentes comprimentos que 
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será 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 compõe os genes para a síntese 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 está 

envolvida na atividade de polimerização de unidades (R)-3HA-CoA em P(3HA) com liberação 

de CoA, controlando o peso molecular e a composição monomérica do PHA, sendo assim, as 

enzimas chave para a síntese deste polímero (INSOMPHUN et al., 2014). A enzima PhaC, em 

contraste com a alta especificidade química atribuída as enzimas, mostra uma versatilidade 

notável, sendo capaz de usar substratos artificiais como ácidos mercaptoalcanóicos, por 

exemplo, para realizar a mesma reação de polimerização levando a formação de politioésteres 

(DOI, 2002).  

Poliéster sintases (PhaC) pertencem a família das transferases e são classificadas em 

quatro classes baseado na especificidade de seus substratos, assim como, na composição de sua 

subunidade, sendo que TAI et al. (2015) propôs a existência de uma nova classe de PhaC que 

está sendo investigada. PHA sintases de Classe I são compostas de uma subunidade de PhaC e, 

preferencialmente, utilizam como substrato unidades tio ésteres CoA contendo de 3 a 5 átomos 

de carbono, resultando na formação de scl-PHA. PhaCs de Classe II também são compostas de 

apenas uma subunidade de PhaC, porém possuem preferência por unidades 3-hidroxiacil-CoA 

com comprimento de cadeia médio (6-14 átomos de carbono), resultando na formação de mcl-

PHAs. PhaCs de Classe III são constituídas de duas subunidades diferentes PhaC + PhaE, onde 

a unidade PhaC possui similaridades na sequência de aminoácidos com as PhaC de classe I e II 

e, a subunidade PhaE não possui similaridade com nenhuma das PHA sintases. PhaCs de Classe 

III possuem afinidade por unidades tio ésteres CoA contendo 3 a 5 átomos de carbono (scl-

3HA-CoA), resultando na formação de scl-PHA. Semelhante as PhaCs de Classe III, as de 

classe IV também são compostas de duas subunidades, sendo que a PhaE é substituída por uma 

subunidade PhaR (PhaC + PhaR) e possui afinidade por 3HASCL-CoA (REHM 2003). Logo, 

classificar as PHAs sintases contribui para o conhecimento de suas especificidades de 

substratos.   
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Figura 3. Principais vias metabólicas elucidadas envolvidas na síntese de PHA. (I) Via De Novo (SUDESH et al. 2000), (II) Via da β-oxidação, (III) Via do Crotonil (LU et al. 

2009), (IV) Via do piruvato (BECKERS et al., 2016), (V) Via do propionil-CoA (HAN et al., 2013) e (VI) Via do ácido protocatecuico (TOMIZAWA et al. 2014).
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2.2.5.  Bactérias produtoras de PHA na Região Amazônica: Perspectiva 

 Nos diferentes ambientes que compõem a floresta Amazônica está contida uma rica 

biodiversidade que é considerada pouco conhecida em face da dimensão deste ecossistema. 

Tanto os microrganismos presentes nas águas e solos, quanto a microbiota associada a plantas 

abrigam uma vasta fonte de bioativos com potencial para aplicação comercial (PEREIRA et al., 

2017). Quanto as bactérias acumuladoras de PHA provenientes dessa região, 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 Amazônica e, espécies bem conhecidas por sintetizarem este polímero como B. 

cepacia, B. megaterium, e B. cereus foram identificadas. Lynisibacillus é um gênero pouco 

mencionado na literatura quanto a síntese 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. MOURÃO et al. 2020 investigou a otimização 

e síntese de P(3HB) da microalga Amazônica Stigeoclonium sp. cepa B23, ampliando ainda 

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

Como foi explanado anteriormente, o beneficiamento da biomassa lignocelulósica para 

a síntese de biopolímeros, assim como de resíduos industriais pode ser alcançado utilizando 

microrganismos capazes de metabolizar esses substratos. As características naturais dos 

mananciais Amazônicos fornecem pistas de onde estes microrganismos podem ser isolados. A 

análise da composição da matéria orgânica de alguns dos principais tributários do rio Amazonas 

mostrou que os ácidos húmicos e fúlvicos dessas águas são caracterizados pela presença de 

fenóis derivados da lignina. Essa degradação da lignina de origem alóctone é marcante em rios 

de águas escuras, principalmente, o rio Negro que difere dos demais tributários com relação a 

sua composição elementar (Carbono Orgânico Dissolvido ~ 10.8 mg.L-1 em comparação com 

o valor encontrado no rio Amazonas de 4.82±0.33 mg.L-1) (ERTEL et al., 1986). Este mesmo 

estudo mostrou um alto grau de biodegradação das substâncias húmicas do Rio Negro em 

distinção aos demais tributários, ocorrendo, primeiramente, nas camadas aeróbicas dos solos 

podzólicos da região do Rio Negro com posterior lixiviação destes fenóis derivados de lignina 

para o curso d’água. TADINI et al. (2018) mostrou que os ácidos húmicos presentes em solos 

podzólicos no município de Barcelos – AM são originados da degradação da lignina e 

derivados. Com isso, o isolamento destas bactérias nativas capazes de metabolizar lignina e, 

simultaneamente, sintetizar PHA merece extensiva exploração. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. Diagrama metodológico 

 

Figura 4. Sequência resumida das etapas executadas neste estudo 

3.2. Químicos padrões 

 Os corantes utilizados para triagem das bactérias acumuladoras de polihidroxialcanoato 

foram: Vermelho do Nilo da Merck KGaA (Darmstadt, Alemanha) e BODIPYTM 505/515 da 

InvitrogenTM (Carlsbad, CA). As soluções para diluição das células bacterianas foram: cloreto 

de sódio (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) 0.9% e PBS 1X com 0.011% éter octilfenílico 

de polioxietileno (FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Japão).  

Extrato de levedura, caldo nutriente, extrato de carne bovina e digestão pancreática de 

caseína (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. 

Clorofórmio e metanol P.A. ACS foram adquiridos da FUJIFILM Wako Chemicals (EUA). 

Clorofórmio deuterado (≥99.8% D, 0.5 m/m % folha de prata como estabilizador e 0.03 % (v/v) 

TMS) para análise em 1H-NMR foi adquirido da Merck KGaA (Darmstadt, Alemanha). 

Para análise genômica bacteriana o kit PureLink® Genomic DNA Mini foi adquirido da 

InvitrogenTM 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 (Japão). O kit de ensaio dsDNA BR para análise no fluorômetro QubitTM 2.0 foi 

adquirido da InvitrogenTM da Thermo. Sais e fontes de carbono foram adquiridos da Wako 

Chemicals (Osaka, Japão). 

3.3. Obtenção dos isolados bacterianos  

3.3.1. Bactérias da Reserva do Tupé-AM-BR 

 Amostras de água superficial foram coletadas (Figura 5) no lago do Tupé localizado na 

Reserva de Desenvolvimento Sustentável do Tupé (lat -3.045740, long -60.253118), município 

de Iranduba, Amazonas, Brasil. Um total de 20 L de água foram submetidas a filtração em filtro 

de fluxo tangencial KrosFlo® Research Iii utilizando filtros de 0.22 µm e 100 kDa 

sequencialmente. A matéria orgânica dissolvida <0.22 µm/>100 kDa retida no coletor foi 

avolumada para 1 L utilizando a fração <100 kDa, ágar (18 g.L-1) e vermelho do Nilo (0.5 

µg.mL-1) foram adicionados a água concentrada e, após esterilização em autoclave (121 °C/15 

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

 

Figura 5. Processo de amostragem de bactérias selvagens com potencial para acumular PHA. A) Local de coleta: 

Água superficial na Reserva do Tupé; B) Filtração da amostra em filtro tangencial; C) Fração >100KDa e, D) 

Fluorescência da cepa selecionada submetida a radiação UV após ser cultivada em meio contendo vermelho do 

Nilo.  
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A mesma amostra de água foi coletada separadamente em um frasco esterilizado sendo 

aplicada a técnica de diluição seriada (10-1, 10-2) em tampão fosfato salino (PBS) 1X (Corning 

®, Nova Iorque – EUA). Em seguida, foram distribuídas alíquotas (100 µL) da água bruta e das 

diluições por meio de espalhamento com alça de Drigalski. Após 7 dias de incubação em estufa 

a 30oC, as placas foram expostas a luz ultravioleta λ 302 nm em um transiluminador (Kasvi) e 

as colônias 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 Laboratório de Biodegradação (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 é descrita a seguir: Amostras de água 

superficial foram coletadas no início do período chuvoso (fevereiro) do rio Preto, um dos 

afluentes do rio Negro, localizado no Parque Estadual da Serra do Araçá (lat 0 ° 32'28,5 "N, 

long 62 ° 29'52,2 "W) no município de Barcelos, estado do Amazonas, Brasil. Água bruta foi 

diluída dez vezes em solução esterilizada de NaCl a 0.9% e diluições seriadas (10-1 - 10-3) foram 

preparadas a partir desta primeira. Uma alíquota de 100 µL de cada diluição foi semeada 

manualmente (técnica de Drigalski-espátula) em meio de ágar soja tríptico (TSA) e incubada 

por 24 horas / 28 °C. Cada cepa foi preservada em glicerol (12% / - 20 oC) e reativada em caldo 

Luria Bertani (LB) (Miller: NaCl, 10 g.L-1; Triptona, 10 g.L-1 e extrato de levedura, 5 g.L-1) (5 

mL / 30 °C / 120 rpm).  

As bactérias foram cultivadas em meio LB ágar e as colônias 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 radiação em transiluminador (Kasvi – Paraná - Brasil) a cada 24 horas e, as 

colônias que apresentaram fluorescência em qualquer um dos meios cultivados, foram 

selecionadas e armazenadas para posterior confirmação do acúmulo de PHA.  

3.4. Testes de confirmação da síntese de PHA 

As bactérias isoladas foram cultivadas em meio mineral salino (TOMIZAWA et al. 

2014) acrescentado de glicose 1% para seleção das bactérias sintetizadoras de PHA utilizando 

o método de coloração BODIPYTM 505/515 (InvitrogenTM da Thermo). Após incubação, 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, Japão), onde, 10 µL da suspensão foi misturada ao corante (0.5 µM) e, 
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após incubação por 20 minutos em temperatura ambiente, as células foram visualizadas em 

microscópio invertido (IX73, Olympus, Japão) utilizando um filtro de fluorescência.  

3.5. Caracterização morfológica 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 coloração de Gram (Laborclin – 

Paraná - Brasil) e visualizadas em microscópio óptico (magnificação 100 x). Após a segunda 

etapa da seleção 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 digestão pancreática de caseína, 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, após a determinação da densidade óptica a 600 nm (DO600), uma alíquota 

da cultura foi transferida para 50 mL do meio de cultivo de forma que a DO600  iniciasse em 0.1. 

A cada 1 hora, 100 µL da cultura era coletada, diluída para 1000 µL e a  DO600 era determinada. 

 

3.6.Síntese de PHA e condições de cultivo 

3.6.1. Isolado LB_TupeA 

3.6.1.1. Otimização do tempo de cultura  

 A influência do tempo de cultivo foi avaliada de forma a determinar o tempo ideal para 

coletar as células bacterianas com maior acúmulo de PHA. O isolado Tupé A foi submetido a 

um tipo de cultura em dois estágios em menor escala. A bactéria armazenada em glicerol foi 

reativada em 4 mL de meio NR sob agitação constante a 200 rpm/30 °C e a DO600 foi 

determinada para que a subsequente cultura iniciasse em uma DO600 de 0.1. A alíquota 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. Após isso, os tubos foram centrifugados (8000 

rpm/10 min), o sobrenadante foi descartado e as células foram lavadas com água destilada 

esterilizada e transferidas para um tubo contendo meio mineral salino (TOMIZAWA et al., 

2014) contendo a seguinte composição: 1.50 g de KH2PO4, 9 g de Na2HPO4.12H2O, 0.5 g de 

NH4Cl, 0.20 g.L-1 de MgSO4.7H2O (esterilizado separadamente), sendo suplementado também 

com 1 mL de solução-traço (7.8 g de CaCl2.H2O, 9.7 g de FeCl3.6H2O, 0.218 g de CoCl2·6H2O, 

0.156 g de CuSO4·5H2O, 0.118 g de NiCl2.6H2O, e 0.105 g de CrCl3·6H2O por litro em 0.1 M 

HCl) (KATO et al., 1996). Glicose a 1% foi selecionada como fonte de carbono e acrescida ao 

meio mineral para este teste. A leitura da DO600 foi feita a cada 12 horas, assim como a 
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visualização das células utilizando o corante BODIPYTM e estas foram centrifugadas, lavadas 

e liofilizadas para determinação do conteúdo de PHA por cromatografia gasosa acoplada ao 

espectrômetro de massas (CG-EM).  

