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RESUMO

O crescente desenvolvimento mundial traz diversos beneficios aos seres
humanos. Contudo, a grande producdo de materiais manufaturados, como os
plasticos, tem gerado um desequilibrio ambiental, principalmente quando
descartados de maneira inapropriada. Devido a essa preocupagao ambiental,
diversas pesquisas vém sendo conduzidas buscando novos materiais que
tenham as mesmas propriedades dos plasticos derivados de petroleo, porém,
gue sejam biodegradaveis. Os bioplasticos sdo uma alternativa de substituicdo
desses produtos, principalmente por serem facilmente degradados. Os micro-
organismos vém sendo estudados como produtores dessas biomoléculas, uma
vez que podem sintetiza-las naturalmente quando submetidos a condicdes
especificas de cultivo. Outra vantagem na utilizacdo de bactérias na producao
biotecnoldgica de moléculas é a utilizagdo de substratos alternativos, como os
residuos industriais. Assim, o presente estudo, teve como objetivos identificar
duas cepas de bactérias provenientes do trato gastrintestinal de Diabrotica
speciosa por metodologias de sequenciamento de rDNA 16S e perfil de acidos
graxos por cromatografia gasosa, bem como avaliar a sua viabilidade técnica e
econdbmica na producdo de biopolimeros por métodos validados de
cromatografia gasosa e espectrometria de massas. N&o foi possivel a
identificacdo das cepas bactérias a nivel de espécie pelas metodologias
utilizadas, o que reporta resultados ainda ndo descritos na literatura, porém os
géneros encontrados para as cepas em estudo foram Aureimonas sp. e Delftia
sp. Os resultados para o perfil de acidos graxos apresentaram uma maior
variedade de moléculas para Delftia sp. (15 acidos graxos) do que para
Aureimonas sp. (10 acidos graxos). Os micro-organismos se mostraram capazes
de utilizar glicerol e soro de leite bovino como fontes de nutrientes para producéo
de biopolimeros (polihidroxialcanoatos) em diferentes concentragbes. Para
Aureimonas sp, a concentragao de glicerol que obteve o maior rendimento de
recuperacédo de polimero foi a de 2,0% (v/v) e para o soro de leite, 10,0% (v/v).
Ja para Delftia sp., 6,0% (v/v) de glicerol foi a melhor concentracéo avaliada e
5,0% de soro de leite obteve o maior rendimento dentre todos os tratamentos,
com 38,7% de PHB/massa seca celular, comprovando a viabilidade na utilizac&o

desta cepa e substratos para a producédo de biopolimeros.
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ABSTRACT

The global development has enabling the improvement of daily life to human.
However, the large production of manufactured materials such as plastics, it has
generating environmental unbalanced, especially when they are discarded in an
inappropriate manner. Due to this environmental concern, several researches
have been carried out looking for materials as same mechanical properties of
petroleum-based plastics, however, plastic-environmental friendly. In this
context, bioplastics are a good alternative to replacing the petroleum-based
plastics since they can be obtained in production processes that are less
aggressive to the environment, and easily degraded. Microorganisms such as
bacteria are a important source of the bioplastics. They can synthesize them
naturally when subjected to specific growth conditions. Another advantage to the
use of bacteria in the biotechnological production of (bio) molecules is the use of
alternative substrates such as industrial waste (subproducts). Thus, the present
study aimed to identify two strains of bacteria from Diabrotica speciosa’s gut using
16S rDNA sequencing methodologies, and through fatty acid profiling by gas
chromatography-mass spectrometry, as well as to assess their technical and
economic viability in the production of biopolymers using industrial subproducts.
It was not possible to identify the strains at species level, suggesting new species
not described in the literature yet. However, the genera found for the strains in
this study were identified as Aureimonas sp. and Delftia sp. The results for the
fatty acid profiling showed a wider variety of molecules for Delftia sp. (15 different
types) than to Aureimonas sp. (10 types of molecules), although both of they
contained palmitic and stearic acid as major compounds. The investigated
microorganisms were able of to use glycerol and whey as sources of nutrients to
produce biopolymers (polyhydroxyalkanoates), in different concentrations. For
Aureimonas sp., the concentration of glycerol and whey that presented the
highest yield of biopolymer recovery were 2.0 and 10.0% (v/v), respectively. In its
turn, the results for Delftia sp. indicated that 6.0 and 5.0% (v/v) of glycerol and
whey, respectively, were the best concentrations evaluated to production of
biopolymers in all treatments. The batch using whey at 5.0% (v/v) and the strain

of Delftia sp., it produced 38.7% of PHB/cell dry weight, proving the feasibility of
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the use of the subproducts such as whey to produce biopolymers, as well as the

importance to look for microorganisms in new microbiomes.
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1. INTRODUCAO

Os polimeros estdo presentes na vida dos seres humanos por todos 0s
lados, desde 0 momento do seu nascimento. As moléculas biolégicas essenciais
para 0 nosso desenvolvimento sdo polimeros: proteinas (ligacdes de unidades
de aminoacidos), polissacarideos (ligacdes de unidades de carboidratos) e
acidos nucleicos (ligagées de unidades de nucleotideos). A palavra “polimero”
tem origem grega - “polymeros” - cujo prefixo poly — muitos - e o sufixo meros —
partes — trazem o significado de que varios componentes sdo necessarios para
a existéncia de um todo. Estas “partes” sdo unidades quimicas repetitivas
conhecidas como monomeros (Vert et al, 2012).

Os mondmeros sédo unidos pelo processo de polimerizacdo para a
formacdo de macromoléculas, os polimeros. Essa reacdo € muito comum na
natureza, principalmente a polimerizacdo por condensac¢éo, que acontece, por
exemplo, na combinacdo de monossacarideos para gerar polissacarideos, onde
uma molécula de agua € eliminada como subproduto da reacdo. Porém, esse
processo também pode acontecer sinteticamente, uma vez que a grande maioria
dos polimeros utilizados no dia-a-dia dos seres humanos € produzido
artificialmente. Outro tipo de reacdo € a polimerizacdo de adicdo onde
mondmeros sao incorporados um ao outro para formar a cadeia do polimero,
tendo como inicio da reacdo a quebra de uma dupla ligacdo entre carbonos
olefinicos presentes no mondmero, formando um radical com elétron livre ou
carbocétion, reativo com outra olefina e assim por diante, formando longas
estruturas poliméricas (Piatti and Rodrigues, 2005).

Os mondmeros que constituem um polimero podem ser iguais entre si,
como é o caso do glicogénio, composto por unidades de glicose, ou entédo por
mondmeros diferentes em si, como a borracha sintética, que possui monémeros
de estireno e butadieno. Quando compostos pelos mesmos mondémeros, 0S
polimeros séo classificados em homopolimeros; ja quando a constituicdo ocorre
pela ligacdo de diferentes unidades, é denominado copolimero (Vert et al, 2012)
(Figura 1).
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Figura 1 - Estrutura do homopolimero glicogénio, formado exclusivamente por monémeros de
glicose, e da borracha sintética, copolimero composto por monémeros de butadieno e estireno

Derivada também da raiz grega, a palavra “plastico” (em grego, plastikus)
significa “apto para moldagem”. O termo, portanto, se refere a maleabilidade do
material e a plasticidade durante a fabricacdo, caracteristicas que permitem que
ele seja fundido, extrusado, prensado e transformado em uma infinidade de
formas, como fios, chapas, garrafas, caixas, entre outros (PlasticsEurope, 2018).
Entre as décadas de 70 e 80 se observou um grande aumento no consumo dos
produtos derivados de petroleo, principalmente pela disponibilidade das novas
reservas de petroleo e o aumento da taxa de recuperacdo dos residuos das
refinarias (Merdrignac and Espinat, 2007).

Os plasticos sintéticos sao leves, resistentes, versateis, flexiveis e
duraveis, caracteristicas atribuidas a um material de relativo baixo custo e capaz
de substituir muitas vezes outras matérias-primas, como o papel, vidro ou metais
(Albuguergue and Malafaia, 2018). S&o aplicados nas mais diferentes areas,
como a medicina, a construcao civil, a industria téxtil, utensilios domeésticos, com
destaque para a industria de embalagens, que € responsavel por quase 40% da
demanda europeia desses polimeros (Figura 2). Todavia, é exatamente a sua
durabilidade que tem se tornado um problema ambiental ao se utilizar os
polimeros como matéria-prima para confeccionar bens de consumo (Cangemi et
al., 2005).
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Figura 2 - Demanda de plasticos na Europa por segmentos e tipos de polimeros em 2016.
(Adaptado de Plastics Europe, 2018)

1.1 Biopolimeros

Os pléasticos fazem parte de uma classe de compostos mais utilizados e
produzidos no mundo, excedendo inclusive a producdo de aco desde 1989
(PlasticsEurope, 2015). Em 2015, a estimativa de producao mundial de plasticos
foi de 300 milhdes de toneladas, 34 milhdes de toneladas de residuos de material
e destes, 93% foram despejados nos oceanos ou descartados em aterros
sanitarios (Thakur et al., 2018). A producéo de plasticos a base de petréleo traz
grandes desvantagens ao meio ambiente, gerando produtos e residuos nao
biodegradaveis, caracteristica adquirida gracas a alta massa molecular e
complexidade da estrutura destes compostos (Akaraonye et al., 2010),
resultando em muitas décadas para serem decompostos na natureza,
geralmente acompanhado da producéo de toxinas durante este processo (Gross
and Kalra, 2002). Ainda que os polimeros sintéticos usados comercialmente

tenham componentes ndo poliméricos que proporcionam uma pequena



susceptibilidade biolégica, no quesito da biodegrada¢cdo, ndo € um tempo
considerado significativo (Cangemi et al., 2005).

Esse fato levou a uma crescente preocupacdo por agéncias
governamentais e ambientais, resultando num impulso cientifico global pela
busca por polimeros alternativos biodegradaveis que possam substituir os
materiais plasticos derivados de petrdleo, como por exemplo, os poliésteres.
(Raza et al., 2018). Outro fator que influencia no aumento das pesquisas nesse
ambito, é o fato das reservas de petroleo serem finitas (fonte ndo renovavel) e
existir uma grande dependéncia industrial dos combustiveis fésseis como fonte
de energia (Suriyamongkol et al., 2007)

Os polimeros biodegradaveis podem ter os mondmeros de sua
composicao oriundos de derivados de petréleo, entretanto ainda assim possuir
uma estrutura capaz de sofrer degradacao por meios abiéticos (luz, umidade,
calor), bem como pela acdo de micro-organismos, de modo bidtico, sendo
convertidas em moléculas de menor peso molecular que podem posteriormente
serem utilizadas como fonte de carbono para células microbianas (Perlatti et al.,
2017). E importante destacar que um polimero degradavel nio é
necessariamente biodegradavel, mas um polimero biodegradavel é
consequentemente degradavel (Vert et al., 2012).

Pelas normas da IUPAC, os biopolimeros sdo substancias compostas por
um tipo de biomacromolécula (molécula de alta massa molar feita com multiplas
repeticdes de pequenas moléculas, produzida por organismos vivos) (Vert et al.,
2012). O bioplastico € um polimero de base biolégica, derivado ou feito a partir
de mondmeros derivados de biomassa, proveniente de uma matriz natural, que
tem origem renovavel (Thakur et al., 2018). Esse material é degradado por micro-
organismos (bactérias, fungos ou algas) e sua degradacdo é dependente das
condi¢cdes ambientais (temperatura, agua, oxigénio) e quimicas da composi¢ao
do polimero (Kale et al., 2007). Esse € um mercado que vem crescendo ano
apos ano, reforcando a producdo mundial de biopolimeros, chegando a previsao
de producéo de 6,2 milhdes de toneladas em 2018 (Mostafa et al., 2018).

A maior parte dos biopolimeros, quando comparados com o0s plasticos
convencionais, requerem um tempo menor para degradacéo. Entretanto, esses

bioplasticos ainda despendem um alto custo de producdo. Uma das formas



encontradas para minimizar os custos € misturar esses compostos com outros
materiais naturais, como por exemplo fibras de sisal, sem perder suas
caracteristicas biodegradaveis (Wu, 2012; Thakur et al., 2018). Apesar dessa
saida, o fator que mais contribui para elevar os custos da producdo de
biopolimeros sé@o os substratos utilizados no processo fermentativo, que podem
chegar a 50% dos custos totais de produgédo (Solaiman et al., 2006). Como
consequéncia, os esforcos em se encontrar fontes alternativas e baratas de
nutrientes para a producédo vém crescendo (Tabela 1). As industriais associadas
a agricultura produzem residuos atrativos para uso na producao microbiana de
biopolimeros, pois possuem, em geral, alto conteldo de carbonos, séo
renovaveis, e, do ponto de vista econdmico, sdo derivadas de subprodutos
excedentes no processo, 0 que abaixa o custo de producdo (Solaiman et al.,
2006). Residuos da industria de alimentos e da producdo de biocombustiveis
tem sido os mais explorados, pela grande geragcdo de subprodutos que se
encaixam nas caracteristicas necessarias para utilizacdo nos processos
fermentativos.

Tabela 1 - Exemplos de microrganismos isolados para a produgdo de biopolimeros e suas
respectivas fontes de carbono utilizadas.

Micro-organismo Substratos REF
Cupriavidus sp.

USMAA1020

Biopolimeros produzidos
Poli(3-hidroxibutirato-co-4-
hidroxibutirato)

y-butirolactona A

Residuos de 6leo de

Comamonas sp. EB172 Poli(3-hidroxibutirato) palma B
Delftia tsuruhatensis Poli(3-hidroxibutirato) Mistura de acidos C
Bet002 graxos
Poli(3-hidroxibutirato-co-4- Residuos de glicerol
Cupriavidus necator DSM hidroxibutirato) . 9 '
. R y-butirolactona e D
545 e poli(3-hydroxibutirato-4- Acido prooidnico
hidroxibutirato-3-hidroxivalerato) prop
Pannonibacter (R)-3-hidroxibutirato e
. hidroxialcanoatos de cadeia Residuos de glicerol E
phragmitetus ERC8 P
média
. 3-hidroxibutirato e poli(3-
Cultura Qﬂ_sta de hidroxibutirato-co-3- Soro de leite F
bactérias . .
hidroxivalerato)
Mutantes de Pandoraea Poli(3-hidroxibutirato-co-3- Sub_produtqs .de
biodiesel e &cido G

sp. MAO3

hidroxivalerato)

propiénico

Referéncias: A: Amirul et al., 2008; B: Zakaria et al., 2010; C: Gumel et al., 2012; D: Cavalheiro
etal., 2012; E: Ray et al., 2016; F: Colombo et al., 2016; G: de Paula et al., 2017.

Este estudo deu enfoque aos poliésteres, classe de biopolimeros

constituidos por ligagbes éster entre acidos organicos, com enfoque nos



polihidroxialcanoatos, que possuem monémeros de 4cidos hidroxialcanoicos e
sao produzidos por fermentacdo microbiana (Albuquerque and Malafaia, 2018;
Garavand et al., 2017).

1.2. Polihidroxialcanoatos

A interseccdo de areas como a quimica, a microbiologia e a biologia
molecular permitiu de forma eficiente o desenvolvimento de processos industriais
biotecnolégicos envolvendo micro-organismos que sintetizam diversas
biomoléculas como, por exemplo, os polihidroxialcanoatos (PHA’s) (Erickson et
al., 2012; Gavrilescu & Chisti, 2005; Kiss et al., 2015). Esta tecnologia de
materiais biodegradaveis ja é utilizada em produtos como embalagens, garrafas
de xampu, aparelhos de barbear descartaveis, copos descartaveis, alfinetes
cirurgicos, facas e garfos descartaveis, fraldas, espumas, fibras, filmes, etc. Para
fins agricolas, os PHAs tém sido usados na formulacéo de herbicidas, inseticidas
e inoculantes bacterianos utilizados para melhorar a fixacdo de nitrogénio nas
plantas (Anjum et al., 2016).