3.6.1.2. Produção de PHA em diferentes fontes de carbono 

A cepa Tupé A foi submetida a cultura em duas etapas onde, após a reativação em NR, 1 

mL da cultura foi transferida para 100 mL de NR e incubada em shaker rotatório até o tempo 

determinado para a fase estacionária de cada espécie. As células foram centrifugadas, lavadas 

com água esterilizada e transferidas para 100 mL de meio mineral salino acrescidos de glicose 

(1%), frutose (1%), óleo de soja (2%) e lignina alcalina (0.1%) acrescidos ao meio salino como 

única fonte de carbono separadamente em frascos tipo Sakaguchi de 500 mL. As amostras 

foram incubadas por 48h a 30 oC/120 rpm. Para o cultivo em óleo de soja, o meio NR foi 

acrescido de óleo de soja a 0.5 % (v/v) de forma a estimular as enzimas que degradam este 

composto.   

Outras fontes de carbono foram testadas na concentração de 0.1% como: lignina alcalina, 

lignina dealcalina (TCI, Japão) e lignina bruta liofilizada fornecida pelo laboratório de Celulose 

e Papel do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia – INPA. A lignina dealcalina foi 

submetida a fracionamento por meio da acidificação (adição de HCl até se obter pH 2.0) do pó 

diluído, onde o sobrenadante foi liofilizado e essa fração foi nomeada lignina solúvel em ácido 

(LSA). Ao precipitado, adicionou-se NaOH 10 M até atingir o pH 9.0, sendo essa fração 

nomeada lignina solúvel em base (LSB). As frações foram neutralizadas antes de liofilizadas. 

Simultaneamente, a influência da concentração de metais no crescimento celular e no acúmulo 

de PHA foi verificada. Fez-se duas baterias de teste onde, foi utilizada a solução-traço e MgSO4 

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

Derivados de lignina (ácido p-cumárico, ácido caféico, ácido ferúlico, 4-HBA, 2,5-

DHBA, 2,4-DHBA, ácido vanílico, ácido siríngico e ácido gálico) foram acrescentados ao meio 

salino como única fonte de carbono na concentração de 1%. Ácido gálico, vanílico, ferúlico e 

vanilina foram selecionados e testados a uma concentração de 10%. As células foram crescidas 

sob agitação constante (120 rpm) por 48 horas, coletadas por centrifugação, seguida de lavagens 

com água deionizada, e foram liofilizadas. Todos os experimentos foram feitos em triplicata. 

3.6.2. Isolado LB_TupeE 

 O isolado Tupé foi submetido ao mesmo processo de fermentação em duas etapas de 

acordo com o item 3.5.1.2., onde glicose 1%, frutose 1%, óleo 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 fermentação em uma etapa onde a bactéria foi reativada em placa contendo meio 

NR ágar e uma colônia foi transferida para 50 mL de meio NR que cresceu sob constante 

agitação a 120 rpm a 30 °C por 16h. Após esse tempo de cultivo, as células foram centrifugadas 

(8000 rpm/10 min), lavadas com tampão fosfato salino (PBS) 1X (8.0 g.L-1 de NaCl, 0.2 g.L-1 

de KCl, 1.44 g.L-1 de Na2HPO4 e 1.8 g.L-1 de KH2PO4, pH 7.4) e foram transferidas para frascos 

de 500 mL  contendo 250 mL de meio mineral salino (2.80 g de KH2PO4, 3.32 g de Na2HPO4, 

0.50 g de NH4Cl por litro) (DOI et al. 1995) suplementado com 0.20 g.L-1 de MgSO4.7H2O 

(esterilizado separadamente), 0.54 g.L-1 de uréia (NG e SUDESH 2016), 1 mL/1000 mL de 

solução traço e glicose e sacarose a 1% (m/V). Iniciou-se com uma densidade óptica (D.O.) 

inicial de 0.1 e as células foram crescidas sob constante agitação a 30 °C a 120 rpm por 48 

horas. Após este procedimento, as amostras foram centrifugadas, lavadas 3x com água destilada 

e liofilizadas para posterior determinação do conteúdo de PHA e eventual extração destes 

polímeros.  

3.6.3. Isolado LB_RP2 (Projeto Araçá)  

 Primeiramente, a cepa foi cultivada em meio rico nutriente por 24 horas e transferida 

para o mesmo volume de meio mineral salino (TOMIZAWA et al., 2014) sendo suplementado 

também com 1 mL de solução-traço (KATO et al., 1996), conforme mesmo processo de 

fermentação em duas etapas de acordo com o item 3.5.1.2., acrescido de glicose (1 g.L-1), 

lignina alcalina (1 g.L-1) + glicose (1 g.L-1) e lignina alcalina (1 g.L-1), separadamente como 

fonte de carbono. Após 72 horas de incubação, uma alíquota das células foi coletada e 

visualizada em microscópio utilizando o corante BODIPYTM e o total das células foram lavadas 

3x com água destilada e foram liofilizadas para posterior determinação do conteúdo 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. Após a incubação, as células foram centrifugadas, lavadas e liofilizadas 

para determinação do conteúdo de PHA. O desenvolvimento desta bactéria em condição 

anaeróbica (50 mL de meio NR e LB em tubo Falcon de 50 mL a 30 °C/42 h) nos meios 

nutrientes foi aplicado. A DO600 foi determinada a cada 6 h e o possível acúmulo de PHA 

visualizado em microscópio de fluorescência utilizando o corante BODIPYTM.  

3.7. Extração dos polímeros e procedimento analítico 

O conteúdo e a composição do PHA foram determinados por cromatografia gasosa 

acoplada à técnica de espectroscopia de massa (CG-EM) (GCMS-QP2010 Ultra, Shimadzu, 
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Kyoto, Japão); as células secas foram submetidas a uma reação de metanólise (NUMATA e 

MORISAKI, 2015). O conteúdo de PHA e a composição do monômero foram determinados 

com base em uma curva de calibração de cinco pontos (0.5, 1.0, 1.5, 2.0 e 2.5 mg.mL-1) de P 

(3HB). O dispositivo de CG foi equipado com uma coluna capilar de 30 m x 0.25 µm x 0.25 

mm tipo DB-1 - Agilent Technologies (Santa Clara, CA, EUA) utilizando He como gás 

carreador (2.10 mL.min-1). A temperatura de injeção (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 razão m/z de 44 e 350. 

O método de extração de PHA foi ligeiramente modificado de um estudo anterior 

(HIGUCHI-TAKEUCHI et al., 2016). Aproximadamente 1 g de células liofilizadas foi 

misturada com clorofórmio sob agitação constante para extrair o PHA. Após 4 dias, a mistura 

foi filtrada, concentrada em um evaporador rotativo a vácuo (R-300, BUCHI), e o polímero foi 

precipitado usando metanol frio. O polímero extraído foi lavado duas vezes com hexano e seco 

à temperatura ambiente. 

As estruturas químicas do PHA foram caracterizadas por ressonância magnética nuclear 

de prótons (RMN de 1H) (VNMRS 500, Agilent Technologies, Inc., Califórnia, EUA). Dois 

miligramas de polímero purificado foram dissolvidos em 0.6 mL de CDCl3 com 0.05% (v/v) 

de tetrametilsilano (TMS) (Wako Pure Chemical Industries Ltd., Osaka, Japão). O espectro de 

1H-RMN foi registrado a 25 °C com aquisição de 57692 pontos de dados. O peso molecular do 

PHA extraído foi determinado por cromatografia de permeação em gel (GPC) (RI-2031, PU-

2086, AS-2055, CO-2056; JASCO, Tóquio, Japão) com coluna Shodex K-806M, K802 e KG 

a 40 °C. A concentração da amostra utilizada foi de aproximadamente 1 mg.mL-1 em 

clorofórmio e o mesmo solvente foi aplicado como fase móvel a uma taxa de fluxo de 0.8 

mL.min-1. Padrões de poliestireno com os seguintes pesos moleculares: 1.22 x 103, 2.98 x 103, 

6.94 x 103, 1.83 x 104, 4.72 x 104, 1.24 x 105, 3.26 x 105, 6.61 x 105, 1.39 x 106 e 2.70 x 106 

g.mol-1, foram usados para estimar o peso molecular da amostra. 

3.8. PCR – Polihidroxialcanoato sintase Classe I e II 

 O DNA genômico extraído 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) construídos por ROMO et al. (2007). A mistura de reação foi obtida do 

kit GoTaq® Green Master Mix -PROMEGA (Wiscosin – EUA) seguindo o protocolo do 

fabricante.  Os amplicons foram purificados usando o kit de Purificação de PCR QIA quick® -

QIAGEN (Hilden – Alemanha).  

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

composição da mistura de reação de ligação. 

Primer Sequência 5’ – 3’ 

G-D (Fw) GTGCCGCCSYRSATCAACAAGT 

G-1R (Rv) GTTCCAGWACAGSAKRTCGAA 

Protocolo da reação de ligação Tupé A (μL) Tupé E (μL) 

H2O 2.5 1.0 

Tampão de ligação rápida 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 amplificação do gene foi feita por clonagem utilizando o vetor pGEM-T easy 

(PROMEGA). Os produtos de amplificação purificados foram quantificados em NanoDrop 

2000 para determinação da quantidade de DNA necessário para a reação de ligação (Tabela 2).  

A mistura foi mantida a 16 °C por 1 hora e transferida para 4 °C até a etapa de transformação. 

Separadamente, placas contendo LB ágar + 100 μg.mL-1 de ampicilina e, após o resfriamento, 

IPTG 1M e X-Gal 4% foram espalhados na placa com auxílio de alça de Drigalski. O protocolo 

de transformação em E. coli DH5α obedeceu às seguintes etapas: 100 μL de células 

competentes foram misturadas a 10 μL do produto de ligação e mantidos em gelo por 30 

minutos. Após o tempo de incubação a mistura foi transferida para banho seco a 42 °C por 40 

segundos e retornadas para o gelo por 5 minutos. Exatamente 900 μL 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 células foram centrifugadas (4000 rpm / 8 minutos) e o 

sobrenadante descartado até que restasse 100 μL da mistura que foi espalhada na placa de LB 

ágar preparada anteriormente. Cada cepa foi diluída 10 x e uma alíquota de 100 μL foi espalhada 

nas placas de ágar separadamente sendo estas, em seguida, incubadas a 37 °C/ 16 horas. As 

colônias transformantes (coloração azul) foram numeradas, selecionadas e estriadas em uma 

nova placa de LB ágar/ampicilina/IPTG/ XGal sendo posteriormente incubada a 37 °C/ 16 
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horas. A PCR de cada colônia foi feita utilizando os primers T7p e p-58G do kit pGEM® – T 

easy seguindo o protocolo de reação do fabricante e o termociclador foi programado da seguinte 

maneira: Desnaturação inicial a 94 °C de 5 min seguido de uma etapa de 30 x de desnaturação 

(94 °C / 30 s), anelamento (50 °C/ 30 s) e extensão (72 °C/ 1 minuto), sendo finalizada por uma 

extensão final a 72 °C/ 3 minutos. Após a confirmação da transformação e seleção dos 

indivíduos, foi feita a extração 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 determinação da sequência em analisador genético.   

3.9. Sequenciamento da região 16S rRNA e do genoma dos isolados 

 O DNA genômico dos 9 isolados foram extraídos com Mini kit PureLink® Genomic 

DNA (InvitrogenTM, Thermo), tendo a qualidade visualizada em Espectrofotômetro 

NanoDrop® 2000 (Thermo Scientific) e a quantificação em Fluorímetro QubitTM 2.0 utilizando 

um kit de ensaio dsDNA BR (InvitrogenTM da Thermo). O gene que codifica a região 16S rRNA 

foi amplificado por PCR utilizando os primers universais 27F: 

5’GAGTTTGATCATGGCTCAG 3’ e 1492R: 5’GGTTACCTTGTTACGACTT 3’usando o 

kit Platinum® Taq DNA Polimerase (InvitrogenTM da Thermo Fisher Scientific). O mix de 

reação era composto de: 10 ng DNA genômico, 0.2 μM de cada iniciador, 0.2 mM dNTPs, 1,5 

mM MgCl2, 1X tampão de PCR, 1 U da enzima Taq DNA polimerase e água ultrapura até o 

volume final de 25 μL. As condições de ciclagem foram: desnaturação 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 única 

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 

recomendações do fabricante. As sequências dos nucleotídeos foram determinadas usando o 

analisador genético automatizado ABI 3500 (Applied Biosystems™ da Thermo Fisher 

Scientific). As sequências foram comparadas com as sequências de RNA ribossômico 16S 

(bactérias e archaea) do NCBI - National Center for Biotechnology Information 

(http://ncbi.nlm.nih.gov) - usando o software BLASTn® (Basic Local Alignment Search Tool). 

Uma alíquota de um micrograma de cada DNA foi enviada para análise pela Genone 

Soluções em Biotecnologia (Rio de Janeiro, Brazil), sendo encomendadas inserções curtas de 

bibliotecas de DNA genômico 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 remoção 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 identificação baseada no genoma. A reordenação dos 

contigs utilizando genomas de referência indicados após a análise 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 identificação das características do genoma (features. Essa abordagem 

foi utilizada para todos os genomas anotados, sendo estes depositados no banco de genoma do 

GenBank com os seguintes números de acesso PRJNA641460 (Ralstonia pickettii cepa 

LB_TupeA), PRJNA641464 (Aquitalea sp. cepa LB_TupeE) e PRJNA641466 (Bacillus 

paramycoides cepa:LB_RP2).  

  

3.10.  Identificação da cepa LB_RP2 por meio de análise genômica 

 De maneira a confirmar a identificação da cepa LB_RP2, duas ferramentas foram 

utilizadas como suporte para auxiliar e esclarecer a resolução da espécie bacteriana: cálculo dos 

índices de Identidade de Nucleotídeo Média – Average Nucleotide Identity (ANI) - baseado no 

BLAST+ (ANIb) e no MUMmer (ANIm), assim como nos índices de correlação de assinaturas 

de nucleotídeos (Tetra) por meio da função Busca de Correlação Tetra – Tetra Correlation 

Search (TCS). A segunda ferramenta consiste na análise comparativa de sequências multilocus 

(MLSA, do inglês Multilocus Sequence Analysis). Ambos os softwares BLAST (Basic Local 

Alignment Search Tool) e MUMmer são algoritmos de código aberto que possibilitam a 

comparação de sequências genômicas, sendo que, este último permite comparar com eficiência 

duas sequências na escala de megabase, uma limitação do algoritmo do BLAST (KURTZ et al. 

2004). A similaridade do genoma foi estimada através da determinação do índice de 

similaridade entre os genomas depositados no banco de dados JSpeciesWS e a sequência 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 índice gerado. Seis espécies com pontuação Z> 0.999 e outras três com pontuação Z> 

0,989 foram selecionadas para realizar o cálculo do índices ANIb e ANIm.  

 Para a análise de sequência multilocus (MLSA), a cepa LB_RP2 e quatorze linhagens 

do gênero Bacillus do banco de dados do genoma NCBI foram incluídas neste estudo. Os 

critérios usados para selecionar cepas adicionais foram baseados no resultado da porcentagem 
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de identidade (> 99%) da comparação da sequência da subunidade do rRNA 16S (SSU rRNA) 

anotada com as sequências disponíveis no banco de dados de sequências do RNA ribossômico 

16S (Bacteria e Archaea) usando o software BLASTn®. Os seis genes selecionados, do tipo 

housekeeping, estão contidos no operon mraZ-rsmH-ftsLI-murEF-mraY-murD-ftsW-murGC-

ddlB-ftsQAZ-lpxC em Escherichia coli, também conhecidos como cluster de genes da divisão 

da parede celular (dcw, do inglês division cell wall) (VICENTE et al. 1998). Os genes 

selecionados foram: rsmH (16S rRNA (citosina (1402) - N (4)) metiltransferase), FtsLAZ 

(proteínas celulares de divisão 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 comparação. Cada 

gene foi submetido a alinhamento múltiplo usando ClustalW, e todas as posições 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 árvore filogenética foi construída de acordo com as seguintes 

etapas: Similaridades pareadas para as sequências foram analisadas usando o método de 

máxima verossimilhança usando o modelo geral reversível no tempo e taxas distribuídas por 

gama (G) (GTR + G) entre os locais com as 1000 réplicas de bootstrap. Todas as análises foram 

realizadas usando o software MEGA versão X (KUMAR et al., 2018). 

3.11. Análise filogenética - PhaC 

 Com o objetivo de classificar as polihidroxialcanoato sintases (PhaC) entre as diferentes 

classes de PhaC, selecionou-se sequências das enzimas depositadas nos bancos de dados 

Proteínas de Referência (RefSeq) e/ou Sequências de Proteínas não redundantes (nr) do 

GenBank (NCBI). Após a execução do alinhamento global utilizando o MUSCLE, a história 

evolucionária foi inferida utilizando o método de máxima probabilidade e o modelo de 

Le_Gascuel_2008 (LE e GASCUEL, 2008) contanto que apresentasse o menor índice de 

Critério de Informação Bayesiano (BIC) no teste do melhor modelo (FELSENSTEIN, 1985). 

A árvore de consenso bootstrap foi inferida de 1000 réplicas. Para obtenção das árvores iniciais 

para a busca heurística foram aplicados os algoritmos Neighbour-joining e BioNJ a uma matriz 

de distâncias pareadas estimadas usando o modelo JTT e, então, selecionando a topologia com 

valor de log verossimilhança superior. Uma distribuição gama discreta foi usada para modelar 

as diferenças de taxa evolutiva entre os sítios, 5 categorias + G (parâmetro = 1. 2090). Esta 

análise envolveu 24 sequências de aminoácidos, e todas as etapas das análises evolutivas foram 

conduzidas no MEGA X (KUMAR et al., 2018). 
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3.12. Análise estatística 

 Todos os resultados mostrados são as médias ± desvios padrão de experimentos em 

triplicata. A diferença entre os grupos foi determinada pelo teste de Tukey, considerando um 

nível de significância de 5%. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1. Seleção das bactérias e confirmação da síntese de PHA 

A elaboração de um meio seletivo, a partir da filtração da água superficial coletada e 

seu enriquecimento com a matéria orgânica > 100 KDa, possibilitou o isolamento de 28 

colônias nas duas coletas realizadas. Após sucessivas etapas de confirmação de fluorescência 

em meio mineral salino acrescido de açúcares 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 seleção mais específica de bactérias capazes de metabolizar matéria 

orgânica, onde boa parte desta matéria é composta de ácidos fúlvicos e húmicos ricos em 

derivados de degradação da lignina (ERTEL et al., 1986). Posteriormente, das bactérias 

armazenadas no banco de microrganismos do Laboratório de Biodegradação, isoladas do rio 

Preto (Barcelos-AM) e de Manacapuru, foram selecionadas três bactérias que apresentaram 

fluorescência característica de acúmulo 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 obtenção de centenas de indivíduos. Estes isolados permaneceram armazenados em glicerol 

a -20 °C até o processo de triagem e seleção das bactérias com potencial para sintetizar PHA. 

De maneira comparativa, o isolamento de bactérias por este método resulta na obtenção de uma 

grande quantidade de isolados, o que leva ao aumento no número de testes que serão efetuados 

pós-isolamento, consumindo assim recursos e tempo. A amostragem de bactérias utilizando a 

própria água de coleta para elaboração do meio de cultivo foi aplicada por HIGUGHI-

TAKEUCHI et al. (2016), onde o meio de cultivo inibe o crescimento de espécies não adaptadas 

as condições extremas do meio elaborado. Entre as bactérias reativadas provenientes de 

Barcelos e Manacapuru, três foram selecionadas devido apresentarem fluorescência 

característica de acúmulo 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 fluorescência 

similar ao controle positivo (R. eutropha H16). Logo, o uso do corante BODIPY associado a 

microscopia de fluorescência mostrou melhor acuracidade e sensibilidade para selecionar 
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bactérias acumuladoras de PHA, conforme observado também por CHOI et al. (2015) e LEE 

et al. (2013). Nestes dois últimos estudos, os experimentos permitiram obter uma rápida 

coloração das células e uma seleção mais efetiva das bactérias positivas para PHA.  

 

Figura 6. Métodos de seleção de bactérias sintetizadoras de PHA com os corantes Vermelho do Nilo (1 e 2) e 

BODIPYTM (3 e 4). (1) Falso positivo – Bactéria não acumuladora de PHA; (2) Fluorescência característica de 

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

 A análise das bactérias utilizando o corante BODIPYTM 505/515 permitiu identificar 

com maior precisão as bactérias acumuladoras de PHA ao comparar a fluorescência da bactéria 

alvo com o controle negativo [R. eutropha PHB-4, 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 fluoróforo de propriedades lipofílicas, ou seja, com alta afinidade a lipídios 

neutros, ácidos graxos, óleos e polímeros. A natureza anfifílica de PHAs, contendo grupos 

alquila hidrofóbicos e oxigênios de grupos éster carbonil hidrofílicos faz com que estes 

polímeros possuam alta afinidade a sais e seus grupos hidrofóbicos com afinidade por 

componentes das membranas celulares (REUSCH 1992; REUSCH 2000). A afinidade do 

corante aos grânulos intracelulares de PHAs é visível no microscópio, apresentando uma 

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

6(4)].  

4.2. Identificação taxonômica das bactérias 

4.2.1. Identificação por meio da determinação da sequência do RNA ribossomal 

16S (SSU-16S rRNA) 

As sequências do gene 16S rRNA de todos os organismos foram determinadas e 

comparadas com as sequências disponíveis no banco de dados do NCBI, permitindo assim 

identificar as espécies (Tabela 4). Apenas os isolados RP2 e MS3 não foram classificados 

taxonomicamente a nível de espécie por meio da determinação da sequência de SSU-16S rRNA, 

demandando experimentos adicionais que permitam identificar estas bactérias com maior 

precisão. Os isolados Tupe E, G e Q foram identificados como pertencentes ao mesmo gênero, 

Aquitalea sp. Com isso, selecionou-se a cepa E para desenvolvimento dos experimentos de 

acúmulo de PHA.  

 

Tabela 4.  Identificação das bactérias isoladas por meio da comparação das sequências obtidas da região 16S 

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

Código 
Morfologia 

(Gram) 

Ponto de 

amostragem 
BLAST 

Identidade 

(%) 

IT6 Bacilo (+) Lago do Tupé – AM 
Gordonia 

polyisoprenivorans 
100 

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 

indicum 
99,9 

Exiguobacterium 

acetylicum 
99,9 

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 fluorescência pelo método do V. Nilo 

quando cultivadas em meio mineral salino, porém, nenhum PHA foi encontrado. 
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Conforme análise dos genomas já depositados de G. polyisoprenivorans, E. indicum e 

E. acetylicum no GenBank do NCBI, mostram que estas espécies não possuem os genes 

pertencentes as vias de síntese de PHA, portanto, não acumulam estes grânulos. Estas espécies 

foram investigadas por possuírem aplicabilidade de interesse biotecnológico ao degradarem 

compostos recalcitrantes como poliestireno, óleo cru e naftaleno (LIN et al., 2012; PANDEY 

2020). G. polyisoprenivorans teve sua aplicabilidade na síntese de PHA ao ser inserido nesta 

cepa o cluster de genes da síntese de PHA de R. eutropha (phaCAB) e P. aeruginosa (phaC1), 

sendo utilizado poli(cis-1,4-isopreno) como substrato. Utilizando este derivado da degradação 

da borracha como fonte de carbono, entre 6.4 e 10.2 % de P(3HB-co-3HV) em termos de MCS 

foi alcançado (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 fermentação e síntese de PHA. A morfologia 

e a determinação da coloração de Gram foram visualizadas para as três espécies escolhidas, 

como também a morfologia das colônias em meio rico nutriente ágar (Figura 8). A bactéria 

facultativa quimiolitoautotrófica acumuladora de PHA C. necator H16 (REINECKE e 

STEINBÜCHEL 2009) foi utilizada como controle positivo para visualização da fluorescência 

com o corante BODIPY e sua cepa mutante Cupriavidus necator PHB-4, que contém uma 

mutação no gene da PHA sintase que a torna incapaz de acumular PHA (RABERG et al., 2014), 

foi selecionada como controle negativo.  

 
Figura 7. Fluorescência característica da presença ou ausência de inclusões de PHA utilizando o corante 

BODIPY. S/F: Sem fluorescência 

 



 
 

  
  53 
 

 
Figura 8. Morfologia das colônias e caracterização morfológica 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, móvel e pequeno com atividade positiva 

para catalase e suas colônias são redondas e convexas, beges, lisas e brilhantes. Aquitalea sp. 