Os polihidroxialcanoatos fazem parte dos compostos mais estudados
para a substituicdo dos derivados petroquimicos, devido as suas caracteristicas
biodegradaveis e propriedades mecéanicas semelhantes aos plasticos
convencionais (Dias et al., 2006). Esses biopolimeros podem ser degradados
rapidamente (entre 3 e 9 meses) por micro-organismos, se em condi¢cdes
adequadas, mineralizados a diéxido de carbono e agua, utilizando enzimas
especificas presentes no metabolismo desses seres vivos (Jendrossek, 2001).
Diversos sao os poliésteres de cadeia longa, sendo conhecidos mais de 150
tipos diferentes de monémeros que podem constitui-los. Essas moléculas podem
ser divididas em PHAs de cadeia curta (PHAscl — small chain length), com
mondmeros de 4 a 5 atomos de carbono, e PHAs de cadeia média (PHAmcl —
medium chain length), com 6 ou mais atomos de carbono em cada mondomero
(Thomson et al., 2010). A grande diversidade de mondmeros encontrados nos
PHAs fornecem ampla gama de propriedades fisicas. Os que possuem cadeias
laterais curtas comportam-se de modo semelhante ao polipropileno, enquanto os

gue possuem cadeias laterais mais longas tém propriedades elasticas (Gross &



Kalra, 2002). O PHB (poli-3-hidroxibutirato) € um homopolimero, semelhante ao
polipropileno, relativamente rigido e quebradico, com wuso limitado
(Suriyamongkol et al, 2007). A Figura 3 apresenta a estrutura de alguns PHAs e

copolimeros.
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Figura 3 - Estrutura quimica dos polihidroxialcanoatos: (a) poli(hidroxibutirato) - PHB, (b)
poli(hidroxivalerato) — PHV e (c) poli(hidroxibutirato-co-valerato) — P(3HB-co-3HV)

Os principais organismos capazes de produzir PHAs em larga escala sao
as plantas e as bactérias. Porém, as células vegetais ndo sao capazes de obter
altos rendimentos de produgcdo, pois com niveis entre 10-40% de
biopolimeros/massa seca celular (m/m), existe um efeito negativo no
crescimento e desenvolvimento do vegetal (Verlinden et al.,, 2007). Ja nas
bactérias, o nivel de acimulo é bem mais alto, podendo chegar a 90% de
biopolimeros/massa seca celular sem que haja prejuizos para a célula
(Steinbuchel & Lutke-Eversloh, 2003).

1.3 Producéo de PHAs por bactérias

A ocorréncia de PHAs em bactérias tem sido conhecida desde a década
de 1920, quando o microbiologista Maurice Lemoigne relatou a formacao de PHB
dentro das células bacterianas, caracterizando a molécula (Lemoigne, 1926;
Verlinden et al, 2007). Diversos micro-organismos ja foram isolados e utilizados
para a producao de biopolimeros (Tabela 1).

Os PHAs podem ser sintetizados por micro-organismos a partir de
fontes renovaveis de carbono, permitindo assim que 0 processo seja mais
sustentavel (Braunegg et al.,, 1998). Os micro-organismos produtores de
biopolimeros também costumam ser cultivados em condi¢des amenas, tais como

temperatura ambiente, pH fisiol6gico e utilizam agua como solvente, eliminando



0 uso de compostos toxicos, alinhando seu o processo de producdo com
principios da Quimica Verde (Whittall & Sutton, 2012).

Os biopolimeros séo sintetizados naturalmente pelas bactérias quando a
célula sofre um periodo de estresse, geralmente causado pela limitacdo de
nutrientes essenciais ao crescimento, como o0 nitrogénio, fosforo ou
microelementos, aliado ao excesso de fonte de carbono no meio de cultura (Dias
et al., 2006). Enquanto houver um ambiente favoravel para seu desenvolvimento,
a célula bacteriana utilizara sua energia para a divisdo celular e crescimento ao
invés de acumular reservas energéticas para momentos de escassez de
nutrientes (Daigger and Grady, 1982). Apesar do nitrogénio ser conhecido como
0 nutriente mais limitante para a indu¢cdo do aumento da producdo de
biopolimeros, algumas bactérias, como a Azotobacter spp, tem maior efetividade
de producdo quando o oxigénio esta em quantidade limitante (Anderson and
Dawes, 1990).

O desbalanco nutricional provoca o acumulo de biopolimeros na forma de
granulos intracelulares de reserva (Figura 4), uma vez que essas moléculas sédo
insoliveis em agua (Verlinden et al, 2007). Estes granulos sdo infusdes
intracelulares esféricas, com um nucleo amorfo e hidrofébico, que é rodeada por

proteinas envolvidas no metabolismo dos PHAs (Rehm, 2010).
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Figura 4 - Micrografia eletrdnica de transmissao mostrando os granulos intracelulares de Delftia
tsuruhatensis Bet002 crescida em &cido oleico (Adaptado de Gumel et al., 2012)

A PHA sintase, enzima responsavel pela polimerizacdo dos monémeros

dos élcoois organicos em biopolimeros, € um componente da membrana do



granulo que armazena os PHAs, bem como a depolimerase, enzima que quebra
essas moléculas para que sejam usadas na falta de nutrientes como fonte de

energia (Figura 5).

Citosol PHA sintase
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Proteinas
regulatorias
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Figura 5 - Detalhes da estrutura dos granulos de reserva de PHAs, mostrando o centro amorfo e
hidrofobico onde os biopolimeros s&o armazenados, as enzimas PHA sintase e depolimerase e
proteinas e fosfolipideos que comp8e a membrana que envolve as moléculas acumuladas
(Adaptado de Rehm, 2010).

E vantajoso para as células armazenarem o excesso de nutrientes
intracelularmente, pois esses granulos néo interferem no desenvolvimento do
micro-organismo e nem alteram seu estado osmatico, devido aos intermediarios
sollveis serem polimerizados em moléculas insolGveis. Dessa maneira, a perda
destes compostos importantes para o meio extracelular € impedida e as reservas
de nutrientes estardo seguramente disponiveis, por um baixo custo de

manutencdo (Peters & Rehm, 2005).

1.4 Biossintese de polihidroxialcanoatos

O tipo de PHA produzido por uma espécie bacteriana € determinado pela
especificidade do substrato da enzima PHA sintase, que catalisa a polimerizagéo
dos mondémeros de (R)-hidroxiacil-Coenzima A (CoA) (Thomson et al., 2010).
Esta importante caracteristica tem sido alvo de estudos que visam alterar a
especificidade da enzima pelo substrato, para que assim os polimeros obtidos
estejam de acordo com as propriedades desejadas (Rehm, 2006).

Podemos separar a biossintese de PHAs em trés etapas. A primeira delas

é a entrada de uma fonte de carbono capaz de ser convertida em biopolimeros
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através da membrana celular por um transporte especifico ou por difusdo. A
segunda etapa é constituida das reac¢des anabdlicas e catabdlicas responséveis
pela conversdo da fonte de carbono em hidroxiacil-CoA, substrato da PHA
sintase. A Ultima etapa é conduzida pela PHA sintase, enzima chave da
biossintese, que utiliza as moléculas de hidroxiacil-CoA como substrato e
catalisa a reacdo de ligacdo éster entre elas, com simultéanea liberagédo do grupo
S-CoA (Figura 6). A segunda etapa € considerada a crucial para a biossintese
de biopolimeros, pois é a que torna o substrato adequado para a reacdo da
enzima PHA sintase (Steinbiichel and Steinbiichel, 1995).

Resumidamente, a biossintese de PHB (polihidroxibutirato), ocorre
primeiramente via condensacdo de duas moléculas de acetil-CoA, reacéo
catalisada pela enzima B-cetotiolase, levando a formacédo de acetoacetil-CoA.
Esta molécula, por sua vez, é reduzida a (R)-3-hidroxibutiril-CoA pela (R)-
acetoacetil-CoA redutase especifica. A (R)-3-hidroxibutiril-CoA é um substrato
para a poliéster sintase (PHA sintase) e precursor direto da sintese de PHB
(Rehm, 2006) (Figura 6).

0 0 : o} 0
B-cetotiolase

,H.\_ _CoA * K,.,L_\S/COA - ~CoA

-

— \S/
2 moléculas de Acetoacetil-CoA

Acetil-CoA (R)-acetoacetil-CoA
redutase

Ms} PHA sintase HOV _/,.SCOA
T, g

(R) -3-hidroxibutiril-CoA

PHB

Figura 6 - Representagéo da rota biossintética de produgdo de PHB em bactérias (Adaptado de
Rehm, 2006).

Diversas fontes de carbono vém sendo estudadas como substratos
precursores de PHASs, porém as que mais obtém sucesso sao as que possuem
algum tipo de &cido hidroxialcanoico em sua composicdo. Caso a fonte de
nutrientes ndo seja um substrato precursor direto, mas sim um intermediario
central do metabolismo, ela devera passar por mais reagcbes enzimaticas

complexas até que seja convertida em um precursor adequado. Cada micro-
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organismo possui mecanismos diferentes na conversao de nutrientes a PHAs, ja
que a informacao genética contida em cada um da origem a diferentes enzimas
responsaveis por esse metabolismo. Quando comparados os rRNAs, existem
semelhancas que podem levar a elucidagcdo do mecanismo de conversao que
seja mais semelhante entre algumas espécies e mais divergente em outras.
Algumas bactérias tém preferéncia pela adicdo de mondmeros que
compreendem de 3 a 5 atomos de carbono, enquanto outras incorporam
moléculas alifaticas insaturadas que compreendem de 6 al4 atomos de carbono
(Steinbuchel and Valentin,1995).

O PHB é produzido por bactérias com diferentes tipos de substratos. J&
outros tipos de biopolimeros, como o0s que possuem mondmeros de PHV
(polihidroxivalerato) necessitam da adicdo de precursores especificos, como o
acido valérico e o propidnico (Figura 7) (Urtuvia et al., 2014; Steinblchel & Litke-
Eversloh, 2003).

Valeril-CoA 4—[ Acido valérico ]

Valeril-3-ene-CoA

Acido propidnico . l .
S-3-hidroxivaleril-CoA

. l PhaA l PhaB PhaC
Propionil-CoA —— 3_cetovaleril-CoA — R-3-hidroxivaleril-CoA ——»

Acetil-CoOA ——» Acetoacetil-CoA ———— R-3-hidroxibutiril-CoA ———» ¢

!

Piruvato
T S-3-hidroxibutiril-CoA

2-ceto-3-desoxi-6- T "
fosfogliconato Crotonil-CoA «— Butiril-CoA Acido butirico

Gliconato-6-fosfato Gliconato

itol
GliconolactTna-G-fosfato Fruiose XiIlIose
Glicose-6-fosfato Frutose-6-fosfato Xilulose-5-fosfato

Figura 7 - Representacdo das possiveis rotas biossintéticas para a producéo de PHB e PHV.
PhaA, PhaB e PhaC sdo as enzimas responsaveis pela biossintese dos biopolimeros,
especificas para cada substrato especificas para cada substrato (PhaA: condensacdo de
precursores; PhaB: redutase especifica; PhaC: PHA sintase) (Adaptado de Urtuvia et al., 2014).
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1.5 Fontes de carbono alternativas para producéo de biopolimeros
com destaque para glicerol e soro de leite

O glicerol pode ser usado como fonte de carbono para a producédo de
biopolimeros, pois a sua conversao em piruvato o integra a biossintese dessa
classe de moléculas, sendo posteriormente convertido em acetil-CoA e, apés as
modificacdes necessarias realizadas pelas enzimas especificas, transformado
em biopolimeros (da Silva et al., 2009). Apesar desta elucidacao, outras rotas
podem levar a producéao dessas moléculas pelo glicerol, uma vez que o destino
do piruvato ndo é o mesmo em diferentes cepas bacterianas (Leja et al., 2011,
Raghunandan et al., 2014). O glicerol € um subproduto do biodiesel, sendo
correspondente por aproximadamente 10% do total de produtos oriundos da
reacao para a obtencdo desse biocombustivel, levando a grandes quantidades
excedentes sem destino (de Paula et al., 2017; Yang et al.,, 2012). Seu
reaproveitamento € promissor para a bioconversdo em compostos de valor
agregado, pois é um subproduto de baixo custo, abundante e apresenta
compatibilidade aos processos de fermentacdo microbiana. O fato de ser
produzido naturalmente por diversos organismos para o metabolismo de lipideos
e catabolismo auxilia na grande taxa de estudos relacionados ao glicerol em
processos fermentativos industriais (Solomon et al., 1995; Barbirato & Bories,
1997; Menzel et al., 1997; da Silva et al., 2009).

Os &cidos graxos sao outra classe de moléculas eficientes como fonte de
carbono e podem ser convertidas tanto em precursores de PHV quanto PHB (da
Silva et al., 2009). O soro de leite € uma fonte rica em acglcares e gorduras,
contendo aproximadamente metade dos sélidos totais do leite, compreendendo
proteinas sollveis, sais, lactose e acidos graxos (Oliveira et al., 2012). A
aplicacéo deste residuo é de grande interesse industrial, pois € um dos maiores
efluentes descartados no ambiente, podendo acarretar sérios problemas
ambientais quando eliminados inadequadamente, devido a grande quantidade
de matéria organica, favorecendo a quantidade de micro-organismos no nicho e
modificando propriedades fisico-quimicas que afetam na vida de animais

aguaticos e planctons (Mizubuti, 1994; Oliveira et al., 2012).
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1.6 Diabrotica speciosa e o potencial biotecnolégico de micro-
organismos associados a insetos

Diabrotica speciosa, popularmente conhecido como vaquinha, € um
besouro pertencente a familia Chrysomelidae, considerada uma praga altamente
polifaga, que é amplamente encontrada em estados brasileiros e em outros
paises da América Latina, sendo a praga mais comum da América do Sul (Avila
& Santana, 2013; Cabrera Walsh & Cabrera, 2016; Perlatti et al., 2017). Esse
inseto inclui em seu desenvolvimento de fase imatura periodos de ovo, larva,
pré-pupa, pupa e por fim, a fase adulta. Seu ciclo de vida dura de 24 a 40 dias,
sendo de 5 a 7 dias de ovo, 14 a 26 dias de larva (que contempla trés instares)
e 5 a 7 dias de pupa (Zucchi et al., 1993) (Figura 8).

Ovo
5 -7 dias

Adulto
Larva 40 -50 dias

14 - 26 dias

Pupa
5 -7 dias

Figura 8 - Ciclo de vida de Diabrotica speciosa (Adaptado de Rosa et. al, 2013)

Tanto as larvas quanto os individuos adultos causam danos a culturas
agricolas, dentre elas, as hortalicas, feijoeiro, soja, girassol, milho e tubérculos
(Viana, 2010, Laumann et al., 2004). A larva de D. speciosa provoca danos ao
sistema radicular das plantas, reduzindo sua capacidade em absorver agua e
nutrientes, além aumentar a susceptibilidade as doencas nas raizes e provavel
tombamento pelo enfraquecimento (Khaler et al., 1985; Marques et al., 1999).

Os adultos danificam a parte aérea das plantas, causando desfolha, podem
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atacar os frutos, reduzindo sua qualidade comercial, além de atuarem como
vetores de patégenos causadores de viroses e doencas bacterianas (Rosa et al.,
2013; Viana, 2010; Laumann et al., 2004).