(Tupe E) é um bacilo gram negativo, móvel e com atividade positiva para catalase e suas 

colônias são redondas, beges, opacas e convexas, com, aproximadamente, 1.8 mm de diâmetro. 

Bacillus sp. (RP2) é um bacilo gram positivo, grande, com atividade positiva para catalase e 

sua colônia é branca, opaca, margens onduladas e elevação em relevo com diâmetro de 4.3 mm. 

 

4.2.2.  Análise da sequência genômica 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 

eficácia de 99.91%. O esboço (draft) do genoma (draft) de 5.32 Mb de R. pickettii (Tupe A) 

está distribuído em 11 contigs com um valor de N50 de 1,205,870 e conteúdo G+C de 63.6%. 

A anotação 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 são 

codificantes (CDS), 62 pseudogenes, 51 tRNAs, 6 rRNAs e 4,812 proteínas. O genoma 

montado e anotado de R. pickettii LB_TupeA foi depositado no banco de dados de genoma do 

GenBank (NCBI) sob o número de acesso PRJNA641460.  
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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 

eficácia de 99.92%. O genoma draft de 4.47 Mb de Aquitalea sp. está distribuído em 68 contigs 

com um valor de N50 de 207,132 e conteúdo G+C de 58.6 %. Após anotação do genoma desta 

cepa verificou-se que este é composto de 4,216 genes (CDS: 4,141), 37 pseudogenes, 3 rRNAs, 

69 tRNAs e 4,104 proteínas. Este genoma também foi depositado no GenBank sob número de 

acesso PRJNA641464. 

4.2.2.3. Cepa RP2 

A determinação taxonômica da cepa LB_RP2 foi inconclusiva analisando apenas a 

sequência SSU-rRNA 16S. Logo, a análise genômica foi crucial para determinar a espécie desta 

cepa. A quantidade de leituras dos dados brutos (reads) obtidos foram de 7,699,810 com 

eficácia de 99.86%. O esboço do genoma de 5.34 Mb de LB_RP2 está distribuído em 76 contigs 

com um valor N50 de 216,793 e conteúdo G+C de 35.2%. A anotação feita pelo NCBI 

Prokaryotic Genome Annotation Pipeline (PGAP) revelou a existência de 5.531 genes, 276 

pseudogenes, 83 tRNAs, 8 rRNAs e 5,159 proteínas. Até o momento, apenas dois genomas 

montados e anotados de Bacillus paramycoides foram relatados no banco de dados: as cepas 

NH24A2 (PRJNA326288) e DE0103 (PRJNA543692). A sequência completa montada está 

disponível no banco de dados do genoma do GenBank, sob os números de acesso 

JACAXA010000018.1 (BioProject: PRJNA641466) (CASTRO et al., 2021). Os índices ANI e 

TCS obtidos são apresentados na Tabela 5. 

Tabela 5. Resultados de índice de comparação de genoma par a par da cepa LB_RP2 e genomas selecionados no 

banco de dados. A porcentagem dos genomas cobertos é mostrada entre parênteses. 

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 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRJNA326288
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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 

índice de correlação de tetranucleotídeos acima do valor de corte de 0,999, em que a maior 

correlação foi entre a cepa LB_RP2 e a cepa NH24A2, o que confirma que essa cepa pertence 

a esse táxon. 

Na Figura 9, a árvore MLSA inferiu uma alta diversidade genética. Os genes de 

manutenção selecionados para desenvolver esta análise são altamente conservados entre 

bactérias da ordem Bacilalles e estão distribuídos no genoma de LB_RP2. As dez sequências 

são divididas em três grupos. Um grupo homogêneo com 97% de similaridade é formado entre 

as linhagens de B. paramycoides LB_RP2 e DE0103. Essas análises indicam que a conjunção 

de análise comparativa genômica e MLSA nos permite elucidar as espécies de uma bactéria 

pertencente a um táxon muito complexo, como o grupo B. cereus, com mais precisão do que a 

abordagem de sequenciamento da região 16S rRNA.  

 

Figura 9. Árvore MLSA inferida usando o método de máxima verossimilhança (Maximum Likelihood) para 16 

linhagens selecionadas a partir de genes do tipo housekeeping (RsmH-FtsL-MurE-MurD-FtsA-FtsZ) 

concatenados. 
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 Algumas espécies pertencentes ao grupo Bacillus cereus, como B. cereus e B. anthracis, 

são conhecidas por serem patógenos humanos (IVANOVA et al., 2003). No entanto, em relação 

a B. paramycoides, até o momento, nenhuma associação com patogenicidade em humanos ou 

com a síntese de polihidroxialcanoato foi relatada para esta espécie. A aplicação do método 

MLSA tem crescido continuamente tanto em estudos taxonômicos e filogenéticos, 

principalmente para gêneros com baixa variabilidade nas sequências 16S rRNA e com espécies 

que compartilham >99% da similaridade das sequências (DELAMUTA et al., 2012), como é o 

caso do gênero Bacillus. 

A análise comparativa da sequência do DNA ribossomal foi crucial na diferenciação das 

espécies pertencentes ao grupo do Bacillus cereus, principalmente no período que eventos de 

bioterrorismo com Bacillus anthracis foram reportados em 2001 (SACCHI et al., 2002). Porém, 

LIU et al. (2017), ao longo de uma investigação da diversidade genética de bactérias do grupo 

do B. cereus, identificaram nove táxons adicionais, além das doze espécies já descritas, 

utilizando-se da análise de MLST (Multi-locus Sequence Typing) e hibridização DNA-DNA 

digital permitiram inferir que, os indivíduos estudados, se tratava de novas espécies 

pertencentes a este grupo. Em suma, a análise genômica complementada pela abordagem 

MLSA são técnicas fáceis e robustas que possibilitaram a definição taxonômica da cepa 

LB_RP2 como alternativa a análise da sequência do gene 16S rRNA.  

4.3. Síntese, identificação e quantificação de PHA 

4.3.1. Técnicas de análise dos PHAs: Interpretação dos resultados 

 A análise dos biopolímeros por CG-EM das células liofilizadas submetidas à reação de 

metanólise é uma das técnicas mais tradicionais utilizadas pois permite monitorar com 

eficiência a composição e a quantidade do PHA diretamente da biomassa microbiana 

(BRAUNEGG et al., 1978) sem precisar extrair o polímero previamente. Neste trabalho o 

conteúdo do PHA e sua composição (Figura 10) foram determinados por meio da construção 

de uma curva analítica (Figura 11) com diferentes concentrações de ésteres metílicos do ácido 

(R)-3-hidroxibutírico (3HB). A cada bateria de análises, uma nova curva analítica era obtida. 

As massas celulares secas (MCSs) das células liofilizadas foram determinadas 

gravimetricamente e o rendimento de PHA no meio de cultivo (mg.L-1) foi calculado a partir 

do conteúdo de PHA determinado por CG-EM. 
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Figura 10. Perfil cromatográfico da fração clorofórmica da célula bacteriana submetida a reação de metanólise. 

Identificação do composto através da análise do espectro de massas do tempo de retenção em evidência.  

 

Figura 11. Regressão linear baseada em diferentes concentrações do padrão externo de poli-(R)-3-

hidroxibutirato versus a área do pico.  

B 
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 Para determinação do peso molecular dos polímeros extraídos por meio da técnica de 

GPC, uma curva analítica (Figura 12) foi elaborada com padrões de poliestireno de diferentes 

pesos moleculares. O tempo de retenção dos polímeros purificados foram aplicados na fórmula 

da curva logarítmica obtida para cálculo da massa molecular de cada polímero. 

 

Figura 12. Curva analítica com base no tempo de retenção de padrões de poliestireno e cromatograma GPC dos 

biopolímeros extraídos.   

4.3.2. Perfil de crescimento Tupe A e Tupe E 

Para execução dos testes de fermentação foi necessário primeiramente conhecer o perfil 

de crescimento bacteriano em meio rico nutriente (Figura 13) de forma a se determinar o início 

da fase estacionária para cada espécie, sendo 14 e 10 horas para as espécies Tupé A e Tupé E, 

respectivamente.  

 

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 têm sido aplicados em fermentações do tipo batelada (batch): 

cultivo em um estágio e dois estágios onde, no primeiro, o acúmulo de PHA ocorre durante o 

crescimento bacteriano e, no segundo, o acúmulo de PHA ocorre somente em condição de 

escassez de algum nutriente (CIESIELSKI et al., 2015). Para aplicação dos cultivos em uma e 

duas etapas é necessário conhecer o perfil de crescimento em meio nutriente de forma a se 

determinar o final da fase de crescimento exponencial (fase log) e início da fase estacionária de 

cada bactéria no meio selecionado. Estudos como os de DOI et al. (1995) que aplicaram o 

cultivo em duas etapas, a coleta e transferência da massa celular para o meio mineral é feita no 

início da fase estacionária, de forma que nenhum PHA é acumulado dentro da célula bacteriana. 

Dado que cada bactéria necessita ser investigada individualmente acerca das condições ideais 

onde maior rendimento celular e de PHA é alcançado, os próximos itens irão abordar essa 

investigação para cada cepa isolada e identificada.  

4.3.3. Ralstonia pickettii LB_TupeA 

Ralstonia pickettii tem sido investigada ao longo de 20 anos devido à alta capacidade 

de degradação enzimática de PHA de sua polihidroxialcanoato depolimerase (ePhaZRpiT1) 

(NUMATA et al., 2004, 2005 e 2007). Outras habilidades já reportadas para esta espécie são a 

sua habilidade de sobrevivência em ambientes com poucos nutrientes e capacidade de degradar 

uma variedade de compostos tóxicos como 2,4,6-triclorofenol, hidrocarbonetos poliaromáticos 

(HPAs), ácido 2,4-diclorofenoxiacético e triterpenóide pentacíclico (BRUINS et al., 2000, 

HATTA et al., 2002). Porém, poucos estudos têm mostrado que esta espécie possui um 

potencial pouco explorado para a síntese de PHA (YABANNAVAR e ZYLSTRA 1995, 

BONATTO et al., 2004). 

O conteúdo de PHA foi quantificado por CG e a porcentagem foi determinada a partir 

da massa celular seca, e a comparação qualitativa do tempo de retenção foi realizada utilizando 

padrão de P(3HB). Após submeter a massa seca celular a reação de metanólise, foi possível 

observar, através do perfil cromatográfico e da comparação do tempo de retenção com os dados 

disponibilizados na biblioteca do software (Figura 9), que o monômero de PHA encontrado em 

todos os isolados foi do ácido (R)-3-hidroxibutírico, característico da degradação do poli-(3-

hidroxibutirato) – P(3HB).  

A otimização do tempo de fermentação em meio mineral acrescido de glicose como 

fonte de carbono e sua influência no conteúdo de massa celular seca (MCS) é detalhada na 

Tabela 6. Verificou-se que, logo após a transferência das células cultivadas em meio rico 
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nutriente para o meio mineral salino (MMS), a DO600 registrada foi de 4.82 ± 0.02 e, após 48 h 

de cultivo, a DO600 quase dobrou, indicando um significativo crescimento celular em meio 

mineral carente em nitrogênio. Um maior acúmulo registrado ao longo da estabilização da fase 

estacionária corrobora com os achados de BONATTO et al. (2004) que afirmou que R. pickettii 

acumula scl-PHA apenas durante a fase de crescimento estacionária. Pouca diferença pôde ser 

observada no conteúdo de massa seca de polímero nos tempos de 36 e 48h, sendo que, no intuito 

de selecionar o menor tempo para a síntese 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 conteúdo de PHA foi encontrado.  