Os insetos sdo uma das classes de animais mais bem sucedidos no
quesito de adaptabilidade para sobrevivéncia e diversidade (Krishnan et al.,
2014). A ligagéo entre os micro-organismos e a ecologia e evolucao dos insetos
€ perceptivel desde que surgiram estudos relacionados a bactérias simbiéticas
intracelulares, transmitidas hereditariamente, em geral associadas ao tecido
gastrointestinal ou nutricdo do inseto (Engel and Moran, 2013). O termo
“simbiose” (do grego, simbios — vivendo juntos) foi cunhado por Anton de Bary,
cuja definicdo é :“associacdo permanente entre dois ou mais organismos
especificamente distintos, pelo menos durante uma parte do ciclo de vida” (Gil et
al., 2004). Apesar do autor ter explicitado que essa associacéo pode ser positiva,
negativa ou neutra, a maior parte dos pesquisadores considera que a simbiose
ocorre apenas quando a associacao € benéfica para ambos os organismos (Gill
et al., 2004).

Grande parte dos insetos estabelecem uma relacao interdependente com
bactérias, a qual fornece oportunidades de interacdo metabdlica e até
transferéncia génica do micro-organismo para o hospedeiro (Gil et al., 2004,
Keeling and Palmer, 2008; Poelchau et al., 2016). Os micro-organismos
endossimbiontes (simbiontes que se abrigam no hospedeiro) colonizam os
insetos e possuem um papel muito importante no seu metabolismo e digestao,
estabelecendo uma relacdo intima com seu hospedeiro (Poelchau et al., 2016).
Os simbiontes hereditarios podem ser classificados em obrigatérios e
facultativos. Os endossimbiontes obrigatérios geralmente colonizam o citosol
das ceélulas hospedeiras especializadas, conhecidas como bacteridcitos,
fornecendo nutrientes necessarios aos hospedeiros que ndo poderiam ser
adquiridos de outra maneira (Baumann, 2005). Ambos os organismos envolvidos
nessa simbiose se especializam para que a interacéo entre eles seja benéfica,
porém seu mecanismo e interacd0 entre 0 micro-organismo e O sistema
imunologico do hospedeiro ainda ndo é completamente compreendido na
maioria das vezes (Engel and Moran, 2013). Em alguns casos, o inseto se utiliza

de moléculas secretadas pelos endossimbiontes para sua protecao (Laughton et
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al., 2011), enquanto outros possuem defesas dentro do seu proprio organismo
especificamente para que a bactéria simbidtica ndo prolifere para outros tecidos,
que ndo os bacteriocitos (Login and Heddi, 2013). J& os endossimbiontes
facultativos ndo séo exigidos pelos hospedeiros, ou seja, podem ser transmitidos
maternalmente, porém a transmissdo € ocasional, fazendo com que essa
associacdo seja desacoplada. O papel desses micro-organismos é, além do
fornecimento de alguns nutrientes, conferir caracteristicas ao hospedeiro de
resisténcia a inimigos naturais, inseticidas e adaptacdo ao estresse térmico
(Yuval, 2017). Apesar disso, esses micro-organismos parecem se desenvolver
apenas na presenca do seu hospedeiro (Oliver et al., 2010). Esse tipo de
simbionte possui genoma maior, incluindo mecanismos de invasao dos tecidos
do hospedeiro, afetando sua fisiologia e aumentando a frequéncia de infec¢éo
(Hotopp et al., 2007; Oliver et al., 2010).

Yuval (2017) obteve resultados que sugerem que as bactérias presentes
no intestino dos insetos provocam mudancas nas preferéncias alimentares e na
aptidao da busca por alimentos dos seus hospedeiros. A relacdo de dependéncia
nessa interacdo de simbiose vem sendo comprovada por experimentos que
identificam genes importantes na sobrevivéncia do inseto que provém de origem
bacteriana, demonstrando a evolucdo constante na adaptabilidade do
hospedeiro oriunda da associacao (Hotopp et al., 2007; Poelchau et al., 2016).

Os micro-organismos possuem um grande potencial para a producgéo de
biomoléculas e o nicho em que eles se encontram pode providenciar diferentes
adaptacdes, induzindo a sintese de moléculas diversas. Além de benéficas para
o0 inseto, essas moléculas podem ser extraidas para aplicagcdo em produtos de
valor agregado, como, por exemplo, no isolamento de enzimas, produgéo de
vitaminas, moléculas sinalizadoras (Krishnan et al., 2014) e biopolimeros.

Visto que os micro-organismos podem ser isolados de diversas origens, é
interessante a investigacdo de fontes ainda pouco estudadas, como o trato
digestivo de insetos, e a identificacdo dessas espécies pode auxiliar na
manipulacdo das tais, bem como sinalizar para novas espécies passiveis de

estudos na obtencdo de produtos biotecnolégicos.
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1.7 Identificagdo de micro-organismos

Diversos genes sé&o utilizados para estudar a filogenia dos micro-
organismos, porém o gene que codifica o rRNA 16S tem sido, sem duavidas, o
marcador genético mais comum para identificacdo de espécies bacterianas (Kim
et al., 2014). Esse gene é o responsavel pela molécula de RNA ribossomal da
subunidade menor; essa subunidade tem como funcdo uma plataforma de
pareamento entre o tRNA e o mRNA, desencadeando a traducdo (Madigan et
al., 2010).

Dentre as razbes pelas quais 0 gene 16S € o mais utilizado em estudos
filogenéticos estdo: sua presenca em praticamente todas as bactérias, a
conservacgao da funcao do gene 16S ao longo do tempo, expresséo constitutiva
e 0 tamanho do gene em questdo (aproximadamente 1.500 pb), que é
suficientemente grande para fins informativos (Janda and Abbott, 2007; Patel,
2001).

A reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase chain reaction — PCR)
(Figura 9) é a primeira etapa necessaria para o procedimento de identificacdo do
gene 16S. Ela consiste na replicacdo das moléculas de DNA em regides
especificas de interesse a serem estudadas. Para tal, sdo utilizados primers,
pequenos fragmentos de DNA complementares que se anelam as extremidades
da sequéncia de interesse do acido nucleico a ser replicado e necessaria para
gue a enzima Taq polimerase seja ativada, uma vez que existe a necessidade
de um grupo hidroxila livre (presente na extremidade 3’ do primer) para iniciar a
reacdo de polimerizacdo. Os dNTPs (desoxinucleotideo trifosfato - adenina,
guanina, citosina e timina) também devem ser adicionados, pois sdo o substrato
para a reacdo (Carrico et al., 2013). Os quatro elementos (enzima Taq
polimerase, dNTPs, DNA molde e primers) sdo submetidos a ciclos de
temperaturas elevadas e resfriamento por determinados periodos por um
equipamento termociclador, a fim de executar as etapas necessarias de
separacao da dupla fita de DNA, anelamento dos primers e polimerizacao das
moléculas de DNA para obtencdo do produto final em quantidades

representativas do fragmento de interesse (Weier & Gray, 1988).
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Primers

&= | rr
Centrifugago kit Wizard Genomic \?/ Quantificagdo dNTPs

Agar nutriente 4 DNA Purification \/  Nanospec Nano Taq polimerase

125 rpm, 28°C, A tempo
DNA purificado

I
Banco de dados (NCBI) *

DNA molde + mix

Identificacao

Sequenciamento ——
F - 1 \‘ - -
VAT J‘“\ _/" AN \ J kit Wizard SV Gel and = =
A A B \ —

PCR Clean-up System
Eletroforese em gel

Quantificacdo de agarose PCR (Polimerase
(70 ng.mi-1) chain reaction)

Edicao (BioEdit)

Figura 9 - Esquema geral das etapas realizadas na para identificacdo de micro-organismos por
sequenciamento

O sequenciamento é a técnica que permite ‘enxergar’ as divergéncias do
DNA guando comparado entre espécies. Por esse método, € possivel localizar
cada par de bases e sua posicdo na fita de DNA permitindo comparar a
sequéncia com banco de dados (GenBank (NCBI), DNA Data Bank of Japan
(DDBJ), European Bioinformatics Institute (EBI), etc). Dependendo da taxa de
similaridade entre os resultados e os dados previamente publicados é possivel
fazer a determinacdo de género ou espécie, ou ainda propor se a bactéria em
estudo faz parte de um grupo de espécies ainda desconhecidas.

Apesar de todas as vantagens, essa técnica nem sempre € suficiente para
a diferenciacdo entre espécies. Algumas delas tém alta similaridade (acima de
99%) em suas sequéncias de nucleotideos, porém quando utilizados kits de
identificag8o ou outras técnicas de biologia molecular, mostram-se nitidamente
resultados distintos (Janda and Abbott, 2007). Sendo assim, existe a
necessidade da insercdo de outras técnicas que confirmem o resultado obtido,
como, por exemplo, a analise de acidos graxos para as bactérias.

Dezenas de genes sao responsaveis por codificar enzimas essenciais
para a sintese de acidos graxos em bactérias. Alguns desses genes sao
conservados através das espécies, porém outros ndo o sdo, assumindo a
responsabilidade da sintese de enzimas adicionais que permitem alteracao nas
moléculas de acidos graxos em resposta a alteracdes ambientais (Li et al., 2010;

White et al., 2005; Grogan et al., 1997). Em geral, os constituintes da membrana
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celular das espécies bacterianas sdo conservados, ou seja, quando analisada a
composicdo dessa barreira de protecdo entre micro-organismos da mesma
espécie, se encontra o0 mesmo perfil de moléculas. Entretanto, para espécies
diferentes, a constituicdo deste perfil quimico é diferenciada, sendo assim a
metodologia de comparagdo da composicdo de &cidos graxos da membrana
uma forma eficaz na distincdo de espécies (Li et al., 2010).

A diferenciacdo dessa classe de moléculas lipidicas esta vinculada a
cadeia hidrofébica de atomos de carbono e hidrogénio, que podem ser
saturadas, insaturadas, ramificadas ou hidroxiladas. Pode-se exemplificar o
estudo feito por Li et al (2010), em que foram identificados diferentes perfis de
lipideos para trés espécies de bactérias, evidenciando inclusive os acidos graxos
como marcadores para a diferenciacdo de bactérias gram-positivas e gram-
negativas, pela preferéncia de acidos graxos ramificados como substrato para
gram-positivas, enquanto gram-negativas preferem acidos graxos de cadeia

linear para seu metabolismo.

1.8 Escolha dos micro-organismos

As duas cepas selecionadas para o seguinte projeto foram isoladas do
trato digestivo das larvas do inseto Diabrotica speciosa pelo grupo de pesquisa
do Laboratorio de Produtos Naturais do Departamento de Quimica da UFSCar —
Sao Carlos. Em estudos prévios realizados por Perlatti et al. (2016) as cepas
DsA.N042 e DsA.N049 apresentaram variacdo no aspecto de crescimento em
placa quando comparadas a outras cepas, com aparente producdo de gomas
sendo visualizado pela textura das colonias (Figura 10.A). Devido a este fato,
estas cepas foram submetidas pelo Dr. Bruno Perlatti a ensaios sendo avaliado
seu potencial pela producdo de biomoléculas, como os biopolimeros. Assim, as
cepas foram cultivadas na presenca de Vermelho de Nilo (Spiekermann et al.,
1999) onde se pode confirmar o potencial destas bactérias para producdo de
PHAs (Figura 10.B).
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Fotos: Bruno Perlatti, 2015.

Figura 10 - Avaliacé@o do potencial de produgéo de biopolimeros para micro-organismos isolados
do trato gastrointestinal de D. speciosa. A) Aspecto das colbnias; B) Resultado da incidéncia de
iluminacao ultra-violeta nas cepas produtoras de PHA's crescidas em meio contendo vermelho

do Nilo.
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2. OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial de cepas bacterianas endossimbiontes do inseto
Diabrotica speciosa investigando a producdo de polimeros biodegradaveis e o
uso de residuos de baixo valor agregado do setor agroindustrial como possiveis

fontes de nutrientes.

2.1 Objetivos especificos

a) ldentificar a nivel de género e espécie as bactérias selecionadas para o
trabalho;

b) Avaliar a producdo de PHAs em batelada, identificando as varidveis mais
significativas na producéo de polimeros degradaveis;

c) ldentificar novos substratos para cultivo microbiano avaliando subprodutos
do setor agroindustrial, objetivando rendimentos satisfatérios do ponto de
vista industrial;

d) Caracterizar qualitativamente e quantitativamente os biopolimeros obtidos

estabelecendo os rendimentos por volume e massa seca de producéo.
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.2 Reativagdo dos micro-organismos e curvas de crescimento

Os experimentos prévios de avaliacdo da capacidade de producédo de
PHAs confirmaram que as cepas DsA.N042 e DsA.N049 eram produtoras de
biopolimeros, justificando assim o interesse em aprofundar o conhecimento
sobre elas. As cepas se encontravam criopreservadas em freezer -80°C
(Ultrafreezer Sanyo MDF — U56VC) em solucdo aquosa contendo 50% de
glicerol (v/v). A reativacdo dos micro-organismos foi realizada pela repicagem
das bactérias pela técnica de estriamento em placa de Petri contendo meio agar
nutriente (extrato de carne 1,0g.L%, extrato de levedura 2,0g.L™, peptona 5,0g.L
1, cloreto de sédio 5,0g.L! e agar 15,0g.L?Y) e incubadas em estufa BOD (SL-
200, SOLAB), a temperatura de 28°C e fotoperiodo de 12 h, até crescimento
vigoroso das UFC.

Com o proposito de estimar as fases de desenvolvimento microbiano e o
tempo de cada experimento, foi necessario construir de uma curva de
crescimento para cada um dos micro-organismos estudados. Sendo assim, foi
feito um pré-inéculo para ambos os micro-organismos, onde uma coldnia foi
retirada da placa de Petri com o auxilio de uma al¢ca de platina e inoculada em
tubo falcon (50 mL) contendo 15 mL de meio caldo nutriente (extrato de carne
1,0g.L%, extrato de levedura 2,0g.L™?, peptona 5,0g.L? e cloreto de sédio 5,0g.L"
1) e, posteriormente, colocado em incubadora orbital (TE-421, Tecnal) com
agitacao de 125 rpm e temperatura controlada de 28°C, permanecendo por 14
h. Apés esse periodo, 500 uL desse meio de crescimento foram transferidos
para um erlenmeyer (500 mL) contendo 50 mL de meio caldo nutriente
previamente autoclavado (inoculo 1,0% v/v). Uma aliquota (1 mL) foi retirada a
cada uma hora (iniciando em t = 0) por 7h consecutivas, exceto no periodo
noturno e quando notada densidade O6ptica constante, e 0 meio de cultura
mantido nas condi¢cfes anteriores por todo o periodo do experimento. A leitura
da densidade oOptica foi feita em espectrofotbmetro (700 Plus, Femto) num
comprimento de onda de 600 nm sendo o equipamento calibrado com meio de

cultivo ausente de células (Sezonov et al., 2007).
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3.2 Identificagcao das cepas

Para a identificagdo das cepas em estudo, a metodologia utilizada foi a de
sequenciamento do fragmento de rDNA referente ao gene 16S (Fox et al., 1977;
Olsen and Woese, 1993). Os procedimentos foram realizados de maneira

idéntica para ambos 0s micro-organismos em estudo.