Tabela 6. Avaliação da influência do tempo para produção do poliéster utilizando glicose 1% como fonte de 

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

Fonte de 

carbono 

Tempo de 

incubação (h) 
DO600nm MCS (g.L-1) P(3HB) % m/ma 

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) 

a Determinado por CG-EM 

(a) Estatisticamente significante (p < 0.05) 

(b) Estatisticamente não significante 

 

Após otimização do tempo de fermentação para R. pickettii, a síntese de PHA foi 

mensurada utilizando outras fontes de carbono (Tabela 7). R. pickettii acumulou PHA em 

glicose, frutose e óleo de soja, porém em lignina alcalina 0.1%, nenhum PHA foi detectado. O 

maior rendimento celular de P(3HB) foi utilizando óleo de soja como fonte de carbono. A 

adição de 5 g.L-1 de óleo de soja no meio nutriente foi realizada para induzir a secreção da lipase 

(KAHAR et al., 2004) antes da transferência da biomassa para o meio mineral. Este é o primeiro 

estudo que investiga o acúmulo de PHA em R. pickettii utilizando óleo 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 alíquota das células bacterianas foram transferidas para crescerem 
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em meio mineral acrescido de sacarose e melado de cana, separadamente. R. pickettii 61A6 

acumulou 177 mg.L-1 em sacarose 10% em 50 h de cultivo e 357 mg.L-1 em melado de cana a 

5% após 96 h de incubação. O cultivo em duas etapas de R. pickettii LB_TupeA teve influência 

positiva no rendimento de P(3HB), principalmente no crescimento celular, tanto utilizando 

açúcares simples quanto o óleo vegetal como substrato, o que resultou também na redução do 

tempo de fermentação.  

No experimento de fermentação em duas etapas em menor escala, a fase estacionária foi 

observada em 48 horas de incubação. No experimento em maior escala constatou-se uma 

redução de 45% no rendimento do P(3HB) no tempo de 48 horas, sugerindo que a aeração pode 

influenciar no acúmulo de PHA em R. pickettii LB_TupeA, pelo menos quando glicose é 

utilizada como substrato. Conforme observado por DE ALMEIDA et al. (2010), a síntese de 

P(3HB) em recombinante E. coli foi significativamente afetada pela aeração dependendo 

também do substrato utilizado.  

Tabela 7. Síntese de PHA utilizando fontes de carbono tradicionais por R. pickettii LB_TupeA (30 oC/120 rpm/48 

h/100 mL). 

Fonte de 

carbono 

Tempo de 

incubação (h) 

MCS 

(g.L-1) 

P(3HB) %a 

m/m 
P(3HB) (mg.L-1)a 

PM (g.mol-1) 

(PDI)b 

Glicose 36 6.1 ± 0.6 13.5±1.3 299.7 ± 42.2 121 × 103 (1.6) 

Frutose 36 3.3 ± 0.1 13.6±1.5 573.4 ± 82.2 271 × 103 (1.5) 

Óleo de 

soja 
36 4.0 ± 0.3 15.0±0.9 622.2 ± 91.1 253 × 103 (1.4) 

Lignina 

(alcalina) 
48 1.06 ± 0.02 ND ND ND 

ND: Não detectado 
a Determinado por CG-EM 
b Determinado por CPG 

No experimento com 10 mL de MSM, os tubos foram mantidos inclinados, aumentando 

assim o coeficiente volumétrico de transferência de massa pelo aumento da área de superfície, 

logo, em R. pickettii TupeA, uma maior oxigenação favoreceu o crescimento celular e acúmulo 

de P(3HB) no seu citoplasma. 

Na mesma tabela pode-se verificar que o peso molecular dos polímeros extraídos se 

encontra na faixa dos P(3HB) comumente sintetizados por bactérias ~0.1–2.0×106 (TSUGE, 

2016) além de apresentarem baixos índices de polidispersividade (PDI) com valores que pouco 
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variaram entre si, indicando assim que a distribuição do tamanho das partículas de P(3HB) é 

homogêneo. Os polímeros de P(3HB), após extraídos (Figura 14) são rígidos e um pouco 

quebradiços quando secos.  

 

 

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

Os compostos lignocelulósicos são considerados uma das maiores reservas de substratos 

que apresentam potencial para substituir os produtos derivados de petróleo. Além disso, a 

lignina residual, proveniente principalmente da indústria celulósica, é considerada um dos 

resíduos industriais mais abundantes que permanece subaproveitado. A descoberta de bactérias 

capazes de degradar a lignina somada a caracterização de enzimas relacionadas a esse processo 

trazem benefícios significativos para a valorização da lignina (XU et al. 2019). Variantes da 

lignina comercial (lignina alcalina, lignina dealcalina, lignina solúvel em ácido (LSA), lignina 

solúvel em base (BSA) e lignina bruta) foram testadas, de forma a verificar se PHA é acumulado 

em alguma destes substratos na concentração de 0.1%, sendo avaliado também a influência da 

concentração da solução-traço no crescimento celular e na possível síntese de polímero. A 

concentração de 0.1%, tanto para as variantes de lignina quanto para os seus derivados foi 

aplicada, pois, segundo NUMATA e MORISAKI (2015) essa concentração foi considerada 

apropriada para o crescimento bacteriano sem citotoxicidade significante. Não foi possível 

detectar PHA em nenhuma das condições aplicadas, porém, verifica-se que maior crescimento 

bacteriano (Figura 15) ocorreu quando lignina solúvel em ácido foi utilizada como fonte de 

carbono. Desse teste, ressalta-se a influência visível da concentração de metais no crescimento 

celular. Quando se adicionou ao meio de cultivo salino 10X de solução-traço e de MgSO4, foi 

possível ver um melhor desenvolvimento das células para todos as variantes de lignina 

verificadas.  
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Lignina alcalina (0.1%) foi adicionada em meios de cultivos onde ocorre a síntese de 

PHA associadas a outras fontes de carbono como glucose (10 g.L-1) para R. pickettii e frutose 

(20 g.L-1) para Cupriavidus necator (Figura 16).  

 

Figura 15. Crescimento celular de R. pickettii em meio salino adicionado a variantes da lignina comercial e 

lignina bruta (0.1%) em diferentes concentrações de metais. 

 

 

Figura 16. Influência da adição de lignina alcalina (0,1%) no crescimento bacteriano e síntese de PHA. Em R. 

pickettii (30oC/140 rpm/50mL/A: 36h) e C. necator H16 (30oC/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 possível observar que a adição de lignina (0.1%) teve um 

efeito levemente positivo no rendimento do polímero sintetizado. Porém, alteração no acúmulo 

de P(3HB) pôde ser visualizada para a cepa H16 de C. necator, sofrendo uma redução quando 

lignina foi adicionada ao meio.  
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Lignina alcalina é obtida industrialmente a partir da alcalinização (pH 8-10) da lignina 

dealcalina e esta é obtida a partir da desulfonação, oxidação, hidrólise e demetilação do 

lignosulfonato de sódio que é preparado a partir do tratamento com sulfito de sódio de madeira 

de árvores coníferas, de acordo com especificação do fabricante (TCI Chemicals 2022). Essas 

variantes da lignina são os representantes comerciais mais próximos da lignina kraft que é 

obtida através do cozimento kraft convencional com solução aquosa de hidróxido de sódio e 

sulfeto de sódio. Através de quebras de grupos aril/alquil, modificação lateral e sucessivas 

reações de condensação da lignina natural, a lignina kraft é gerada e é o principal resíduo da 

indústria de papel e celulose resistente a biodegradação (CHAKAR e RAGAUSKAS 2004, 

CHAI et al. 2014). Logo, isolar microrganismos capazes de metabolizar lignina kraft e 

transformar esse substrato em biopolímeros em escala industrial é uma linha de estudo que 

merece melhor investigação.  

A presença de diversos grupos funcionais na lignina, tem resultado no seu 

aproveitamento pela indústria como agente quelante para a remoção de metais de efluentes 

(TOLEDANO et al., 2010). Sob essa perspectiva, levantou-se a hipótese de que a capacidade 

sequestrante deste composto pudesse levar a uma redução na disponibilidade de metais 

essenciais para o metabolismo bacteriano e isso poderia ser visualizado através influência da 

concentração destes no crescimento celular. Estudos como o de GROTHE et al. (1999) 

ressaltam a importância de se testar a influência da concentração de metais-traço na síntese de 

PHA. Conforme exposto na Figura 15, o aumento da concentração de metais adicionados ao 

meio teve influência positiva no crescimento bacteriano em R. pickettii, corroborando com a 

hipótese levantada. Ao aumentar a concentração em 10X dos íons metálicos 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 íons metálicos de forma que esses sejam biodisponibilizados 

para as atividades metabólicas essenciais da célula bacteriana. Entretanto, ao avaliar se a adição 

de lignina em meio mineral contendo glicose (Figura 16) onde, conforme constatado 

anteriormente, ocorre o acúmulo de PHA, observando a alteração no crescimento bacteriano e 

na síntese de biopolímeros. Em R. pickettii, um ligeiro aumento no rendimento de PHA ocorreu 

após a adição de lignina ao meio contendo glicose. Essa espécie por ser oriunda de um ambiente 

com baixo conteúdo salino, como os rios de águas pretas da região, mostrou com isso, possuir 

uma capacidade de resiliência a pressão 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 acúmulo de PHA em C. necator H16, apesar de que, estudos têm relatado a 

capacidade de bactérias do gênero Cupriavidus sp. em sintetizar PHA a partir de compostos 

aromáticos (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 possível verificar o acúmulo de P(3HB) apenas 

para alguns derivados como ácido vanílico e gálico quando acrescentados ao meio salino a 

concentração de 10.0 g.L-1. Nenhum acúmulo foi observado utilizando concentrações de 1.0 

g.L-1. O uso dos derivados de lignina resultou em um menor crescimento celular verificado pelo 

conteúdo de MCS em comparação 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 comparação com as diferentes formas da lignina.  

Tabela 8. Resultado do acúmulo de PHA de R. pickettii por cultivo em duas etapas com derivados de lignina como 

única fonte de carbono. 

Fonte de 

carbono* 
Concentração (g.L-1) MCS (g.L-1)a P(3HB) % m/mb 

Vanílico 10.0 1.747 ± 0.228 0.0596 

Siríngico 10.0 1.995 ± 0.207 ND 

Gálico 10.0 1.405 ± 0.255 0.0725 

Vanílico 1.0 1.495 ± 0.077 ND 

Siríngico 1.0 1.423 ± 0.156 ND 

Gálico 1.0 1.581 ± 0.067 ND 

p-Coumárico 1.0 1.655 ± 0.091 ND 

Caféico 1.0 1.658 ± 0.110 ND 

Ferúlico 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 padrão das leituras 

bDeterminado por CG-EM 
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 Algumas bactérias têm mostrado capacidade de metabolizar derivados de degradação 

da lignina como o ácido p-coumárico, caféico, ferúlico, vanílico e sinapínico, sendo estas, por 

exemplo, Pseudomonas putida, Pseudomonas acidovorans e Pandoraea sp. (KUMAR et al., 

2017, LIN et al., 2019, VICUÑA et al., 1987). R. pickettii tem sido reportada por possuir a 

capacidade de degradar compostos aromáticos como 2,4,6-triclorofenol, hidrocarbonetos 

poliaromáticos (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 tolerância limitada de R. pickettii LB_TupeA a 

toxicidade destes compostos aromáticos (WANG et al., 2014). A síntese de P(3HB) por R. 

pickettii LB_TupeA em ácido vanílico e gálico a 10% mostra a habilidade, até então 

desconhecida, desta cepa em converter derivados de lignina em acetil-CoA, que é o principal 

precursor da síntese de poli(R)-3-hidroxibutirato (REHM et al., 2003). Ácido siríngico e 3,4,5-

THBA (ácido gálico) a uma concentração de 10 g.L-1 (1%, m/v), em outro estudo (TOMIZAWA 

et al., 2014), além de não favorecer o crescimento celular, ainda resultou em mudanças na 

leitura da DO600 para algumas espécies. Além disso Delftia acidovorans, P. putida e P. 

aeruginosa foram as únicas espécies em que se observou crescimento celular em ácido vanílico, 

porém, apenas em P. aeruginosa foi detectado o acúmulo de PHA a níveis traço (<1%). Em R. 

pickettii LB_TupeA, em contraste com as espécies mencionadas, apresentou maior crescimento 

em ácido siríngico (1%) e 4-HBA (0.1%), sem acúmulo de PHA. No estudo de Tomizawa, R. 

eutropha H16 acumulou P(3HB) nos intermediários 3-HBA, 4-HBA, 2,5-DHBA, e 3,4-DHBA, 

com isso, o maior gargalo no aproveitamento dos derivados de lignina é a conversão destes em 

seus intermediários (NUMATA e MORISAKI, 2015) o que também foi constatado para R. 

pickettii LB_TupeA.  

4.3.4. Aquitalea sp. LB_TupeE 

 O início da fase estacionária de Aquitalea sp. em meio rico nutriente (Figura 13.B) 

ocorreu a partir de ~10h de incubação. Para verificar se houve produção 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 não mostrados). A bactéria Aquitalea sp. 

LB_TupeE mostrou capacidade de acumular P(3HB) em meio mineral acrescido de açúcares 

como glicose, frutose e sacarose (Tabela 9). Nenhum acúmulo de PHA foi detectado quando 

óleo de soja e lignina alcalina foram adicionados ao meio como única fonte de carbono. A 

diferença que a aplicação de dois métodos de cultura distintos e a composição do meio mineral 

fizeram no acúmulo de PHA foi notável. O cultivo em uma etapa, onde as células foram 
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transferidas para o meio salino após uma única etapa de crescimento em meio nutriente, resultou 

em um aumento do rendimento do biopolímero em 25x comparado ao cultivo em duas etapas. 

O acréscimo de ureia como fonte adicional de nitrogênio influenciou no crescimento celular de 

LB_TupeE, sendo consistente com os resultados obtidos por NG e SUDESH (2016). Ainda 

com relação aos dados obtidos neste último 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-1, 

respectivamente. Quando Aquitalea sp. LB_TupeE foi cultivada em meio contendo 0.5 g.L-1 de 

NH4Cl acrescida da mesma proporção de ureia (0.54 g.L-1), verificou-se um rendimento maior 

praticamente 2x maior em glicose (1.3 g.L-1) e sacarose (1.1 g.L-1) em comparação com 

Aquitalea sp. USM4. Em suma, Aquitalea sp. é uma bactéria que, preferencialmente, acumula 

PHA enquanto cresce em meio mineral com uma menor razão C/N (CIESIELSKI et al., 2015) 

e que melhor utiliza ureia como suprimento de nitrogênio.  

 

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

condições de cultivo em uma e duas etapas. 

Fonte de 

carbono 
Parâmetros 

de incubação 
MCS (g.L-1) 

P(3HB)%a 

m/m 
P(3HB)  

(mg.L-1)c 
PM (g.mol-1) 

(PDI)d 

Glicose 

(1%) 
Duas etapasa 2.22 ± 0.08 2.0±0.18 44.9 ± 4.02 - 

Frutose 

(1%) 
Duas etapasa 2.33 ± 0.12 2.2±0.32 50.5 ± 10.42 - 

Óleo de 

soja (2%) 
Duas etapasa 2.28 ± 0.02 ND ND - 

Lignina 

(alcalina) 

(0,1%) 
Duas etapasa 1.06 ± 0.02 ND ND - 

Glicose 

(1%) 
Uma etapab 1.97 ± 0.21 

53.62 ± 

3.32 
1324.8 ± 8.19 

139 × 103 

(1.3) 

Sacarose 

(1%) 
Uma etapab 1.90 ± 0.58 

47.77 ± 

2.93 
1060.0 ± 178.0 

136 × 103 

(1.3) 

ND: Não detectado 
aMeio MS de acordo com TOMIZAWA et al. (2014). Volume de amostra: 50 mL/120 rpm/48h 
bMeio MS de acordo com DOI et al. 1995 + elemento-traço de acordo com TOMIZAWA et al. (2014) 
cDeterminado 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 aeração e no rendimento de PHA. A manutenção da velocidade de rotação 

em um volume maior pode resultar em uma menor oxigenação do meio, afetando levemente o 
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crescimento de massa celular em comparação com o cultivo em duas etapas. A redução do 

rendimento da biomassa e sua relação com o aumento de PHA acumulado foram observados 

em estudos como o de GEETHU et al. (2019) que mostraram essa relação negativa entre o 

rendimento do biopolímeros e a aeração quando esta ultrapassa o valor otimizado. Um fator 

como a inibição do ciclo de Krebs devido à baixa aeração e o redirecionamento do fluxo de 

acetil-CoA (KESSLER e WITHOLT 2001) para a via metabólica de síntese de PHA pode 

auxiliar a explicar essa ocorrência. Outro fator a ser ressaltado é o suprimento de fosfato (PO4
3-) 

que, no processo de fermentação em uma etapa foi reduzido pela metade. Em Aeromonas spp. 

o rendimento na síntese de PHA foi melhorado em condições de deficiência de fósforo em um 

meio em condições limitantes de nitrogênio e glicerol como fonte de carbono (MOŻEJKO-

CIESIELSKA e POKOJ 2018). Logo, a redução do suprimento de oxigênio e fósforo as células 

microbianas com consequente aumento do stress nutricional funcionou como estímulo para o 

acúmulo de PHA em Aquitalea sp. LB_TupeE, porém, a influência de todos esses fatores requer 

maiores investigações.  

Quanto ao peso molecular dos P(3HB) extraídos, estes apresentaram valores dentro da 

faixa para estes polímeros comumente sintetizados pelas bactérias, sendo que, para a cepa 

LB_TupeE verificou-se que o polímero possui menor peso molecular e PDI ligeiramente menor 

em comparação com a cepa LB_TupeA.  

4.3.5. Composição dos polímeros extraídos – 1H-RMN 

A elucidação estrutural de cada um dos polímeros extraídos foi realizada após a extração 

e purificação deste, seguida da análise por 1H-RMN. Foram extraídos os polímeros dos isolados 

cultivados em condições com maior acúmulo até então obtidos de R. pickettii LB_TupeA e 

Aquitalea sp. LB_TupeE. Os espectros são mostrados na Figura 17, junto com as atribuições 

de deslocamento químico para todas as ressonâncias de prótons. Um dupleto em 1.25 ppm é 

atribuído ao grupo metil acoplado a um próton, a ressonância do próton metileno a 2.44 a 2.66 

ppm foi associada ao próton do metino do carbono assimétrico e um multipleto a 5.25 ppm é 

atribuído 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 1H-RMN o homopolímero 

poli-(R)-3-hidroxibutanoato – P(3HB).  



 
 

  
  69 
 

 

Figura 17. Espectro de 1H-RMN de P(3HB) sintetizado sob condições aeróbicas pelos isolados R. pickettii: (a) 

glicose 1%, (b) frutose 1%, (c) óleo 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 os meios e determinar o início da fase 

estacionária em condições aeróbicas (Figura 18). Em meio rico nutriente a DO600 a partir de 12 

horas de incubação foi o dobro em comparação com o mesmo tempo de cultivo em meio LB. 

BORAH et al. (2002) também observou maior crescimento celular em B. mycoides RLJ B-017 

quando extrato de carne foi acrescentado ao meio, indicando assim uma maior demanda de 

fontes de nitrogênio orgânica 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 

condições aeróbicas 

4.3.6.2. Síntese 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 nitrogênio (Tabela 10). Ao se constatar 

um leve maior acúmulo de P(3HB) no meio com lignina em comparação ao meio com glicose, 

aventou-se a possibilidade de ocorrer acúmulo de PHA durante o cultivo em meio nutriente. A 

cepa LB_RP2 foi cultivada em meio rico nutriente (NR) e LB (Figura 19) em condições 

aeróbicas e anaeróbicas por meio da coloração com o corante BODIPYTM. Verificou-se que em 

ambas as condições aplicadas ocorre a produção de grânulos de PHA, visualizada pela 

fluorescência característica para esse tipo de acúmulo. 

Em condições aeróbicas, B. paramycoides LB_RP2 acumulou P(3HB) em meio NR e 

LB conforme determinado por CG-EM. Após 72 horas de incubação em meio mineral acrescido 

de glicose 0.1%, lignina alcalina 0.1% e da mistura glicose+lignina 0.1%, esse polímero foi 

utilizado como reserva de carbono. Isso foi constatado pela diferença 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-1). Quando o isolado foi transferido para o meio 

mineral salino, ainda ocorreu o desenvolvimento celular, que é observado pelos valores de MCS 

após 7 dias de incubação. Logo, quantidades adicionais de carbono e nitrogênio são 

demandadas por B. paramycoides LB_RP2 para crescimento celular associada a síntese de 

PHA, com o fim de se obter maiores rendimentos deste biopolímero. 
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Figura 19. Visualização de B. paramycoides cepa LB_RP2 usando o método com corante BODIPYTM. As 

células foram crescidas em caldo de meio rico nutriente em condições aeróbicas – A e B (16 h/30 °C/120 rpm) e 

anaeróbicas - C e D (7 dias/30 °C). A esquerda, visualização em microscópio no modo de contraste de fase. À 

direita em modo de fluorescência com tempo de exposição de 500 ms.  

   

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

diferentes meios nutriente. 

Meio de culturaa MCS (g.L-1) % P(3HB)b 

NR 1.3 ± 0.0 7.7 ± 2.8 

LB 1.1 ± 0.1 6.2 ± 0.8 

MSGli 0.1% 2.80 1.2 

MSGli + Lig 0.1% 2.90 2.9 

MSLig 0.1% 2.89 1.7 

aNR: Meio rico nutriente; LB: Luria Bertani; MS: Meio mineral salino (TOMIZAWA et al. 2014). 

bDeterminado por CG-EM 

 Biopolímeros produzidos por bactérias Gram positivas possuem a vantagem de, ao ser 

extraídos da biomassa, não possuírem endotoxinas como os lipossacarídeos (LPS) que precisam 

ser co-purificadas juntamente com o polímero. Esses componentes da membrana celular 

bacteriana podem ser eliminados do polímero tratando as células com surfactantes aniônicos e 

solventes apolares como éter dietílico antes do processo de extração (VALLAPIL et al., 2007), 
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o que acrescenta etapas no processo de purificação e agrega mais valor ao produto obtido. Uma 

gama de linhagens de B. cereus e outras pertencentes a este grupo têm sido identificadas como 

acumuladoras de PHA utilizando diversos substratos como fonte de carbono.  Este é o primeiro 

relato de acúmulo de PHA em B. paramycoides publicado (CASTRO et al., 2021). O 

crescimento celular atingiu seu máximo após 18 horas de incubação e começou a reduzir 

gradativamente.  Estudos mostraram que a síntese de PHA em B. cereus (KOMINEK e 

HALVORSON, 1965) inicia no final da fase logarítmica e, em B. mycoides (BORAH et al., 

2002) começa no início do crescimento e continua até a fase exponencial tardia, logo, a 

determinação do conteúdo de P(3HB) na cepa LB_RP2 foi feita nas células cultivadas por 16 

horas, final da fase logarítmica em meio NR.  

 Em meio mineral acrescido de NH4Cl pode ter influenciado positivamente o 

crescimento celular em LB_RP2, afetando, porém, a síntese de PHA, conforme observado 

também por BORAH et al. (2002). A adição de uma fonte de nitrogênio orgânica como extrato 

de carne e de levedura também tem sido mostrado influenciar positivamente o desenvolvimento 

bacteriano e o acúmulo de PHA (LEE e CHANG 1995, PILLAI et al., 2017).  Logo, ressalta-

se a importância de se fazer a otimização do processo de fermentação para cada espécie 

produtora de PHA com o objetivo de se determinar as condições que irão favorecer, em 

conjunto, o crescimento da biomassa e acúmulo de biopoliéster, o que se propõe para estudos 

futuros com B. paramycoides. 

4.4. Análise genômica: Vias metabólicas canônicas para a síntese de PHA 

4.4.1. R. pickettii LB_TupeA e Aquitalea sp. LB_TupeE 

 Todos os genes das principais vias metabólicas de síntese de PHAs foram identificados 

nos genomas anotados de R. pickettii LB_TupeA e Aquitalea sp. LB_TupeE e vias metabólicas 

putativas para a produção de scl-mcl-PHAs nestes isolados estão ilustradas nas Figuras 20 e 21/ 

Tabela 11. A síntese de P(3HB) a partir de glicose ocorre, primeiramente, com a degradação 

desse substrato através da via metabólica Entner-Doudoroff (ED) ou glicólise (Embden–

Meyerhof–Parnas (EMP)) resultando na formação de piruvato (VALLAPIL et al., 2007), que é 

posteriormente convertido em acetil-CoA. A via de degradação de ácidos graxos (β-Oxidação) 

fadABDE também é responsável pela liberação de acetil-CoA, que é o principal substrato para 

a síntese de (R)-3-hidroxibutanoil-CoA via a atuação das enzimas expressas pelos genes que 

residem no operon phaABC. Este operon expressa as enzimas β-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 último a (R)-3-hidroxibutanoil-CoA que é polimerizado em poli-(R)-3-

hidroxibutirato pela PHA sintase (PhaC) (CHEN 2010a, POHLMANN et al., 2006). 