3.2.1 Andlise genética

Para a andlise do gene 16S, uma col6nia foi inoculada em tubo falcon (50
mL) contendo 25 mL de meio de cultura caldo nutriente e mantidas em
incubadora orbital (TE-421, Tecnal) por um periodo de 14 e 48 h para as cepas
DsA.N049 e DsA.N042, respectivamente, com agitacdo de 125 rpm e a
temperatura de 28°C. Posteriormente, os tubos foram centrifugados 12.860 x g
a temperatura de 4°C, por 15 min para precipitacdo celular. A extracdo e
purificacdo do DNA gendmico bacteriano foi feita com o kit Wizard Genomic DNA
Purification Kit (Promega, Estados Unidos), seguindo o protocolo indicado pelo
fabricante. Apds a obtencdo do DNA purificado (Promega, Estados Unidos), o
mesmo foi quantificado por espectrofotometria (BioSpec-Nano UV-VIS;
Shimadzu) e, quando necessario, diluido para a montagem da mistura de reacao
em cadeia da polimerase (PCR). A reacdo de PCR era composta por uma
mistura contendo desoxirribonucleotideos trifosfato (dNTPs) (Sigma-Aldrich),
enzima Taq DNA Polimerase (Sigma-Aldrich), tamp&o Tris-HCI 0,02 mol.Lt, pH
8,3 com 0,1 mol.L** KCI (Sigma -Aldrich), MgClz (0,01 mol.LY) (Sigma-Aldrich),
agua autoclavada livre de nucleases e os primers Forward e Reverse Primer
(Exxtend, Campinas, Brasil). Os primers utilizados foram os descritos por
Weisburg (1991) (Weisburg et al., 1991) 27f (5'- AGAGTTTGATCMTGGCTCAG
-3') e 1525r (5- AAGGAGGTGWTCCARCC -3'), e sao considerados eficientes
para a amplificacdo da regido 16S do DNA ribossomal para grande parte das
bactérias. Os parametros utilizados no termociclador (Bio-Rad T100, Hercules,
CA, EUA) estédo dispostos na Tabela 2. As reag6es foram feitas em quintuplicata

para a obtencédo de material genético suficiente para o sequenciamento.
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Tabela 2 - Par&metros utilizados na rea¢cdo em cadeia da polimerase (PCR)

Primers  Sequéncia do primer Reagentes Volume
PF 5AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3 H-O 16,0 uL
PR 5’AAGGAGGTGWTCCARCC 3 Tampao 2,5uL
MgCl. 2,0 uL
Programacéao do termociclador dNTPs 10mM 1,0 uL
94°C 5 min. PF 10mM 1,0 uL
94°C 2 min. RP 10mM 1,0 uL
49°C 1 min.:|- Repetir por 30 ciclos Taq DNA Polimerase 0,5uL
72°C 4 min. DNA (50 pg.mL™) 1,0 uL
72°C 10 min.
4°C o0 Volume final 25,0 uL

Ap6s a amplificacdo dos fragmentos de DNA, as reagfes foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) (Sigma-Aldrich),
contendo 25 yL.L* de brometo de etideo (Sigma-Aldrich), adicionados antes da
polimerizacdo. Esta etapa € importante para a constatacao da efetividade da
reacao (especificidade dos primers) e verificacdo de contaminacdo por outro
fragmento de DNA. O resultado esperado era de apenas uma banda com
fragmento de 1500 pb. A cada reagao (25 uL) foram adicionados 5 pL do corante
Orange Dye (Sigma-Aldrich) e todo o volume foi aplicado em pogos no gel de
agarose. A voltagem para a separacao das bandas na eletroforese foi de 90 V e
o tampao condutor utilizado foi o Tris-acetato-EDTA (1x) com pH 8,0, com
volume suficiente para cobrir o bloco de gel. Ao final da separacao eletroforética,
foi realizada a analise das bandas obtidas em transiluminador e, posteriormente,
tais bandas foram recortadas do gel e purificadas com o uso do kit Wizard SV
Gel and PCR Clean-up System (Promega, Estados Unidos) seguindo o protocolo
do fabricante. Os produtos da PCR foram novamente quantificados (BioSpec-
Nano UV-VIS; Shimadzu) apds a purificagdo (3 pL foram submetidos a
eletroforese) e a concentracao ajustada para 70 ng.uL™t, com os mesmos primers
utilizados na PCR ,para entdo serem enviadas para sequenciamento (ABI 3730
DNA Analyser, Life Technologies — Applied Biosystems) para o Instituto de
Biociéncias da USP (Séo Paulo). As sequéncias resultantes (forward e reverse)
foram alinhadas e editadas no software BioEdit, com auxilio da ferramenta
ClustalX, tendo como base de comparacdo 0s picos mais resolvidos do
eletroferograma correspondente para maior confiabilidade do tipo de

nucleotideo. Seguidamente, as sequéncias finais foram alinhadas com as do
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banco de dados do GenBank (NCBI) pelo algoritmo BLAST (ferramenta blastn)
para avaliagdo da similaridade entre elas.

3.3.2 Analise do perfil de acidos graxos

O delineamento do perfil de acidos graxos foi feito com base no protocolo
de extracdo do Microbial Identification System (Sasser, 2001) e analise posterior
num Cromatografo a Gas acoplado a um Espectrdmetro de Massas Sequencial
(CG-EM/EM; Cromatégrafo a Gas Shimadzu 2010 AF-Plus com injetor AOC-
5000 e detector Espectrébmetro de Massas Sequencial TQ-8040) conforme
protocolo proposto por Yuan et al. (2014) com modificacBes. Os experimentos
foram realizados em triplicata.

Uma coldnia com crescimento de sete dias foi depositada no fundo de um
tubo de ensaio com tampa de rosca e adicionado 1 mL da solucado 1 (Tabela 3).
Os tubos foram agitados em vortex por 10 s e, em seguida, colocados em banho-
maria a 100°C por 5 min. ApGs esse periodo, os tubos foram agitados novamente
em vortex por mais 10 s e colocados em banho-maria na mesma temperatura,
por outros 25 min. Apds resfriamento a temperatura ambiente, foram adicionados
2 mL da solucéo 2 (Tabela 3) aos tubos de ensaio, agitados em vortex por 10 s
e permaneceram em banho-maria a 80°C por 10 min. Na etapa de extracéo,
foram adicionados 1,25 mL da solucéo 3 (Tabela 3) e os tubos foram suavemente
agitados em incubadora orbital (TE-421, Tecnal) por 10 min a temperatura
ambiente sendo a fase aquosa (inferior) descartada com auxilio de pipeta de
Pasteur. Na Ultima etapa, foram adicionados 3 mL da solucdo 4 (Tabela 3) ao
conteudo do tubo, novamente agitados em incubadora orbital por 5 min e a fase
organica (aproximadamente 1 mL) transferida para um vial para analise no CG-
EM/EM.
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Tabela 3 - Solugdes elaboradas para preparo de ésteres de acidos graxos para analises de CG
(MIDI, 2001).

459 hidréxido de sédio
Solucéo 1 Saponificacéo 150 mL metanol

150 mL &gua destilada

325 mL acido cloridrico

Solugéo 2 Metilacao
275 mL metanol
200 mL hexano
Solucéo 3 Extracdo _ )
200 mL metil-tert-butil-éter
10,89 hidroxido de sédio
Solugéo 4 Lavagem

900mL agua destilada

*Os reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich Co.

Para a analise do perfil de acidos graxos das cepas, as solucdes obtidas
foram injetadas (1 pL de amostra) em uma coluna Rtx-5 MS (5% difenil / 95%
dimetil polisiloxano; 30,00 m x 0,25 mm id x 0,25 ym de recobrimento; Restek,
Bellefonte, PA, EUA). Os parametros utilizados para separacdo cromatogréfica
foram descritos por Yuan et al., 2014. A temperatura do auto injetor, da fonte de
ions e da interface programada foi de 280°C, com split 1:5 e vazdo do gas de
arraste (He) de 1,5ml.mint. O gradiente de temperatura do forno da coluna de
separacao foi programado do seguinte modo: temperatura inicial 80°C (espera
por 1 min), taxa de 20°C.mint até 140°C (espera 5 min), 4°C.min"! até 280°C
(espera 5 min).

O modo de ionizacédo selecionado foi ionizagéo por elétrons operando com
uma energia de 70 eV. O detector de massas foi programado para registrar 0os
espectros no modo fullscan (Q3) no intervalo de massas de 45-700 Da a partir
de 3,0 min. Os picos registrados apos o tempo de separacdo dos compostos
presentes nas amostras foram analisados com base na biblioteca Nist® 11 do

espectrometro de massas para sua identificacao.

3.4 Cultivo das cepas selecionadas em fontes de carbono alternativas

Duas fontes de nutrientes foram selecionadas para avaliar o crescimento

das bactérias e analise do acumulo de PHAs sendo o glicerol (Synth) e o soro
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de leite, fornecido pelo laticinio Bonura (S&o Carlos). Ambos sdo subprodutos
industriais da producéo de biodiesel e alimenticia, respectivamente.

3.4.1 Otimizag&o da fonte de carbono

Para o cultivo das cepas em meio liquido com glicerol como fonte Unica
de carbono, foi utilizado como base o meio salino minimo descrito por Fukuda et
al. (2002), contendo 3,39 g.L? de Na2HPOg4, 1,5 g.L* de KH2POg4, 0,3 g.L* de
NaCl, 0,5 g.L* de NH4Cl, 0,5 g.L't de (NH4)2S04, 0,5 g.L* de MgS04.7H20, 0,01
g.L! de CaCl2 e 0,001 g.L'' de FeSOa4 (pH 7,0). Todos os sais utilizados no
preparo do meio salino foram adquiridos da Sigma-Aldrich. O meio de cultivo foi
autoclavado e as solugbes de MgSO4.7H20 e CaCl: foram preparadas e
esterilizadas separadamente e suplementadas ao meio salino apds atingir a
temperatura ambiente, para que nao houvesse precipitacdo. FeSOa, foi filtrado
em filtro estéril com membrana de PTFE e poro de 0,22 um e posteriormente
acrescido ao meio salino.

Primeiramente, os indculos das colénias DsA.N049 e DsA.N042
cultivadas em meio agar nutriente foram inoculadas em meio de cultura caldo
nutriente e permaneceram sob agitacdo a 150 rpm em um incubadora orbital
(TE-421, Tecnal) durante 14 e 48 h (secdo 4.1), respectivamente, e a
temperatura de 28°C. Apoés crescimento, foi utilizado 1 mL (1% v/v; D.O. 0,7)
como pré-indculo em cada erlenmeyer de 500 mL, contendo 100 mL de meio
salino, e avaliadas as concentracfes de 0,1%, 0,5%, 1,0%, 2,0%, 4,0% e 6,0%
(v/v) de glicerol para a cepa DsA.N042 e 2,0%, 4,0% e 6,0% (v/v) para DsA.049,
tendo como controle positivo de producédo de biopolimeros o meio de cultivo
contendo 0,1 g.L? de extrato de levedura, 10 g.L? de dextrose e 5 g.L! de
acetato de sédio (Perlatti, 2016). Os erlenmeyers foram submetidos as mesmas
condicbes de agitacdo e temperatura descritos anteriormente, mantendo os
experimentos para DsA.N049 e DsA.N042 durante 48 e 96 h, respectivamente.

Os experimentos com soro de leite tiveram os mesmos procedimentos de
crescimento, parametros de agitacdo e temperatura que os escolhidos para
glicerol, porém com um meio de cultivo diferente. O soro teve primeiramente seu

pH ajustado para 7 com uma solucdo de NaOH 1 mol.L. Posteriormente, foi
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filtrado em filtro estéril com membrana de PTFE e poro de 0,22 um e adicionado
apenas em agua destilada autoclavada, ndo usando o meio salino sendo, o0 soro
de leite, uma fonte de nutrientes mais complexa. Para a cepa DsA.N042, foram
adicionadas as proporc¢des de 1,0%, 5,0% e 10% (v/v) de soro aos erlenmeyers
que continham 100 mL de agua e, para DsA.N049, 1,0%, 5,0%, 20% e 40% (v/v)
em 200 mL de agua.

3.4.2 Avaliacao da producgao de PHA’s

3.4.2.1 Andlise do rendimento de producéo polimérica por Cromatografia

Gasosa

Apos o periodo de crescimento, as células foram removidas por
centrifugacdo (12.860 xg, 4°C, 15 min), ressuspendidas em 1 mL de &gua
destilada, agitadas em vértex para o pellet se desprender do tubo falcon e
liofilizadas. Apds a completa secagem, as células foram pesadas em balanca
analitica para a obtencdo do seu peso seco (Cell Dry Weight — CDW) e
submetidas ao processo de extracao dos biopolimeros ou extracdo simultanea a
reacao de derivatizacdo, para avaliacdo de sua producéo.

A cada 25 mg de CDW, foi adicionado 1 mL de cloroférmio em tubo de
ensaio com tampa de rosca e vaso selado (10 cm x 1 cm, 8 mL). Os tubos foram
submetidos ao aquecimento em banho-seco com temperatura de 80°C por 72 h
e, apos esse periodo, resfriados a temperatura ambiente. Em seguida, a
suspensao foi filtrada para retirada dos fragmentos celulares, adicionado n-
hexano na proporcao 9:1 n-hexano:cloroférmio (v/v) e centrifugadas a 12.860 xg,
0°C, por 10 min, para a recuperacdo do polimero. A maior parte do solvente foi
descartada e, ap0s a secagem do solvente residual, foram adicionados 500 pL
de cloroformio para a ressolubilizagéo do polimero e metanol na proporgao final
9:1 metanol:cloroférmio (v/v). Os tubos foram novamente centrifugados nas
mesmas condi¢des e, apdés a secagem completa do solvente, o polimero foi
pesado para estimar a porcentagem de producdo, comparado a massa seca
celular (Perlatti, 2016).
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3.4.2.2 Anédlise dos polimeros por CG-EM/EM

Para que a molécula de biopolimero de PHA pudesse ser analisada pelo
meétodo de cromatografia gasosa, foi necessario torna-la volatilizavel. Para tanto,
os polimeros puros foram submetidos a um processo de metandlise, formando
derivados de ésteres metilicos, utilizando 2 mL de uma solu¢édo contendo acido
sulfrico:metanol na propor¢ao 20:80 (v/v) e 2 mL de cloroférmio, adicionados a
um tubo de ensaio com tampa de rosca, sendo mantidos em banho-seco sob a
temperatura de 100°C por 100 min. Como padréo interno foi utilizado
heptadecano (Sigma-Aldrich) (0,1 mg.mL™?). Ap6s o resfriamento a temperatura
ambiente, foram adicionados 2 mL de agua destilada e o contetdo centrifugado
(6.400 xg , 20°C, 1 min) para a separacao das fases e quebra da emulséo. A
fase aquosa (superior) foi retirada com o auxilio de uma pipeta de Pasteur e a
fase inferior (organica) seca com sulfato de sédio. O liquido foi filtrado para a
retirada dos resquicios do sal e entdo adicionado em vials para analise no CG-
EM/EM (adaptado de Perlatti, 2016).

Numa segunda metodologia, a massa seca celular obtida para cada falcon
foi submetida aos processos de extracdo e derivatizagcdo simultaneamente,
adicionando-se 2 mL de cloroférmio e 2 mL de uma solucdo contendo &cido
sulfarico:metanol na proporcao 20:80 (v/v), condicionados num tubo de ensaio
com tampa de rosca, e mantidos em banho-seco sob a temperatura de 100°C
por 3,5 h (Serafim et al., 2004) (Figura 11). Apds o resfriamento a temperatura
ambiente, foram adicionados 2 mL de &gua destilada e os tubos foram
submetidos a agitacdo em vortex por 10 s e ,posteriormente, centrifugados
(6.400 xg , 20°C, 1 min) para a separacao das fases e quebra da emulséo. A
fase aquosa foi retirada e novamente, foram adicionados mais 2 mL de agua e
seguiram-se 0s mesmos procedimentos descritos anteriormente, para a retirada
dos componentes misciveis em metanol (acido sulfurico e grande parte dos
acidos graxos). A fase organica foi retirada e seca com sulfato de sédio, filtrada
em filtro de PTFE com membrana de poro 0,22 pm e condicionada em um vial
para analise. O padrédo de heptadecano foi adicionado diretamente ao vial, pois

Nao necessitava da etapa de derivatizagao.
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Figura 11 - Esquema da reacdo de metandlise em condi¢cdes acidas para PHB

Para a analise das solu¢fes obtidas na etapa de preparo de amostras foi
injetado no cromatégrafo a gas 1 yL de amostra em uma coluna Rtx-5 MS (5%
difenil / 95% dimetil polisiloxano; 30,00 m x 0,25 mm id x 0,25 pm de
recobrimento; Restek, Bellefonte, PA, EUA). Algumas analises foram realizadas
com os parametros: temperatura do auto injetor de 250°C, temperatura da fonte
de ions e da interface programada foi de 280°C, com split 1:30 e vazao do gas
de arraste (He) de 1,0 ml.min't. O gradiente de temperatura do forno da coluna
de separacdo foi programado do seguinte modo: temperatura inicial 60°C
(espera por 3 min), taxa de 18°C.min! até 280°C (espera 1 min). Porém, apés
avaliacao, foi verificado que o aumento na temperatura do autoinjetor, da fonte
de ions e da interface auxiliou na eluicdo cromatografica, favorecendo a analise
dos compostos de interesse, bem como o padrdo interno. A razdo do split
também diminuiu para evitar a saturacdo do detector do espectrdmetro de
massas, obtendo-se assim o programa final: temperatura do auto injetor de
280°C, temperatura da fonte de ions e da interface programada foi de 290°C,
com split 1:50 e vazdo do gas de arraste (He) de 1,0 mL.mint. O gradiente de
temperatura do forno da coluna de separacéo foi programado do seguinte modo:
temperatura inicial 40°C (espera por 3 min), taxa de 18°C.min! até 290°C (espera
1 min).

O modo de ionizacao selecionado foi ionizac&o por elétrons operando com
uma energia de 70 eV. O detector de massas foi programado para registrar 0os
espectros no modo fullscan (Q3) no intervalo de massas de 45-500 m/z a partir
de 3,0 min. Os picos obtidos foram analisados com base na biblioteca NIST® 11

do espectrometro de massas.

3.4.2.3 Avaliagdo quantitativa e validacao analitica

O meétodo analitico quantitativo e sua validagdo foram estabelecidos
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conforme os parametros recomendados pela ANVISA (ANVISA, 2017).

Para a andlise quantitativa de biopolimeros, foram preparadas solucdes
do mondémero 3-hidroxibutirato de metila (Sigma-Aldrich) (100 mg.mL?) e do
padréo de heptadecano (Sigma-Aldrich) (1 mg.mL?) as quais serviram como
solugcéo estoque para a construcao das curvas de calibracdo por padronizagéo
externa e na matriz (sobreposicdo de matriz) e como padréo interno,
respectivamente.

Para definicdo da faixa de aplicacdo foram construidas duas curvas de
calibracao, reportando os resultados correspondentes a curva de calibra¢éo por
padronizacao externa (em solvente) e a curva de sobreposi¢céo de matriz. Cada
concentracdo foi analisada em triplicata. Apds sucessivas diluicbes as
concentracdes finais do padrdo 3-hidroxibutirato de metila usado na construcao
das curvas de calibragéo foram: 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0; 10,0;
11,0 e 12,0 mg.mL™1. Por sua vez, a concentragdo final do padréo interno foi 0,1
mg.mL™.

Para a avaliacdo da eficiéncia do método analitico foi realizada sua
validagéo observando parametros como seletividade, faixa linear de trabalho,
linearidade, limites de deteccao (LD) e quantificacéo (LQ), precisao, exatidao e
recuperacao.

Para a curva de calibracdo na matriz, foram utilizados 10,0 mg de células
liofilizadas por tubo de ensaio, previamente cultivadas em meio caldo nutriente
visto que 0Ss micro-organismos crescidos nesse meio de cultivo nao
apresentaram acumulo de biopolimero. O processo de derivatizacdo dos pontos
da curva da matriz foi 0 mesmo aplicado para as amostras que estavam sendo
avaliadas com os meios de cultivo com fontes de nutrientes alternativas. Para a
curva em solvente e validagcdo do método analitico, foi utilizada uma solucao de
acido sulftrico:metanol 3:97 (v/v), que demonstrou melhores resultados de
derivatizacdo do padrdo puro e o tempo de reacdo de 2 h, & 100°C em banho
seco (Oehmen et al., 2005).

Para a determinacédo da exatidao e precisao do método, foi executado o
ensaio de recuperacdo do analito em diferentes niveis (Ribani et al., 2004). A
primeira concentracdo escolhida foi 120% do menor valor encontrado para a

curva analitica, correspondente a 3,60 mg.mL?; o ponto intermediario
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correspondente a 45% da maior concentracdo da curva, com valor de 5,40
mg.mL1, ambos em triplicata; e por fim, o Gltimo ponto, com repeticdo de seis
vezes, foi executado com 96% da maior concentracdo de analito da curva,
chegando a concentragdo de 11,05 mg.mL™2.

Neste estudo, o LD e LQ foram obtidos pelas seguintes equac¢des (Ribani
et al., 2004):

desvio padrao do intercepto
LD = 3,3 X

coeficiente angular

desvio padrao do intercepto

LQ =10 X
¢ coeficiente angular

Os dois pontos iniciais (1,0 e 2,0mg.mL!) estavam fora da linearidade da
curva, portanto foram excluidos. As curvas estédo dentro das normas da ANVISA,
gue estabelece uma curva com no minimo 5 pontos e em triplicata (ANVISA,
2017).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliacdo do potencial biotecnoldgico de micro-organismos € composta
por diversas metodologias, uma vez que a complexidade do assunto a ser
explorado exige um empenho de &areas tanto exatas quanto biolégicas. Assim,
neste estudo foi necessaria a avaliacdo de crescimento para estimativa do tempo
de cultivo ideal, condicbes especificas de balanco de nutrientes e avaliacbes

analiticas para reconhecimento do produto obtido.

4.1 Curva de crescimento microbiano

7

Quando se visa aperfeicoar um processo, € importante conhecer 0s
parametros necessarios para se atingir o objetivo (Oliveira et al., 2013). Os
micro-organismos possuem muitas diferencas entre si, incluindo o seu tempo de
desenvolvimento. Esse fator pode alterar a producdo e rendimentos de
moléculas especificas, por exemplo, quando as células sao retiradas do meio de
cultivo antes de entregarem tudo o que poderiam produzir.

A curva de crescimento microbiano é caracterizada por trés fases. A fase
lag é definida como a fase de adaptacdo do micro-organismo ao meio, fator que
pode depender da espécie (fenétipo) do micro-organismo, estado fisiolégico da
populacao e alteracdes fisico-quimicas, como a disponibilidade de nutrientes,
temperatura e pH, sendo dificil de fazer a previsdo da duracdo do tempo dessa
fase latente sem experimentacdo (McMeekin et al., 2002; Massaguer, 2006;
Tortora et al, 2012; Oliveira et al., 2013). Na fase log, ou de crescimento
exponencial, € encontrado o momento de maior atividade metabdlica, onde a
duplicacdo celular ocorre e maneira constante e exponencial, representada
graficamente por uma linha reta cuja inclinacdo corresponde a velocidade de
crescimento maximo (Massaguer, 2006; Tortora et al., 2012). A estabilizagéo na
populacdo celular ocorre na fase estacionaria, em que a velocidade de
crescimento € a mesma da velocidade de morte, obtendo densidade constante
(Massaguer, 2006; Oliveira et al., 2013).

Para o acompanhamento do crescimento das cepas bacterianas, foi

gerado um grafico plotando o tempo de crescimento (horas) vs. a densidade otica
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(D.O.), onde foi observada uma curva de ajuste exponencial contendo a etapa
de adaptacao dos micro-organismos (fase lag), o crescimento exponencial (fase
log) e a fase estacionaria. E possivel notar nas Figuras 12.A e 12.B a diferenca
entre o desenvolvimento das bactérias DsA.N049 e DsA.N042. A cepa
DsA.N049 atinge a fase estacionaria apds 7 h, enquanto a cepa DsA.N042 s6
consegue atingir o patamar em aproximadamente 50 h. O maior tempo provoca
também o estresse de nutrientes, que quando entram em escassez, promovem
0 acumulo dos biopolimeros como forma de sobrevivéncia celular. Dessa forma,
foi determinado que os experimentos para DsA.N049 fossem delineados em 48
h, enquanto os de DsA.N042 durassem 96 h.

A 14 B 14 Fase log
~~ @

£ — %
z K Fase la, Fase
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1o 0 - !
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Figura 12 - Gréfico de Crescimento bacteriano em caldo nutriente. A) DsA.N049; B) DsA.N042

Vale ressaltar que a fisiologia do micro-organismo foi a principal variavel
para a diferenca de crescimento, uma vez que o mesmo meio de cultivo e

condic@es fisico-quimicas foram utilizadas para ambos os experimentos.

4.2 Identificacao bacteriana

O DNA 16S é muito utilizado para caracterizacao de bactérias, porque €
transcrito no rRNA 16S, material genético presente na subunidade menor do
ribossomo procariético, essencial para a traducédo de proteinas. Cada espécie
possui uma sequéncia diferente e sua comparacado com um banco de dados com
fragmentos conhecidos permite resultados com um valor de confiabilidade maior,
associando um score (nota atribuida para a quantidade de pareamentos
perfeitos e imperfeitos), gaps (onde nenhum nucleotideo foi pareado e inserido
um “espago” para acomodar melhor a sequéncia) e probabilidade do

alinhamento ter ocorrido ao acaso, com valores numéricos (Amaral et al., 2007).
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Na figura 13.A podemos observar o fragmento de DNA amplificado na
PCR, utilizando como molde o DNA extraido das bactérias, para a cepa
DsA.N049, e na figura 12.B, para a cepa DsA.N042. O controle negativo foi o
mesmo para ambas as analises, pois foi utilizado o mesmo mix. Podemos
concluir que os primers utilizados foram especificos para a sequéncia de
interesse, pois ndo houve amplificacéo inespecifica de fragmentos de DNA com
tamanhos diferentes, que o tamanho do fragmento de DNA obtido de 1500 pb
esta correto conforme o esperado e que, pela intensidade das bandas (2), houve
a obtencédo de quantidades de produto da PCR e, em contrapartida, ndo houve
bandas referentes ao (C), indicando auséncia de fragmentos contaminantes.

1500 pb

Figura 13 - Gel de agarose com o resultado da amplificacdo dos fragmentos de rDNA 16S da
cepa A) DsA.N042; B) DsA.N049. (1) Padrdo de tamanho de fragmentos (pb); (2) Produtos de
PCR em quintuplicata; (C) Controle negativo

Os resultados de sequenciamento dos fragmentos de rDNA 16S obtidos
para as cepas DsA.N042 e DsA.N049 sao parcialmente exemplificados nos
eletroferogramas abaixo (Figuras 14 e 15). As sequéncias dos contigs obtiveram
926 e 855 pb para DsA.N042 e DsA.N049, respectivamente. Os
eletroferogramas mostram que o sequenciamento teve uma boa resolucao dos
picos, permitindo identificar com acuracia qual eram as sequéncias de

nucleotideos (Anexo 1).
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40 30 60 T0 80 20 100
GAGTGGCAGACGGG TG AGTAACGCG TGGG AATCTACCCTICTICTACG GG ATAGCTCCG GG AAAC

Figura 14 - Eletroferograma parcial correspondente ao sequenciamento da cepa DsA.042.

40 30 60 0 30 20 100
IGGT/AAGCGCCCTICCTIGCGGOGTTAGGCTACCTACTICTIGGCOAGACCCGC TCCCATGG IGTG.

Figura 15 - Eletroferograma parcial correspondente ao sequenciamento da cepa DsA.049.

Uma comparagédo com a base de dados do GenBank mostrou maior
significancia de resultados para as espécies Aureimonas altamirensis (DsA.042)
(nimero de acesso NCBI - KC581669.1) e Delftia tsuruhatensis (DsA.049)
(nimero de acesso NCBI - KY867535.1). Contudo, os resultados ndo se
mostraram conclusivos para determinar as espécies em questdo. Para
DsA.N0O42, mais de um numero de acesso teve sua sequéncia alinhada com
identidade igual a 97%, sendo em sua grande maioria do género Aureimonas.
Grande parte dos taxonomistas considera que uma similaridade inferior a 97%
significa que as sequéncias se referem a espécies diferentes (Janda, 2007).
Ainda assim, valores acima desta porcentagem ainda ndo demonstram clareza
na identificagdo, uma vez que as variaveis histéricas evolutivas das bactérias
podem ter influenciado na geracdo de pequenas modificacbes nas sequéncias
(Pieretti et al., 2015; Petti, 2007; Drancourt et al, 2000). As identificacdes a nivel
de espécies sao consideradas confiaveis, em geral, quando as sequéncias tém
limite de identidade superiores a 99,5% (Janda, 2007). Neste caso, através da
analise da regido 16S rDNA nao foi possivel identificar a cepa DsA.042 num nivel
de espécie, apenas seu género como pertencente a Aureimonas sp. A cepa
DsA.N049 apresentou 98% de similaridade com a espécie Delftia tsuruhatensis.
Contudo, igualmente como ocorrido para a cepa DsA.042, também néo foi
possivel sua identificagdo a nivel de espécie sendo classificada com uma cepa
do género Delftia sp.

Rathsack et al. (2011) propuseram uma reclassificacdo de algumas

espécies do género Aurantimonas para Aureimonas, porque apesar de sua
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sequéncia de nucleotideos para o gene 16S ser muito similar, elas ndo possuiam
a mesma composicao de lipideos polares e quinonas. A avaliacdo desse tipo de
molécula se faz essencial quando ha necessidade de caracterizacdo de novas
espécies de bactérias, bem como técnicas de analise de acidos graxos, contetdo
de guanina-citosina no DNA gendmico, analises por microscopia eletrdonica de
varredura para verificagdo da morfologia celular, testes de catalase-oxidase e
utilizacao de kits de identificacdo (API120 (Biomerieux), Bactray (Laborclin), etc),
como demonstrado em um levantamento feito entre artigos dessa natureza (Cho
et al, 2015; Madhaian et al, 2013; Lin et al, 2013; Teramoto, 2014; Yuan et al.
2014). Além dessas divergéncias, encontramos também diferentes locais de
isolamento dessas bactérias. Os micro-organismos do género Aurantimonas tém
sido isolados de ambientes aquaticos, terrestres ou aéreos, enquanto o género
Aureimonas tem sido mais comumente isolado de ambientes aquaticos salinos
(Rathsack et al., 2011).

Acima de 96,5% de similaridade na sequéncia de rDNA, podemos
considerar que as espécies comparadas sdo do mesmo género. Abaixo dessa
porcentagem de similaridade, sdo considerados micro-organismos intergénero,
entretanto, esse valor € varidvel dependendo do género em questéo (Gotz et al.,
2006). Quando existem entre 2-3% de diferencas entre as sequéncias alinhadas,
consideramos uma identificacdo duvidosa, sendo necessarios ainda mais
experimentos para que os resultados sejam conclusivos (Woo et al., 2009). Para
tanto, consideramos que a cepa DsA.N049 corresponde a um micro-organismo
pertencente ao género Delftia sp. e a cepa DsA.N042 ao género Aureimonas sp.
e iniciamos as proximas etapas de identificacdo das espécies com o0
delineamento do perfil de acidos graxos das cepas.