 

 

Figura 20. Mapeamento das vias metabólicas de R. pickettii LB_TupeA relacionadas a síntese de PHA montado 

a partir dos genes anotados no genoma. Em cinza estão destacadas as vias metabólicas que foram testadas que 

efetivamente produziram PHA. Os números indicam a posição relativa das enzimas na via metabólica e estão 

detalhadas na Tabela 11. As setas indicam a direção que os intermediários devem seguir para produzir PHA. 
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Figura 21. Mapeamento das vias metabólicas de Aquitalea LB_TupeE relacionadas a síntese de PHA montado a 

partir dos genes anotados no genoma. Em cinza estão destacadas as vias metabólicas que foram testadas que 

efetivamente produziram PHA. Os números indicam a posição relativa das enzimas na via metabólica e estão 

detalhadas na Tabela 11. As setas indicam a direção que os intermediários devem seguir para produzir PHA. 

 

Tabela 11. Anotação do genoma para enzimas relacionadas à biossíntese de PHA por Ralstonia pickettii 

LB_TupeA e Aquitalea sp. LB_TupeE 

No Enzima Espécie Código KEGG Referências 

1 Fosfoenolpiruvato sintase (R)/(A) EC 2.7.9.2 

BECKERS et al., 

2016 

2 Piruvato kinase (R)/(A) EC 2.7.1.40 

3 Fosfoenolpiruvato carboxilase (R)/(A) EC 4.1.1.31 

4 Fosfoenolpiruvato carboxikinase [GTP] (R)/(A) EC 4.1.1.32 

5 Componente E1 de piruvato desidrogenase (R)/(A) EC 1.2.4.1 

6 Diidrolipoamida acetiltransferase, componente 

do complexo piruvato desidrogenase 

(R)/(A) EC 2.3.1.12 

7 Acetil-CoA acetiltransferase, PhaA (R)/(A) EC 2.3.1.9 

CHEN 2010a 8 Acetoacetil-CoA redutase, PhaB (R)/(A) EC 1.1.1.36 

9 Ácido polihidroxialcanóico sintase, PhaC (R)/(A) EC:2.3.1.- 

10 Acetil-CoA sintetase / acetato - CoA ligase (R)/(A) EC 6.2.1.1 
HAN et al., 2013 

11 Propionato - CoA ligase (R)/(A) EC 6.2.1.17 

Continua na próxima página 
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Continuação da Tabela 11 

12 Acetato quinase (R)/(A) EC 2.7.2.1 

HAN et al., 2013 

13 Fosfato acetiltransferase (R)/(A) EC 2.3.1.8 

14 Beta-cetotiolase, BktB (R)/(A) EC 2.3.1.16 

15 Acil-CoA desidrogenase, específica de cadeia 

curta, FadE 

(R)/(A) EC 1.3.8.1 

16 Enoil-CoA hidratase, FadB (R)/(A) EC 4.2.1.17 

17 D-Lactato desidrogenase, dependente do 

citocromo c 

(R) EC 1.1.2.4 TAGUCHI et al., 

2008 

A17 Piruvato formato-liase (A) EC 2.3.1.54 LI et al., 2017 

18 Complexo previsto de L-lactato desidrogenase, 

LutAB 

(R)/(A) EC 1.1.2.3 / 

1.1.1.27 

TAGUCHI et al., 

2008 

19 Serina desaminase (R)/(A) EC 4.3.1.19 ZHANG et al., 

2014 

20 Acil-CoA sintetase, FadD (R)/(A) EC 6.2.1.3 

LU et al., 2009; 

POBLETE-

CASTRO et al., 

2012 

21 Acil-CoA desidrogenase, específica de cadeia 

curta, FadE 

(R)/(A) EC 1.3.8.1 

22 Enoil-CoA hidratase, FadB, Pha J (R)/(A) EC 4.2.1.17 

23 Acetil-CoA C-aciltransferase, FadA (R)/(A) EC 2.3.1.16/ 

EC 2.3.1.9 

24 Enoil-CoA hidratase 2 (MaoC) (R)/(A) EC 4.2.1.119 

25 Transferuloil-CoA sintase, FCS (R) EC 6.2.1.34 

TOMIZAWA et 

al., 2014; 

NUMATA e 

MORISAKI 

2015; ZHOU et 

al., 2020;  

A25 Treonina desidratase biossintética (A) EC 4.3.1.19 

26 Enoil-CoA hidratase / aldolase, ECH / A (R) EC 4.1.2.61 

27 Provável proteína vanilina desidrogenase 

oxidoredutase, VDH 

(R) EC 1.2.1.67 

28 Subunidade de vanilato O-desmetilase 

oxigenase, VanA 

(R) EC 1.14.13.82 

29 Cadeia alfa da protocatecuato de 3,4-

dioxigenase, PcaHG 

(R) EC 1.13.11.3 

30 3-carboxi-cis, cis-muconato cicloisomerase, 

PcaB 

(R) EC 5.5.1.2 

31 4-carboximuconolactona descarboxilase, PcaC (R) EC 4.1.1.44 

32 Beta-cetoadipato enol-lactona hidrolase, PcaD (R) EC 3.1.1.24 

33 3-oxoadipato CoA-transferase subunidade A, 

PcaI 

(R) EC 2.8.3.6 

34 Catecol 1,2-dioxigenase, CatA (R) EC 1.13.11.1 

35 Muconato cicloisomerase, CatB (R) EC 5.5.1.1 

36 Muconolactona isomerase, CatC (R) EC 5.3.3.4 

37 4-hidroxi-3-poliprenilbenzoato descarboxilase, 

AroY 

(R) EC 4.1.1.98 

38 Poli (3-hidroxibutirato) depolimerase, PhaZ (R) EC 3.1.1.75 
POHLMANN et 

al., 2006 
39 D (-) - 3-hidroxibutirato oligômero hidrolase (R) EC 3.1.1.22 

40 3-hidroxibutirato desidrogenase (R) EC 1.1.1.30 

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

 

  

 Em condições de cultivo rico em nutrientes, os níveis de coenzima A (CoA) aumentam, 

pois ocorre o aumento da demanda por grupos acetil pelo ciclo de Krebs, resultando em um 

efeito inibitório da enzima β-cetotiolase (OEDING e SCHLEGEL 1973). Porém, em condições 
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de escassez de nutriente e alta razão C:N, a qual foi submetida R. pickettii LB_TupeA, duas 

enzimas do ciclo de Krebs, citrato sintase e isocitrato desidrogenase são inibidas, levando ao 

bloqueio deste ciclo e resultando no acúmulo de acetil-CoA. Com isso, ocorre a ativação da β-

cetotiolase e a via é encaminhada na direção da biossíntese de P(3HB) (CAI et al., 2009) 

 Quanto a síntese de P(3HB) por R. pickettii LB_TupeA, quando óleo de soja foi utilizado 

como fonte de carbono, é iniciada pela conversão dos triacilgliceróis em ácidos graxos. 

HEMACHANDER e PUVANAKRISHNAN (2000) relataram uma lipase expressa por 

Ralstonia pickettii com alta eficiência na hidrólise de triacilgliceróis. Como esperado, uma ORF 

com uma sequência idêntica à lipase de triacilglicerol EstA (WP_012761525.1) foi anotada no 

genoma da cepa LB_TupeA. Uma vez hidrolisado por lipases, os triglicerídeos de óleo de soja 

liberam ácidos graxos C16 e C18, que são posteriormente metabolizados pela via de β-oxidação 

dentro das células (KAHAR et al., 2004). Assim, os resultados obtidos para a produção de PHA 

por esta cepa, ao crescer na presença de óleo de soja como única fonte de carbono (Tabela 7), 

é corroborada pelos dados genéticos. O metabolismo de suporte de R. pickettii LB_TupeA para 

a síntese de PHA apresenta duas diferenças significativas em relação a Aquitalea sp. 

LB_TupeE. Não há fortes evidências que dão suporte a existência de um open reading frame 

(ORF) de piruvato formato-liase (PFL) e da enzima de ativação da piruvato formato-liase (PFL-

AE) no genoma da cepa LB_TupeA. A análise consistiu em três anotações do genoma, 

configurando como “consulta” as sequências disponíveis para as duas enzimas no banco de 

dados de proteínas do NCBI (para Ralstonia spp., Pseudomonas spp. e Burkholderia spp.). Uma 

pesquisa baseada em homologia foi realizada usando um banco de dados gerado com 

sequências de proteínas previstas, mapeamento para o genoma de LB_TupeA e emprego do 

software BLAST de proteínas (dados não mostrados) (ALTSCHUL et al., 1990). 

Apesar da existência de vias que catalisam a conversão de ácidos graxos em scl-PHA, a 

(R)-3-hidroxiacil-ACP-CoA transferase (PhaG), uma enzima chave na ligação entre a via de 

biossíntese de ácidos graxos de Novo e a de síntese de PHA (SUDESH et al., 2000), não foi 

encontrada nos dois genomas estudados (LB_TupeA e LB_TupeE), utilizando a mesma 

abordagem aplicada na busca por PFL e PFL-AE. 

Polihidroxialcanoatos não foram detectados quando, na fermentação em duas fases, óleo 

de soja e lignina foram utilizados como fonte de carbono para Aquitalea sp. LB_TupeE. Por 

meio da análise genômica, nenhuma evidência foi encontrada da presença de genes que 

expressam lipase extracelular nesta cepa e essa evidência também foi confirmada para outra 

cepa de Aquitalea sp. USM4 (NG e SUDESH 2016). No entanto, constatou-se na via metabólica 

de Aquitalea sp. LB_TupeE a presença de genes que metabolizam ácidos graxos e sintetizam 
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PHA, sendo isto confirmado experimentalmente por Aquitalea sp. USM4 que sintetizou 

P(3HB-co-3HV) a partir de sais de ácidos graxos com número de cadeia ímpar como valerato 

de sódio e heptanoato de sódio como fonte de carbono. 

A conversão de ácidos graxos em PHA não só pode ocorrer pela liberação de acetil-

CoA no ciclo da β-Oxidação, como também (R)-3-hidroxiacil-CoA podem ser gerados pela 

ação das enzimas enoil-CoA-hidratase (fadB) e (R)-3-hidroxiacil-CoA hidrolase (MaoC). A 

atuação 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 produção de PHA 

contendo monômeros que não seja o 3-hidroxibutirato, outros substratos precisam ser 

adicionados ao meio, já que a maioria dos ácidos graxos serão beta-oxidados a acetil-CoA que 

será aproveitado em outras vias metabólicas biossintéticas que não a de síntese de PHA (CHEN 

e JIANG 2017).  

Duas potenciais vias metabólicas de R. pickettii LB_TupeA e Aquitalea sp. LB_TupeE 

que fornecem monômeros para síntese de PHA devem ser destacadas. Entre elas estão as vias 

metabólicas que geram propionil-CoA, como o catabolismo da treonina e do propanoato. A via 

de degradação do propionil-CoA libera os monômeros (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 presença da enzima 

piruvato formato-liase (EC 2.3.1.54), uma importante enzima presente no metabolismo de 

bactérias anaeróbias facultativas quando expostas a condições limitantes de oxigênio (BUIS et 

al. 2005). A piruvato formato-liase é ativada na fase pós-traducional através da enzima de 

ativação 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 fermentação em uma fase com suprimento de oxigênio 

reduzido. 

Ambos os isolados possuem arsenal genético para metabolizar compostos aromáticos. 

Aquitalea sp. possui potencial para degradar tirosina e compostos aromáticos pela via do 

homogentisato ou pequenos compostos aromáticos derivados da lignina através da via 

dependente de protocatecuato 4,5-dioxigenase para catabolismo do ácido protocatecuico. 

Ralstonia pickettii LB_TupeA tem um arsenal genético para metabolizar a lignina e alguns de 

seus derivados. Pelo menos três vias completas foram encontradas em seu genoma. A primeira 

é a via não-dependente de β-oxidação de CoA de ácido ferúlico para ácido vanílico. O caminho 

do ácido vanílico ao ácido protocatecuico é catalisada pela subunidade da vanilato O-demetilase 

oxigenase VanA (EC 1.14.13.82). Segundo TOMIZAWA et al. (2014), o 3,4,5-THBA (ácido 
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gálico), derivado do ácido sinapínico, é incorporado na via metabólica que lisa o anel aromático, 

a mesma que processa o 3,4-DHBA (ácido protocatecuico). A degradação do protocatecuato 

segue duas vias metabólicas diferentes. O protocatecuato é catabolizado a β-cetoadipil-CoA na 

via do β-cetoadipato através de enzimas do operon pca (PcaHGBCDIJ) ou operon cat (CatABC) 

(KUKOR et al., 1988; GUO et al., 1999). A ligação entre o β-cetoadipato e a síntese de PHA 

pode ser realizada através da acetil-CoA C-aciltransferase BktB (EC 2.1.1.16). Esta enzima 

cataboliza β-cetoadipil-CoA, liberando succinil-CoA e acetil-CoA (XU et al., 2019) que é o 

principal precursor para a síntese de P(3HB), que foi sintetizado por R. pickettii LB_TupeA 

quando cultivada em meio mineral contendo ácido gálico e ácido vanílico 10 g.L-1.  

  

4.4.2. B. paramycoides LB_RP2 

Genes associados as vias metabólicas Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP), também 

conhecida como glicólise 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 biossíntese 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, é classificada como 

uma PHA sintase de classe IV e possui especificidade de substrato para unidades de 3-

hidroxiacil-CoA, o que leva a uma síntese de PHAs de cadeia curta, conforme foi identificado 

nesta cepa quando cultivada em meio nutriente (TOMIZAWA et al., 2011). A montagem da via 

de síntese de PHA (Figura 22) para B. paramycoides LB_RP2 com base nos genes anotados, 

comparação com o banco de dados da Enciclopédia de Genes e Genomas de Kyoto (KEGG) 

em conjunto com referências adicionais permitiu inferir sobre o potencial desta cepa para 

acumular polihidroxialcanoatos usando fontes de carbono relacionadas e não relacionadas 

como açúcares, ácidos carboxílicos e graxos. Tanto a formação de piruvato pela via de 

glicosilação quanto a atividade da acetil-CoA C-aciltransferase (FadA) na síntese de um acil-

CoA graxo liberam acetil-CoA, que é um precursor de 3-hidroxibutanoil-CoA. Além disso, o 

monômero (R) -3-hidroxi pode ser fornecido por meio da hidratação de crotonil-CoA pela 

atividade da enoil coenzima A hidrase. 
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Figura 22. Vias metabólicas para a síntese 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 números indicam a posição relativa das enzimas na via metabólica e estão detalhadas na Tabela 12. 
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Tabela 12. Enzimas relacionadas a biossíntese de PHA pertencentes ao genoma anotado de B. paramycoides 

LB_RP2 

No. Enzima KEGG  Referências 

1 Triacilglicerol lipase EC 3.1.1.3 

LU et al., 

(2009) 

2 Ácido graxo de cadeia longa---CoA ligase, FadD EC 6.2.1.3   

3 Acil-CoA de cadeia longa dehidrogenase [fadN-

fadA-fadE operon]  

EC 1.3.8.8 

4 Enoil-CoA hidratase, FadB EC 4.2.1.17 

5 3-hidroxiacil-CoA dehidrogenase [fadN-fadA-fadE 

operon]  

EC 1.1.1.35 

6 Acetil-CoA C-aciltransferase, FadA EC 2.3.1.16 

EC 2.3.1.9 

7 Fosfoenolpiruvato carboxicinase [ATP] EC 4.1.1.49 

BUIS e 

BRODERICK 

2005 

8 Piruvato cinase EC 2.7.1.40 

9 Fosfoenolpiruvato sintase EC 2.7.9.2 

10 Piruvato dehidrogenase E1 subunidade da 

componente alfa e beta 

EC 1.2.4.1 

11 Dihidrolipoamida acetiltransferase componente do 

complexo piruvato dehidrogenase  

EC 2.3.1.12 

12 Acetoacetil-CoA tiolase, PhaA EC 2.3.1.9 CHEN 2010a; 

MCCOOL e 

CANNON 

2001  

13 Acetoacetil-CoA redutase, PhaB EC 1.1.1.36 

14 Polihidroxialcanoato sintase, PhaC + Repressor da 

síntese de polihidroxialcanoato, PhaR 

EC:2.3.1.- 

15 Acetato quinase EC 2.7.2.1 
HAN et al., 

2013  
16 Fosfato acetiltransferase EC 2.3.1.8 

17 Betacetotiolase, BktB EC 2.3.1.16 

18 Acil-CoA:acetato CoA-transferase, subunidade alfa e 

beta 

EC 2.8.3.8 

LU et al., 

2009 

19 Acil-CoA dehidrogenase, específico para cadeia curta EC 1.3.8.1 

20 3-hidroxibutiril-CoA dehidrogenase EC 

1.1.1.157 

21 Enoil coenzima A hidratase EC 4.2.1.55 

  

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

dehidrogenase sais de butanoato são convertidos em crotonil-CoA que, por meio da ação da 

enoil-CoA hidratase (MADISON et al., 1999), monômeros de (R)-3-hidroxibutanoil-CoA são 

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

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

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

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

Propanoato e butirato são os principais componentes dos ácidos graxos voláteis (AGV), e são 

considerados substratos preferíveis para a síntese de PHA, uma vez que podem ser fornecidos 
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ao sistema por fermentação anaeróbia e posteriormente usados em condições aeróbias 

(BENGTSSON et al., 2008). Todos esses fatores tornam o B. paramycoides um candidato 

promissor para a produção de PHA a partir de resíduos, como lodo ativado de estações de 

tratamento de águas residuais. 

Genes que expressam enzimas de importância industrial (SCHALLMEY et al., 2004) 

foram anotados em B. paramycoides LB_RP2. Entre eles estão: superóxido dismutase, alfa & 

beta glucosidase, β-galactosidase, lipase, chaperoninas de secreção de proteínas (CsaA), 

peptidases de sinal, pullulanase e amilases, confirmando assim a versatilidade biotecnológica 

desse organismo com potencial aplicação industrial.  

 

4.5. Polihidroxialcanoato sintases: PCR e categorização 

 Polihidroxialcanoato sintase (PhaC) é a enzima-chave para a síntese dos biopoliésteres 

pois catalisa a conversão de unidades (R)-3-hidroxiacil-CoA em PHA liberando unidades CoA 

(TAI et al., 2016). A amplificação 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 antecipação. Os primers degenerados G-D e G-1R 

que amplificam fragmentos de genes de phaC classe I e II foram desenhados e validados em 

amostras ambientais (ROMO et al., 2007) e as sequências determinadas foram comparadas com 

as sequências de aminoácidos depositadas no GenBank (NCBI) por meio do software 

BLASTx®.  

Estes primers possibilitaram a amplificação (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, não possui genes relacionados 

as vias metabólicas de síntese de PHA, como o phaA, phaB e phaC (ANDLER et al. 2019), 

logo, confirmou-se essa ausência através deste experimento. A cepa B. paramycoides LB_RP2, 

conforme foi comprovado, é uma bactéria acumuladora de P(3HB), porém, não amplificou 

utilizando os primers selecionados, indicando que o gene phaC desta cepa é de outra classe, o 

que será confirmado posteriormente com a análise genômica. A sequência de LB_TupeA exibiu 

uma similaridade de 99.41% com sequência de poli-ácido-(R)-hidroxialcanóico sintase de 

classe I de R. pickettii (Número 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. Amplificação e clonagem do fragmento do gene phaC para posterior sequenciamento. A) DNA 

genômico dos isolados a serem testados, B) Amplificação do gene por PCR utilizando os primers degenerados 

G-D e G-1R, C) Amplificação do gene em maior volume para posterior amplificação por clonagem, D) PCR das 

colônias transformantes de E. coli DH5α contendo o vetor pGEM-T Easy ligado ao fragmento amplificado e, E) 

Extração do DNA plasmidial das colônias selecionadas.  

 A identificação da presença de genes que codificam PHA sintases por meio da 

amplificação de uma sequência destes genes é uma alternativa, além dos métodos tradicionais 

que envolvem o uso de corantes, que possibilita selecionar bactérias com potencial para 

acumular PHA. 

 As polihidroxialcanoatos sintases são divididas em quatro classes com base na sua 

estrutura primária, especificidade dos substratos e identificação 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 à qual cada PhaC pertence foi realizada a 

análise filogenética das suas sequências de aminoácidos (Figura 24). Ambos os isolados 

possuem duas PhaCs mapeadas em seu genoma. Uma forte diversidade existe entre as PhaCs 

de classe I e II, sendo que os ramos para as classes II, III e IV são bem definidos na reconstrução 

da história filogenética (FENG e DOOLITTLE 1987). As duas sequências de R. pickettii 
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LB_TupeA e a sequência 1 de Aquitalea sp. LB_TupeE foram alocadas no grupo da PhaCs de 

classe I e uma sequência de Aquitalea sp. foi agrupada com Aquitalea sp. USM4 

(WP_131359710.1) em um ramo separado dentro da classificação das PhaCs de classe II, sendo 

necessário investir futuramente o quanto essa diferenciação impacta na função desta enzima 

(CASTRO et al., 2021).  

 

Figura 24. Árvore filogenética da sequência do gene da PHA sintase (phaC) de R. pickettii e Aquitalea sp. e dos 

táxons relacionados elaborada a partir das sequências de aminoácidos depositadas no GenBank. Os números 

organizados perto dos nós de ancestralidade comum representam a porcentagem de árvores replicadas nas quais 

os táxons associados se agruparam no teste de bootstrap. As classes PhaC foram destacadas por chaves e os 

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

PhaCs de classe I são geralmente reportadas por suas especificidades por substratos de 

cadeia curta (C3-C5 scl-3HA-CoA), como é o caso da PhaC de R. eutropha, porém, exceções 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 I que possui especificidade de substratos de 

cadeia curta e média (scl-mcl P(3HA)-CoA) (NOMURA e TAGUCHI 2007). 

 Rios que se originam na planície florestal possuem entre as suas características baixa 

concentração de sedimentos e alto teor de matéria orgânica, como o rio Negro e alguns de seus 

tributários (BERNARDES et al., 2004). Esta matéria orgânica é derivada da degradação 

química, física e biológica da cobertura vegetal resultando em produtos que percolam o solo 

e/ou são lixiviados para dentro dos cursos d’água. Entre os produtos de degradação distribuídos 

nas frações finas e grossas do material particulado e na fração dissolvida das águas destes rios, 
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derivados da degradação da lignina provenientes de plantas vasculares podem ser encontrados 

e mensurados por meio de indicadores como os fenóis cinamil (C), siringil (S) e vanilil (V), por 

exemplo (BERNARDES et al., 2004). Baseado nessas características dos rios e lagos de águas 

negras é que esse estudo propôs um método de seleção 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 metabólico para utilizar derivados de lignina e convertê-los 

posteriormente em polihidroxialcanoatos.  
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5. CONCLUSÃO 

 

Neste estudo foram isoladas bactérias capazes de sintetizar polihidroxialcanoatos utilizando 

diferentes fontes de carbono. Com isso, mostrou-se que a amostragem de bactérias de águas 

superficiais ricas em matéria orgânica e carente de nutrientes, como o Rio Negro e seus 

tributários, possibilita a prospecção de microrganismos com o metabolismo adaptado a 

substratos oxidáveis associado a capacidade de acumular PHA.  

• R. pickettii LB_TupeA sintetiza P(3HB) utilizando fontes de carbono tradicionais como 

açúcares e óleos e apresenta potencial a ser explorado para sintetizar PHA a partir de derivados 

da lignina. Entretanto, confirmou-se que a maior limitação para o aproveitamento da lignina na 

sua forma residual (lignina kraft) é a conversão desta em seus derivados e seus intermediários; 

• Aquitalea sp. é uma espécie promissora como biofábrica de biopolímeros, 

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 acúmulo 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 divergência evolucionária das já conhecidas PhaCs de classe 

1 e 2, sendo que, estudos futuros podem ajudar a elucidar suas características catalíticas na 

síntese de PHAs.  

• A análise genômica de espécies pertencentes ao grupo do Bacillus cereus foi 

fundamental para definição taxonômica do Bacillus paramycoides LB_RP2 e esse estudo é o 

primeiro a reportar a síntese de PHA para essa espécie. Perspectivas futuras propostas para B. 

paramycoides incluem a otimização das condições de cultura e adaptação para produção em 

larga escala desta classe de polímeros.   
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ANEXOS 

Cronograma de execução 

 Trimestre 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 

Cumprimento das disciplinas 

oferecidas pelo PPG-

BIONORTE 

C C C C C C           
  

Revisão bibliográfica C C C C C C C C C C C C C C     

Coleta das amostras     C              

Seleção das cepas mais 

promissoras para produção de 

PHA 

    C C C          

  

Identificação molecular das 

bactérias selecionadas 
      C          

  

Sequenciamento do genoma        C           

Elaboração do relatório parcial        C           

Elucidação estrutural dos 

polímeros a serem obtidos 
       C         

  

Exame de qualificação           C        

Análise dos dados obtidos       C C C C C C       

Publicação dos resultados         C      C    

Elaboração da tese             C C C C C  

Defesa da tese                  C 

LEGENDA: C = Concluído;  

 