Assim, os dados obtidos até o momento sinalizam que as espécies
estudadas ainda nao foram classificadas, ndo havendo relatos na literatura ou

no banco de dados.

4.3 Analise do perfil de acidos graxos

Por muitos anos a andlise do perfil de &cidos graxos se tornou uma pratica
comum de identificacdo de micro-organismos, principalmente os compostos com

cadeias de até 20 atomos de carbono (Sasser, 2001). Visto a enorme quantidade
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de moléculas que se enquadram neste grupo, verificando quais delas séo
produzidas por cada micro-organismo e sua quantidade na porcentagem dos
acidos graxos totais, é possivel diferenciar uma espécie da outra, uma vez que
a probabilidade de se encontrar um perfil igual para espécies diferentes é
estatisticamente improvavel (Sasser, 2001).

Para andlise de &cidos graxos por cromatografia gasosa € necessario que
essas moléculas passem por uma etapa de derivatizacdo, processo que altera a
volatilidade dos componentes lipidicos e melhora a forma do pico,
proporcionando melhor separagéo (Liu, 1994). O método mais disseminado de
derivatizacdo para esta classe de biomoléculas é a conversdo dos acidos graxos
em ésteres correspondentes, em geral, metil ésteres, pelo processo de

transesterificacdo (Brondz, 2002) (Figura 16).

Ve

Figura 16 - Esquema geral de transmetilagcao de acidos graxos em meio &cido e a transferéncia
de um grupo metila oriundo do metanol (Adaptado de Brondz, 2002).

Os acidos graxos sao constituintes de componentes principais da
estrutura celular, na forma de lipopolissacarideos, lipoproteinas, e triglicerideos,
gue ndo sao alterados conforme o meio de cultivo é variado, uma vez que a
funcionalidade da membrana, de protecdo e transporte seletivo se mantem os
mesmos (Brondz, 2002). Gracgas a isso, a andlise de acidos graxos tem sido
amplamente usada na identificacdo de micro-organismos, pela maior parte dos
trabalhos de descricdo de espécies (Mehnaz et al., 2007; Weon et al., 2007,
Zhang and Dong, 2009).

Os resultados obtidos para os perfis quimicos dos acidos graxos (os
espectros de massa para cada éster derivado do acido graxo podem ser
encontrados no Anexo 2) dos micro-organismos em estudo estdo demonstrados
nas Tabelas 4 e 5. Delftia sp. apresentou uma maior variedade de moléculas de
acidos graxos (Figura 17), sendo encontrados um total de 15 compostos, e
apenas 10 em Aureimonas sp. (Figura 18). As moléculas de acido palmitico

(C16:0) e acido estearico (C18:0) foram as mais abundantes, muito comumente
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encontrados em bactérias (Brondz, 2002), sendo correspondentes a
aproximadamente 93 e 83% (m/m) do total de acidos graxos de Delftia sp. e

Aureimonas sp., respectivamente.

Tabela 4 - Perfil de acidos graxos encontrados para Delftia sp. apds analise por CG-EM/EM.

Delftia sp.
Numero do pico ] Molécula paracteristicas/ -Eg':gﬁg;oe AZ;? )
correspondente (acido graxo) férmula molecular (min) m/m)
1 Heptanoico C7:0 (C7H1402) 3,359 0,09
2 Caprilico C8:0 (CsH1602) 4,182 0,10
3 Pelargbnico C9:0 (CoH1802) 5,148 0,14
4 Laurico C12:0 (C12H2402) 11,137 0,26
5 Azelaico C9:0 (C9H160a4) 11,873 0,32
6 Sebéacico C10:0 (C10H1804) 14,840 0,54
7 Miristico C14:0 (C14H25802) 17,009 1,19
8 Pentadecanoico | C15:0 (C1sH3002) 19,824 0,22
9 Palmitico C16:0 (C16H3202) 22,511 40,4
10 Margarico C17:0 (C17H3402) 25,054 0,48
C18:2 (trans-
11 Linonelaidico 9,trans -12) w6 26,718 0,20
(C18H3202)
12 Elaidico C18:1 (trans- 26,862 3,40
9)w9 (CisH3402)
13 Oléico C18:1 ()9 27,008 0,43
(C18H3402)
14 Estearico C18:0 (C18H3602) 27,482 51,9
15 Eicosanoico C20:0 (C20H4002) 31,998 0,31

2 9% em relacdo a area total de 4cidos graxos presentes

Os acidos graxos que contéem menos de 12 atomos de carbono em sua
composicao foram encontrados em propor¢cdes menores do que as moléculas
gue possuiam mais atomos de carbono sendo 1,45 e 1,49% (m/m) em Delftia sp.

e Aureimonas sp., respectivamente. Estes valores estdo de acordo com a
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maioria das bactérias (O’Leary, 1962). Um total de 80 e 60% dos acidos graxos
encontradas em Delftia sp. e Aureimonas sp., respectivamente, eram saturados.

A maior parte dos acidos graxos encontrados para Delftia sp. ndo foram
descritos por Shigematsu et al. (2003) em seu trabalho descrevendo Delftia
tsuruhatensis (proposta para DsA.049). O maior contetdo de &cido palmitico foi
compativel, porém em propor¢cdes diferentes sendo 33,2% sugerida por
Shigematsu et al. (2003) e 40,4% do presente estudo do total (m/m) de metil
ésteres de acidos graxos encontrados. O segundo &cido graxo mais abundante
(C16:1) na descricao da espécie nao foi encontrado nas amostras de Delftia sp.,
assim como o acido esteéarico ndo foi detectado em Shigematsu et al. (2003).
Além disso, foram identificados no presente trabalho os acidos sebacico (C10:0),
laurico (C12:0), miristico (C14:0), pentadecanoico (C15:0) e margarico (C17:0)
em quantidades significativas, ainda ndo reportados na literatura para essa

espécie.
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Figura 17 - Cromatograma total referente ao perfil de acidos graxos encontrados para Delftia sp.
A) Cromatograma de ions totais; B) Ampliacdo da regido entre 3 e 14 min; C) Ampliacdo da
regido entre 14 e 28 min; D) Ampliac&o da regido entre 28 e 42 min. Acidos correspondentes aos
picos: 1- acido heptanoico; 2- acido caprilico; 3- acido pelargbnico; 4- acido laurico; 5- acido
azelaico; 6- acido sebacico; 7- acido miristico; 8- acido pentadecanoico; 9- acido palmitico; 10-
acido margérico; 11- acido linolelaidico; 12- acido elaidico; 13- acido oleico; 14- acido esteérico;
15- 4cido eicosanoico.

Na descricdo de Aureimonas altamirensis (proposta para DsA.042)
realizada por Jurado et al. (2006), as principais moléculas encontradas foram do
acido cis-7-octadecenoico (C18:1w7c), correspondente a 74,4% (m/m) do total,
e de acido palmitico (C16:0), com valor de 11,3% (m/m). Esses numeros
divergem quanto aos encontrados pelas andlises realizadas neste estudo,
principalmente a respeito do acido estearico, predominante nas amostras com
guase metade da porcentagem total de acidos graxos e correspondente a 0,7%
do encontrado por Jurado et al. (2006). A molécula de acido cis-7-octadecenoico
nao foi encontrada para a para DsA.042; os acidos elaidico e trans-vacénico,

iguais ao C18:1w7c em numero de carbonos e insaturagdes, mas diferentes na
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posicéo da insaturacdo e na geometria espacial, tiveram uma representatividade
significativa. Os &cidos graxos com cadeia menor que 16 atomos de carbono
também néo foram encontrados na descricdo da espécie publicada por Jurado
et al. (2006). Aléem disso, no presente estudo, pode-se notar a presenca de
acidos graxos C9, C10 e C14.

Assim, os padrbes de acidos graxos totais das cepas de bactérias
estudadas corroboram com os resultados obtidos pela anélise do gene 16S do

rDNA, propondo serem novas espécies ainda nao reportadas na literatura.

Tabela 5 - Perfil de 4cidos graxos encontrados para Aureimonas sp. apés anélise por CG-EM/EM.

Aureimonas sp.

A a
NUmero do pico Molécula Caracteristicas/ Tempo~de Area
L . retencao (%,
correspondente | (&cido graxo) férmula molecular ,
(min) m/m)
1 Azelaico C9:0 (CoH1604) 11,864 1,11
2 Sebéacico C10:0 (C10H1804) 14,844 0,38
3 Miristico C14:0 (C14H2502) 17,000 1,59
4 Palmitico C16:0 (C16H3202) 22,504 39,8
5 Margarico C17:0 (C17H3402) 25,054 0,61
_ . C18:2 (9,12) w6
6 Linoleico 26,716 0,29
(C18H3202)
o C18:1 (trans-9)w9
7 Elaidico 26,855 2,01
(C18H3402)
. C18:1 (trans-11)w7
8 Trans-vacénico 26,995 10,2
(C18H3402)
9 Estedrico C18:0 (C15H3602) 27,475 42,7
_ C18:1 (9)w9
10 Oleico 37,376 1,24
(C18H3402)

2 9% em relacao a area total de 4cidos graxos presentes;
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Figura 18 - Cromatograma referente ao perfil de &cidos graxos encontrados para Aureimonas sp.
A) Cromatograma de ions totais; B) Ampliacdo da regido entre 3 e 18 min; C) Ampliacdo da
regido entre 18 e 30 min; D) Ampliac&o da regi&o entre 30 e 42 min. Acidos correspondentes aos
picos: 1- &4cido azelaico; 2- 4cido sebécico; 3- acido miristico; 4- acido palmitico; 5- &cido
margarico; 6- acido linoleico; 7- acido elaidico; 8- acido trans-vacénico; 9- acido estearico; 10-
acido oleico.

4.4 Analise da producdao de polimeros

4.4.1 Producéo de biopolimeros

O acumulo de polimero (ou outras moléculas de reserva) se da quando a
célula sofre um periodo de estresse, em geral, devido ao desbalanco de
nutrientes (Thomson et al., 2010). Com a limitagdo de compostos contendo
fésforo ou nitrogénio, a producdo de algumas macromoléculas essenciais para
o crescimento celular, como os &cidos nucleicos e enzimas, podem ser

suprimidas, e ao mesmo tempo, se adicionada uma fonte de carbono em
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excesso, é possivel estimular a célula a produzir e armazenar moléculas como
reserva energética (Dias et al., 2006). Na figura 19 estdo demonstradas as
etapas realizadas desde a producédo dos biopolimeros em batelada até a sua
extracdo/ derivatizacdo para analise em CG-EM/EM para Aureimonas sp.
crescida em meio de cultivo contendo soro de leite em diferentes proporcoes e

0 meio de cultivo controle.

Figura 19 - Etapas de obtencéo de biopolimeros para Aureimonas sp. crescida em soro de leite.
A) Erlenmeyers utilizados para o crescimento em batelada apds o crescimento celular; B) células
precipitadas apés centrifugacao; C) células liofilizadas (0,1%, 0,5%, 1,0% e 2,0%); D) tubos de
ensaio contendo células e meio reacional apds a derivatizacéo.

Os dados obtidos apds a pesagem da massa seca celular e a massa de
polimeros estdo dispostos na tabela 6. Para Aureimonas sp., podemos notar
claramente que a variagdo da quantidade de glicerol influenciou no crescimento
celular (Figura 20). O apice do crescimento foi indicado com 1,0% de glicerol
(v/v), porém apesar da maior massa, nao foi o parametro que obteve a maior
recuperagdo de polimero (em porcentagem m/m). Analisando o padréo de
crescimento demonstrado, € possivel notar que o crescimento celular foi
aumentando até a proporcdo de 1,0% (v/v), indicando que existe uma quantidade
O0tima de fonte de carbono necessaria para o desenvolvimento celular.
Entretanto, acima de 2,0% (v/v) houve uma diminui¢cdo do crescimento, quando
comparada as proporcdes menores de carbono, afetando em seu
desenvolvimento. Em 6,0% (v/v), a concentracdo foi alta o suficiente para
interferir tanto no crescimento celular quanto na producdo de biopolimero, que

nao foi identificada nessa condicéo.
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Figura 20 - Gréafico combinado de variagdo de rendimento de biopolimero (colunas) e massa seca
celular (marcadores de dispersao) por concentracédo de glicerol (%) para Aureimonas sp.

Apesar de ndo possuir o melhor valor de CDW, a concentragéo de 2,0%
mostrou o melhor acimulo de polimero para a proporcao de massa seca, sendo
uma quantidade em excesso para o consumo celular, indicando uma condicéo
que interferiu no crescimento, mas suficiente para induzir a célula a produzir mais
compostos de reserva energética, que sao o foco desse estudo. Apds analises
(Anexo 4), a média dos resultados encontrados para a concentracdo 2,0% e
4,0% de glicerol ndo obtiveram diferenca estatistica significativa.

O glicerol pode atravessar a membrana celular por meio da difusdo
passiva, pois estas possuem uma alta permeabilidade intrinseca por esse soluto
(Fu et al., 2000). Entretanto, as células que possuem apenas esse tipo de
transporte para o glicerol apresentam uma desvantagem de crescimento quando
em baixas concentracdes deste substrato (da Silva et al., 2009). Assim, alguns
micro-organismos realizam o uptake de glicerol por difuséo facilitada, mediada
por uma proteina transmembrana integral (GlpF — glycerol facilitator), estudada
principalmente em Escherichia coli (Heller et al., 1980; Fu et al., 2000). A taxa de
influxo maxima dessa fonte de carbono pela GlpF é de 200 mmol.L* (Fu et al.,
2000). O glicerol intracelular é posteriormente convertido em glicerol 3-fosfato
pela enzima glicerol quinase, permanecendo aprisionado dentro da célula até
que seja metabolizado (da Silva et al., 2009). Esta quinase e a proteina
transmembrana séo codificadas pelo mesmo operon, desta forma, o turnover (o

valor maximo de reacfes enzimaticas catalisadas por segundo) do glicerol
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quinase é considerado o mesmo que a taxa de influxo de glicerol, segundo dados
de Heller et al. (1980), ou seja, 200 moléculas de glicerol fosforiladas por
segundo, por enzima. A etapa seguinte do metabolismo é dada pela oxidacao de
glicerol-3-fosfato pela enzima glicerol oxidase, formando dihidroxiacetona-
fosfato (DHAP). Essa enzima sofre inibigao pelo produto (os produtos da reagéao
séo peroxido de hidrogénio e DHAP) e quando em concentragdes aproximadas
de 100 mmol.L%, mantem sua atividade em apenas 20%, contudo, esses valores
podem variar entre 0s micro-organismos (Schumperli et al., 2007).

No presente estudo, as maiores concentracdes de glicerol adicionadas
foram de 109 mmol.L? (4,0%) e 163 mmol.Lt (6,0%). Para 4,0% (v/v), a
concentragdo esta préoxima aos 100 mmol.L? (considerando a conversao
completa do glicerol em DHAP), o que corrobora com os resultados de
Schumperli et al. (2007), de que ha inibicdo pelo produto gerado por meio da
oxidacdo, mas ainda € notada a recuperacdo de biopolimero. J& em 6,0%,
conclui-se que houve inibicao total do glicerol oxidase, pela auséncia de PHAs.

O soro de leite, sendo uma matriz complexa, ndo nos permite adicionar
propor¢cdes conhecidas e exatas dos nutrientes. Dessa forma, podemos variar
as proporcOes totais dos nutrientes no meio de crescimento, adicionando
volumes conhecidos dessa fonte. Aureimonas sp. teve uma boa adaptacédo ao
meio contendo soro de leite, demonstrando crescimento celular maior conforme
a quantidade de soro disponivel. Apesar disso, s6 foram notadas quantidades de
acumulo de PHAs com 5,0 e 10% (v/v) da quantidade de nutrientes no meio de
cultivo (ndo foi possivel verificar a massa nos experimentos de 5,0%). O CDW
encontrado foi menor que o obtido para quase todas as concentracdes de
glicerol, exceto pelo meio que continha a maior quantidade de soro adicionado.

Delftia sp. (Tabela 6) apresentou acumulo de biopolimero na condic&o que
continha maior concentracao de glicerol (6,0% v/v), o que nos leva a propor que
€ a quantidade minima em excesso que a célula precisa para que seja

estimulada a produzir moléculas de reserva energética.
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Tabela 6 - Valores quantitativos de producdo de PHAs utilizando fontes de carbono alternativas

por Aureimonas sp. e Delftia sp.

Micro-organismo Substrato viv CDW (mg.mL™) % de polimero
0,1% 0,484 + 0,153 0,778 + 0,495
0,5% 0,843 + 0,040 2,669 + 0,668
1,0% 1,170 + 0,145 2,545+ 1,175
Glicerol
2,0% 0,437 £ 0,011 10,37 + 7,802
Aureimonas sp. 4,0% 0,186 + 0,065 3,254 + 3,253
6,0% 0,112 + 0,008 N.D.
1,0% 0,042 + 0,013 N.D.
Soro de leite 5,0% 0,107 £ 0,004 N.D.
10,0% 0,214 + 0,008 8,655 + 4,022
2,0% 0,176 + 0,038 N.D.
Glicerol 4,0% 0,824 + 0,345 N.D.
6,0% 1,879+ 0,170 2,988 + 0,327
1,0% 0,063 + 0,009 *
. 5,0% 0,230 + 0,014 *
Soro de leite
_ 20,0% 0,996 + 0,040 *
Delftia sp.
40,0% 2,051 + 0,019 *
Controle Padrao 0,163 + 0,007 *
(dextrose, Sem
N.D. N.D.
acetato de acetato
sodio e extrato Sem
0,233 + 0,003 *
de levedura) dextrose

*quantificacao feita por cromatografia gasosa

O desenvolvimento celular foi crescente conforme uma maior quantidade

de fonte de carbono era adicionada ao meio (Figura 21.A). Ainda na tabela 6 sé&o

encontrados o0s valores de massa seca celular obtidas para as quatro

concentracdes de soro de leite para Delftia sp. Foi observado um crescimento

linear na massa, proporcional a quantidade de nutriente adicionada, ou seja,

quanto maior a quantidade de soro, maior o0 peso seco celular (Figura 21.B).
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Figura 21 - Variacdo de rendimento de massa celular seca (mg.mL-1) vs. concentracdo de
nutrientes (%)(v/v) para a cepa Delftia sp. A) Glicerol; B) Soro de leite.

As literaturas que descrevem o uso do soro de leite/soro de queijo para a
producao de biopolimeros propde modificacdes no soro, como o enriguecimento
dessa fonte de nutrientes (Bosco and Chiampo, 2010; Colombo et al., 2016),
etapas para precipitacdo de proteinas (Berwig et al., 2016) e acréscimo de sais
(Pais et al.,, 2014; Pantazaki et al., 2009). Para a obtencdo de PHAs de
Aureimonas sp. e Delftia sp., 0 meio de cultivo para o crescimento continha
apenas agua destilada e soro de leite filtrado, diminuindo assim o custo da
producdo proveniente da fonte de nutrientes, viabilizando o processo. Grande
parte dos estudos que empregam glicerol ou residuos como fonte de carbono
adicionam guantidades de precursores para a producao de biopolimeros, como
acido propibnico, acido valérico, Y-butirolactona e 4cidos graxos de cadeia curta
(Cavalheiro et al., 2012; de Paula et al., 2017; Khanna and Srivastava, 2007;
Lemos et al., 2006; Moorkoth and Nampoothiri, 2016). Delftia sp. e Aureimonas
sp. foram capazes de sintetizar estas biomoléculas sem a necessidade da adicédo
de precursores, mais uma vez comprovando a viabilidade em se utilizar essas
cepas na producéo de PHAs.

Outra avaliagcédo foi feita, modificando-se os componentes do meio de
cultivo controle. Mantendo a quantidade da fonte de nitrogénio (extrato de
levedura), foram variadas as quantidades de dextrose e acetato de sédio
(apenas acetato de sodio e apenas dextrose), para identificar qual das fontes era
a primordial para a producgéo de biopolimeros. Foi observado crescimento celular

no controle padréo e sem dextrose (Tabela 6), entretanto ndo houve crescimento
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celular no meio de cultivo com apenas dextrose como fonte de carbono. Sendo
assim, buscamos um tratamento com a mesma quantidade de acetato de sodio
e extrato de levedura, substituindo a dextrose pela mesma concentracéo (v/v) de
glicerol, porém também nao foi notado crescimento celular nessas condicodes.
Pela dificuldade na pesagem de polimero extraida/recuperada, notou-se
a necessidade de quantificar os PHAs por métodos mais sensiveis, langando
mao da construcdo de uma curva de calibracdo utilizando o padrdo de

mondmeros de 3-hidroxibutirato de metila, que seréa discutida na secao 4.7.

4.5 Caracterizacdo cromatografica dos biopolimeros biossintetizados

As figuras 22 e 23 ilustram o perfil de monémeros nos cromatogramas das
amostras extraidas dos micro-organismos em investigacdo. Na figura 24 esta
ilustrado o espectro de massas e a proposta de fragmentacdo para
caracterizacao estrutural do monémero esterificado de polihidroxibutirato. Para
otimizacdo da separacdo cromatografica, inicialmente, foi explorado o método
de injecdo comecando com a temperatura de 60°C e o tempo de retencéo para
o mondmero metil-3-hidroxibutirato foi de 3,78 min (Figura 22). As analises para
Aureimonas sp. foram executadas nesse parametro. Na figura 22 podemos
visualizar os picos correspondentes ao monémero de 4 atomos de carbono,
correspondentes ao mondmero esterificado de polihidroxibutirato produzido por
Aureimonas sp. nas concentracdes de 0,1%, 0,5% e 1,0% de glicerol.
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Figura 22 - Ampliacdo da regido entre 3 e 5 min dos cromatogramas obtidos apds andlise de
cromatografia gasosa dos mondémeros presentes nos polimeros produzidos por Aureimonas sp.
utilizando glicerol como fonte de carbono nas concentragdes 0,1% (em azul), 0,5% (em roxo) e
1,0% (em verde) (v/v) destacando a producdo de 3- hidroxibutirato de metila (tR= 3,78). As
condig¢des analiticas podem ser encontradas no item 3.4.2.2.

Apesar de visualizada a presenca do polimero a 60°C, foi observado que
a temperaturas iniciais menores, o cromatograma apresentava uma melhor
resolucao entre os tempos de retencdo dos compostos em analise. Assim, foi
adotada a temperatura de 40°C, que aumentou o tempo de retencdo do 3-
hidroxibutirato de metila para 5,59 min (Figura 23).
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Figura 23 - Ampliacdo da regido entre 3 e 5 min do cromatograma obtido apds andlise de
cromatografia gasosa dos mondmeros presentes nos polimeros produzidos por Delftia sp.
utilizando glicerol (6,0% v/v) como fonte de carbono, destacando a producéo de 3-hidroxibutirato
de metila (tR=5,59).
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Figura 24 - Proposta de fragmentacéo e espectro de massas correspondente ao monémero de
3-hidroxibutirato de metila. (Adaptado de Perlatti, 2016)

A utilizacéo de soro como fonte de carbono também produziu resultados
satisfatorios para Delftia sp, com consideravel producéo de biopolimeros (Figura
25). Os resultados sobre a quantificacédo estdo descritos no item 4.7. Pela grande
quantidade de massa celular, foi possivel também observar a presenca de acidos
graxos na matriz, sendo o maior pico o de &cido palmitico (tr= 14,29).
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Figura 25 - Cromatogramas obtidos apds andlise de cromatografia gasosa dos monémeros
presentes nos polimeros produzidos por Delftia sp. utilizando soro de leite (1,0%, 5,0%, 20,0% e
40,0% (v/v)) como fonte de carbono. A) Cromatogramas completos, diferenciando a quantidade
de nutrientes adicionada pela cor da linha do grafico (1,0% - azul claro; 5,0% - azul escuro; 20,0%
- verde; 40,0% - vermelho; controle — roxo). O padrédo de heptadecano (tR= 12,94) é indicado
pela seta, assim como a variedade de acidos graxos encontrados na matriz. B) Ampliagédo da
regido entre 5 e 6,5 min dos cromatogramas, destacando a producdo de 3-hidroxibutirato de
metila (tR=5,59).

4.6 Desenvolvimento do método quantitativo e sua validacao analitica

A validacdo analitica foi considerada indispensavel para o método
guantitativo do produto de interesse garantindo que o valor a ser quantificado &
real, ou seja, se houver a presenca de algum interferente que influencie na
analise ou resposta ao detector, ele deve ser previamente constatado para que

as analises seguintes ndo encontrem um falso-positivo.
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4.6.1 Seletividade

Com a validacdo se objetiva demonstrar que o método analitico é
adequado para o seu proposito, avaliando a relacédo entre os as questdes que o
método deveria responder e os resultados experimentais obtidos (Brito et al.,
2003; Walsh, 1999).

A seletividade busca garantir que o pico de resposta seja exclusivamente
do composto de interesse, sem interferente de outras impurezas (Ribani et al.,
2004; Vessman et al., 2001). Para cumprir tal requisito, uma amostra isenta do
analito de interesse (um branco) deve ser analisada nos mesmos parametros
das amostras contendo o analito, para a verificagcdo de algum composto que
possa ter o mesmo tempo de retencéo e influencie na analise.

Comparando uma amostra controle, preparada com o meio de cultivo de
caldo nutriente, com as amostras de cultivo para producédo do biopolimero ndo
foi observado nenhum composto interferente no tempo de retencdo 5,59 min,
referente ao 3-hidroxibutirato de metila sob os parametros operacionais de
analise, previamente definidos. A Figura 26 ilustra o cromatograma da amostra
controle onde se pode observar que ndo houve nenhum pico correspondente ao
tempo de retencdo do monémero de 3-hidroxibutirato de metila (tr= 5,59) e do
padréo interno heptadecano (tr= 12,94), demonstrando que o método analitico
foi seletivo para o composto de interesse a ser analisado. Os picos em tr=
14,21min e tr= 14,29 min sdo &acidos graxos provenientes da matriz. Na figura
27 é ilustrado um cromatograma referente & amostra onde houve producédo de
PHB.
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Figura 26 - Cromatograma referente a amostra controle, evidenciando a auséncia de picos da
matriz ausente do analito em 5,59 min e de padréo interno em 12,94 min.
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Figura 27 - Cromatograma referente a amostra contendo o analito 3-hidroxiburirato de metila em
5,59 min e o padréo interno em 12,94 min.

4.6.2 Faixa linear de trabalho e avaliacao do efeito de matriz

A cromatografia gasosa é uma ferramenta avancada na identificacéo e
quantificacdo de compostos, porém a sua susceptibilidade aos efeitos de matriz
pode afetar a quantificacdo do composto de interesse quando a amostra em
questdo € complexa (Kwon et al., 2012). Moléculas da matriz extraidas
juntamente com o analito de interesse, como pigmentos, lipideos e outros
componentes de alto peso molecular, podem permanecer solubilizados nos
extratos organicos e serem responsaveis pelo efeito de matriz durante a analise
cromatografica (Prestes et al., 2009).

Moléculas interferentes podem influenciar na resposta obtida para o
analito por sua interacdo em diferentes partes do sistema cromatografico, como
o injetor, a coluna e o detector. No injetor, a principal interacdo possivel de
ocorrer € com o0s sitios ativos do liner (De Sousa et al., 2013). Na coluna, a

diminuicdo da resposta induzida pela matriz pode acontecer quando seus
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componentes se acumulam no sistema cromatografico, competindo com o
analito de interesse pelo sitio ativo, modificando significativamente os sinais
obtidos entre uma solucdo padrdo contida em solvente puro e em extratos
(controle) da matriz (Garrido Frenich et al., 2009). Outra explicacdo pode ser
dada pela co-eluicdo de componentes que afetam a ionizacdo do analito alvo,
provocando a supressao ou o aumento do sinal analitico (Chambers et al., 2007).

Assim, o pré-tratamento (clean-up) das amostras € a primeira etapa do
método indicado para sanar problemas relacionados ao efeito de matriz,
podendo ser retirado grande parte das impurezas que podem interferir nas
andalises cromatograficas (De Sousa et al., 2013; Lambropoulou and Albanis,
2007). Apesar disso, nem sempre as etapas de pré-tratamento sao suficientes
para suprir essa dificuldade. Sendo assim, uma possibilidade indicada é a
execugao do método de superposigao de matriz (“matrix-matched”), que consiste
na adicao do padréo do analito de interesse em uma matriz similar a da amostra,
porém isenta do composto alvo, em diferentes concentra¢cdes, para a construcao
da curva de calibracéo que relacione as areas obtidas pela integracédo dos picos
dos cromatogramas do padrdo com as areas referentes as amostras de interesse
a serem quantificadas (Ribani et al., 2004).

Em geral, o efeito de matriz é observado pela resposta a razdo entre o
coeficiente angular obtido para a curva na matriz e no solvente, pois a diferenca
entre os coeficientes lineares pode acontecer devido ao aumento da linha de
base com a perda de sensibilidade analitica, ndo necessariamente pela
influéncia quantitativa dos componentes da matriz (De Sousa et al., 2013). Se a
razao entre os coeficientes angulares for igual a zero, o efeito de matriz ndo
existe. Se o valor for maior ou menor que 1, a matriz induz um aumento ou
reducdo da resposta do detector, respectivamente (Zhou et al., 2017).
Entretanto, existe uma margem para considerar essa influéncia. Quando
expresso em porcentagem, valores abaixo de 10% na razéo entre os coeficientes
angulares néo sao considerados como efeito de matriz estando geralmente

dentro da faixa de incerteza analitica (Lambropoulou and Albanis, 2002).
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Figura 28 - Comparacdo das curvas de calibragdo construidas utilizando solvente puro
(cloroférmio) e matriz, relacionando a concentragédo de analito com a razéo das areas obtidas
pela integracédo dos picos do analito e do padréo interno.

Neste estudo foi possivel observar que as curvas nao sado paralelas,

demonstrando que existe um efeito de matriz que suprime a resposta ao detector

em maiores concentracfes do analito (Figura 28). Para tanto, a faixa de

avaliagdo necessaria para a analise na matriz variou entre 3,0 e 12 mg.mL™* para

compreender os valores das razfes area do analito/ area do padréo interno das

amostras bacterianas de producédo de biopolimeros. As razBes das areas do

analito/padrao interno estdo demonstradas nas tabelas 7.A e 7.B.
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Tabela 7 - Concentracao do padréo 3-hidroxibutirato de metila, razéo entre as areas do analito e
do padrao interno, coeficiente de variacdo (CV%) e exatiddo (%) das curvas de calibracdo. A)
Em cloroférmio; B) Na matriz.

A - Solvente puro (cloroférmio)

Razao area analito/area
padrdo interno

Concentracéo de 3-

hidroxibutirato de R1 R2 R3 CV(%) Exatidao (%)

metila (mg.mL-1)
3,0 1,79 1,91 2,00 2,67 106,66
4,0 2,65 2,80 2,65 2,94 100,96
50 3,83 3,71 3,85 1,26 96,49
6,0 4,44 4,44 4,61 2,84 97,17
7,0 5,25 5,32 5,25 1,69 99,60
8,0 6,23 6,31 6,22 4,45 98,47
9,0 7,39 7,26 7,42 3,61 102,86

B - Matriz

Razao area analito/ area
padrdo interno

Concentragéo de 3-

hidroxibutirato de Al A2 A3 CV(%) Exatidao (%)

metila (mg.mL-1)
3,0 1,79 1,91 2,00 5,57 111,03
4,0 2,65 2,80 2,65 3,29 102,74
50 3,83 3,71 3,85 2,10 103,62
6,0 4,44 4,44 4,61 2,17 97,74
7,0 5,25 5,32 5,25 0,80 94,60
8,0 6,23 6,31 6,22 0,79 94,71
9,0 7,39 7,26 7,42 1,21 96,16
10,0 8,81 8,83 8,70 0,80 100,45
11,0 9,97 9,99 9,99 0,09 101,98
12,0 11,3 11,1 11,2 0,77 103,31

Os coeficientes angulares obtidos pelas curva de calibracdo no solvente
e na matriz foram utilizados para avaliar a porcentagem do efeito de matriz
(%EM) para a analise do analito 3-hidroxibutirato de metila, comparando-se a

razao entre esses coeficientes pela seguinte equacao (Walorczyk, 2014):

Coeficiente angular da curva no solvente

%EM =100 X (1—
° ( Coeficiente angular da curva na matriz
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O resultado proveniente dessa equacao esta disposto na tabela 8, bem
como as equacgbes das retas no ajuste das curvas construidas na matriz e no
solvente (cloroférmio).

Tabela 8 - Equacéo da reta encontrada para curvas de calibracao construidas em solvente puro

(cloroférmio) e matriz, razdo entre os coeficientes angulares e lineares, porcentagem encontrada
para o efeito negativo de matriz e coeficiente de correlacao.

Equacéao CAm/CAs CLm/CLs %EM R?
Solvente y=0,004x — 8,544 0,989
Matriz y =0,001x — 1,513 0,255 0,177  -292,648 0,989

CAm = coeficiente angular da matriz; CAs = coeficiente angular do
solvente; CLm = coeficiente linear da matriz; CLs = coeficiente linear

do solvente;

A razdo encontrada entre os coeficientes angulares esta contida entre 0 e
1, o que confirma o efeito causado pela matriz. Pela porcentagem calculada de
EM, podemos notar que o efeito € extremamente negativo, chegando a quase -
300%. A variacdo na exatidao pode ser explicada pelo forte efeito de matriz, em
gue 0os componentes presentes no meio de cultivo bacteriano possuem influéncia
na sensibilidade de ionizacdo do analito, entretanto, por ser uma amostra
complexa, os padrdes se encontram dentro da faixa aceitavel de trabalho de 20%
(De Sousa et al., 2013). O coeficiente de correlacdo (R?) de 0,989 mostrou-se
adequado, com uma correlacao fortissima segundo as normas da IUPAC (Brito
et al., 2003; Currie and Svehla, 1994) e acima do minimo recomendado pelo
INMETRO de 0,90 (INMETRO, 2007). A tabela de analise de variancia ANOVA
com significancia de 95% (anexo 4) demonstrou que a curva de calibracao por
sobreposicao de matriz foi estatisticamente significativa, podendo ser utilizada
para a quantificacdo dos biopolimeros produzidos pelas cepas bacterianas,

sendo descartada a curva no solvente.

4.6.3 Limite de deteccdao e limite de quantificacéo

Os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) sdo importantes

parametros que compde a validacdo do método analitico. O limite de deteccéo
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diz respeito & menor quantidade de substancia em andlise capaz de ser
detectada, mas n&ao necessariamente quantificada, em um procedimento
experimental. Ja o limite de quantificacdo diz respeito a menor concentracao
capaz de ser quantificada com exatiddao por um determinado procedimento
experimental (Agency, 2011; INMETRO, 2007; Ribani et al., 2004).

Os resultados atingidos estédo dispostos na tabela 9.A e os valores de

recuperacao e coeficiente de variacao na tabela 9.B.

Tabela 9 - A) limites de deteccdo e de quantificacdo encontrados para a curva na matriz; B)
porcentagem de recuperacéo do analito em diferentes concentrag6es e coeficientes de variacao
(%) correspondentes.

A - Limite de deteccéo e limite de quantificacéo
LD (mg.mL?) LQ (mg.mL1)

Matriz 0,94 2,83

B — Recuperacdo na matriz
Concentragao do analito (mg.mL1)
3,602 7,652 11,05b
%R CV(%) %R CV(%) %R CV(%)

107,94 + 1,92 3,57 97,28 £ 0,05 0,87 104,81 + 0,27 0,33

a; experimentos realizados em triplicata; °: experimentos realizados com seis repeticdes

4.6.4 Precisao e exatidao

A precisdo é estimada pela dispersdo dos resultados entre ensaios
interdependentes, que sejam repetidos a partir de uma mesma amostra, de
amostras semelhantes ou de solu¢des padrdo, em uma mesma condi¢cao
definida. A medida de exatiddo faz referéncia ao grau de concordancia entre
cada resultado individual encontrado em uma determinada andlise e um valor de
referéncia tido como verdadeiro. (Agency, 2011; ANVISA, 2017; Ribani et al.,
2004).

A recuperagdao encontrada variou entre 97 e 108%, valores que se
engquadram ao permitido para amostras complexas, que chega a variacao de 70
a 120% do valor esperado (GARP, 1999; Ribani et al., 2004). Quando referente
ao coeficiente de variagcéo, a concentracao do analito a ser avaliada interfere no
intervalo de valor aceito para a precisdo. Para as concentragbes avaliadas no

presente estudo, sdo aceitos valores de coeficiente de variacado de até 4,0%
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(Brito et al., 2003; Wood, 1999) , portanto, podemos concluir que os resultados
obtidos estédo coerentes e apresentam a precisao e exatiddo necessarios para a

validacdo do método analitico.

4.7 Quantificacdo da producao de biopolimeros por Delftia sp.
utilizando a curva de calibragéo

Apés a validagéo da curva analitica na matriz, o0 método desenvolvido foi

hY

aplicado a quantificagdo do 3-hidroxibutirato de metila. As areas

correspondentes aos biopolimeros obtidas apds analises cromatograficas foram
integradas e plotadas pela razdo entre a area de polimero/area do padrao
interno. Os dados estéo contidos na tabela 10.

Tabela 10 - Dados de quantificacdo da producado de biopolimeros por Delftia sp., demonstrando
concentracdo de massa seca, concentragdes encontradas a partir das &reas dos cromatogramas

e substituindo os valores na equac¢éo da curva de calibragcdo construida na matriz, o rendimento
de biopolimero relacionado com a massa seca celular e o coeficiente de variacao.

Delftia sp.
Concentracdo obtida Rendimento
Substrato viv CDW (mg.mL%) pela curva de de polimero  CV(%)
calibracdo (mg.mL™?) (%)
Controle 0,163 £ 0,007 0,160 + 0,009 98,06 2,91
1,0% 0,063 + 0,009 0,042 + 0,003 a a
5,0% 0,230 £ 0,015 0,089 + 0,008 38,74 15,29
Soro de
leite 20,0% 0,996 + 0,040 0,253 + 0,039 25,52 19,47
40,0% 2,051 + 0,020 0,341 + 0,055 16,61 16,43
Acetato 0,233 + 0,004 0,212 + 0,016 91,00 8,34
de sodio

a: concentragdo abaixo do LQ

A alta variacao no coeficiente de variacédo do rendimento dos biopolimeros
pode ser atribuida principalmente a etapa de particdo, onde séo separadas a
fase organica da fase aquosa, para posterior analise cromatogréafica (Jan et al.,
1995). Esta etapa é realizada para que seja retirado o excesso de acido sulfarico
e metanol existentes na amostra apds a etapa de derivatizacdo, bem como a
retirada de mais interferentes que sejam sollveis nestes solventes (clean up),

como é o caso dos acidos graxos.
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Os meios de cultivo controle e contendo apenas acetato de sédio como
fonte de carbono apresentaram os melhores resultados, uma vez que o acetato
€ precursor da biossintese de PHAs e a glicose, a principal molécula utilizada
para obtencéo de energia pela via glicolitica. Seus resultados foram excelentes,
compreendendo rendimentos acima de 90,0%, chegando o controle a 99,0% da
relacdo massa de polimero/massa seca celular.

A concentracdo de 1,0% (v/v) de soro de leite obteve valores de
concentracéo de producdo de PHB abaixo do limite de quantificacdo para a curva
de calibragdo, portanto n&o teve os resultados utilizados para comparagéo.
Bosco & Chiampo (2010) promoveram estudos de producdo de biopolimeros
utilizando agentes de fortificacdo no meio de cultivo e soro de leite como principal
fonte de nutrientes. O maior resultado encontrado para o rendimento de
biopolimeros foi de 13,8% para o meio fortificado com &cido acético e 8,7% para
meio de cultivo salino MR. O maior rendimento de biopolimeros no presente
estudo foi obtido na concentracdo de 5,0% (v/v) de soro de leite. Apesar dessa
concentracdo nao ter sido a de maior producdo, a razao entre o crescimento
celular e a quantidade de PHB acumulado foi proxima de 40%. Quando em
termos de biopolimero recuperado, a maior concentracdo de soro foi a que

obteve uma maior producéo (0,341 mg.mL™?) (Figura 29).
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Figura 29 - Gréfico combinado de variacdo de rendimento de biopolimero (colunas) e
concentracdo recuperada de biopolimero (marcadores de disperséo) por concentracao de soro
de leite (%) para Delftia sp.
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Uma vez que o soro de leite é um subproduto, muitas vezes descartado,
€ possivel pensar na possibilidade de maior obtencdo polimérica bruta, pois a
adicdo de mais nutrientes ndo seria um fator limitante ao valor agregado ao
produto. O meio de cultivo em questéo teve apenas a adicdo de soro de leite
estéril & 4gua destilada autoclavada, ou seja, 0 custo de nutrientes que compde
0 meio de cultivo foi minimo, pois ndo foram adicionados precursores e nem
agentes fortificantes que induzissem a producdo de tais moléculas,
comprovando assim a viabilidade em se utilizar subprodutos agroindustriais
como fonte de nutrientes para a producado de biopolimeros com meios de cultivo

de baixo custo.
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5. CONCLUSAO

O trato gastrointestinal de Diabrotica speciosa mostrou-se um rico
microbioma para o isolamento de bactérias com potencial de producdo de
biomoléculas de valor agregado, como os biopolimeros.

As técnicas de sequenciamento do gene r16S DNA e caracterizacédo do perfil
de acidos graxos das cepas bacterianas se mostraram satisfatérias para a
identificacdo dos micro-organismos a nivel de género. Apesar de grande
similaridade das sequéncias de rDNA 16S obtidas com as sequéncias
depositadas, a porcentagem de 97% nao nos permite finalizar a identificagdo. A
comparacdo com o perfil de &cidos graxos encontrados para Delftia sp. e
Aureimonas sp. se mostraram divergentes quanto aos artigos que elucidaram
sua identificacdo, levando-nos a concluir que s&do espécies ainda nao
identificadas.

Ambas as cepas deste estudo se mostraram capazes de produzir
biopolimeros a partir de fontes de nutrientes alternativas, como os subprodutos
da industria alimenticia (soro de leite) e de biocombustivel (glicerol). A maior
porcentagem de rendimento encontrada para Aureimonas sp. utilizando-se
glicerol como fonte Unica de carbono, foi a de 2,0% (10,37% de rendimento);
utilizando-se soro como fonte de nutrientes, a proporcao de 10,0% mostrou-se a
mais eficaz (8,65% de rendimento). Delftia sp. foi capaz de produzir biopolimeros
a partir da proporcéo de 6,0% de glicerol, com rendimento de 2,99% de massa
polimérica; o soro de leite a 5,0% se mostrou a concentracdo mais eficiente
dentre todos os tratamentos, com rendimento de 38,74% de PHB.

Com esses resultados podemos concluir que as cepas em questdo sao
grandes potenciais em estudos para a producdo de biopolimeros em larga
escala, devido a seu grande rendimento e utilizacdo de fontes de baixo custo

para a producdo de moléculas de alto valor agregado.
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Cepa DsA.N049

Delftia tsuruhatensis strain E2330 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
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Anexo 2 - Espectros da identificacdo de acidos graxos
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Acido miristico (tr= 17,000)
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Acido linoleico (tr= 26,716)
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Acido estearico (tr= 27,475)
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Acido pelargonico (tr=5,148)
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Acido sebéacico (tr= 14,840)
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Acido palmitico (tr= 22,511)
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Acido elaidico (tr= 26,862)
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Acido araquidico (tr= 31,998)
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Anexo 3: Andlise estatistica da porcentagem de biopolimeros
recuperada

Software Sisvar 5.6

Resultados dos testes acompanhados de mesma letra/nUmero ndo possuem
diferenca estatistica significativa.

Teste de Tukey com 95% de significancia.

Aureimonas sp.
Tratamentos: 1) Glicerol 0,1%; 2) Glicerol 0,5%; 3) Glicerol 1,0%; 4) Glicerol
2,0%; 5) Glicerol 4,0%

ANOVA

FV GL S0 oM Fc Pr>Fc
repetigdo 4 1€€.0€2€27 41 _515€57 5.495 0.0133
errco 10 75.552267 7.555227

Total corrigido 14 241.€14893

CvV (%) = 70.11

Média geral: 3.920€€€7 Numero de observagdes: 15

Teste Tukey para a FV repetigdo

DMS: 7,389537897050€8 NMS: 0,05

Média harmonica do numero de repetigdes (r): 3
Erro padrdo: 1,58€949554€1378

Tratamentos Médias Resultados do teste

-77€€€7 al
-54€€€7 al
-€€3333 al
-250000 al a2
.3€EEET a2

Lo S
O WwNNO




Delftia sp.
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Tratamentos: 1) Acetato de sodio; 2) Soro de leite 5,0%; 3) Soro de leite 10,0%;

4) Soro de leite 20,0%; 5) Soro de leite 40,0%

ANOVA

vV GL SQ oM Fe DPrxFec
concentragao 4 17257 .€€28€7 4314.415717 1€1.984 0.0000
erro 10 2€€.3484¢€7 2€.€34847
Total corrigido 14 17524.011333
cv (3 = S9.5€
Média geral: $3.9833333 Nimero de observagdes: 15
Teste Tukey para a FV concentragao
DMS: 13,8745412383403 MMS: 0,05
Média harmonica do numero de repetigdes (z): 3
Zrro padrdo: 2,979€44€4€57088
Tratamentos Médias Resultados do teste

1l€.€10000 al
25.513333 al a2
38.73¢€c€€7 a2
90.9553333 a3
98.0€3333 a3

M= W ks




Anexo 4: Tabela ANOVA

Tabela de variancia para as curvas de calibragéo

Matriz
SQ g.l MQ Fcal. Ftab.
SQR 259,94 1 256,94 259,94 4.49
SQr 2,70 28 0.09
SQT 262,65 29
SQEP 0,12 20 0.01 0,02 1,05
SQFaj 2,58 8 0.32
Solvente
SQ g.l MQ Fcal. Ftab.
SQR 1360,16 1 1360,16 97,70 4.38
SQr 13,92 19 0,73
SQT 1374,08 20
SQEP 5,02 14 0,36 0,20 1,09
SQFaj 8,90 5 1,78




