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2-Man - 1,2,5-tri-O-acetil-3,4,6-tri-O-metil manitol
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AA - Acetato de Alditol
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CDW - Massa Seca Celular

CN - Caldo Nutriente
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CP/MAS - Polarizagéo cruzada/giro em angulo magico
Da - Dalton
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ESI - Electrospray ionization

FAME - Ester Metilico de Acido Graxo

FP - Primer Frontal

FTIR - Infravermelho com Transformada de Fourier

Fuc - Fucose

Gal - Galactose

GC - Cromatografia Gasosa

Glc - Glicose

HPLC - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

HSQC - Correlacao Heteronuclear de Quantum Simples
IUPAC - Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
m/z - Razdo massa/carga
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MALDI-TOF - lonizagéo por Dessorgao a Laser Assistida por Matriz - Analisador por
tempo de voo

Man - Manose

MM - Massa Molar

M3 - Meio mineral minimo

MS - Espectrometria de Massas

MSP - Espectro Principal Unificado

NA - Nutriente-Agar

NCBI - Centro Nacional de Informacéao Biotecnoldgica
NMR - Ressonancia Magnética Nuclear

NOESY - Espectroscopia de efeito nuclear Overhouser
NR - Meio de cultura com Vermelho de Nilo

PBAT - poli(butileno-adipato-tereftalato)

PCR - Reagédo em cadeia da polimerase

PHA - Polihidroxialcanoato

PHB - Polihidroxibutirato

PHBYV - Poli(hidroxibutirato-co-valerato)

PMF - perfil de massas protéico

rDNA - DNA ribossomal

Rha - Ramnose

RP - Primer Reverso

SCFA - Acidos Graxos de cadeia curta

SEC - Cromatografia por Exclusdo de Tamanho
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t-Man - 1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-tetra-O-metil manitol
T.R. - Tempo de retengao

TFA - Acido Trifluoroacético

TIC - Cromatograma de ions Totais

TMSP-d4 - acido 3-trimetilsililpropiénico-d4
TOCSY - Espectroscopia de correlacao total
UV/Vis - Ultravioleta/Visivel

Xyl - Xilose

a-CHCA - a-ciano-4-hidroxicinamico
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AVALIACAO DO POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE MICRO-ORGANISMOS
ASSOCIADOS AO INSETO-PRAGA DIABROTICA SPECIOSA NA PRODUCAO DE
POLIMEROS BIOBASEADOS E BIODEGRADAVEIS

O desenvolvimento tecnoldgico e a pressdo de mercado fizeram com que o0s
polimeros se tornassem materiais estruturais amplamente utilizados em uma grande
variedade de aplicagbes, sendo manufaturados a partir de uma ampla gama de
mondmeros. Entretanto, estes materiais geralmente apresentam algumas
desvantagens do ponto de vista ambiental, pois os polimeros mais utilizados séo
produzidos com matérias-primas ndo renovaveis e geram grandes volumes de
residuos ndo biodegradaveis. Assim, torna-se necessario o0 desenvolvimento
sustentavel de novos materiais biobaseados e biodegradaveis. O uso de micro-
organismos para a obtencdo deste tipo de polimero é uma realidade bastante
promissora. Todavia, para a produgdo vidvel em escala industrial € necessério
superar barreiras econdmicas, através do uso de cepas com boa assimilacdo de
substratos de baixo custo, proporcionando uma alta produtividade. Assim, este
trabalho teve por objetivo o isolamento e identificacdo de bactérias associadas ao
inseto Diabrotica speciosa, bem como a avaliacdo da capacidade microbiana de
producdo de biopolimeros. O inseto apresentou uma grande diversidade em sua
microbiota, mostrando ser este um nicho subexplorado e com enorme potencial para
a investigacdo de novas espécies e/ou isolados. Com o propdsito de encontrar
isolados eficientes na produgcdo de duas classes de biopolimeros,
polihidroxialcanoatos (PHAS) e exopolissacarideos (EPS), foram obtidos 73 isolados
bacterianos do inseto praga Diabrotica speciosa. Todas as cepas foram identificadas
em nivel de género pelo uso de técnicas genéticas, através do sequenciamento de
16S rDNA parcial e por andlises protedmicas, avaliando-se o perfil proteico obtido
via MALDI-TOF MS. Ambas as técnicas de identificacdo apresentaram 100% de
convergéncia entre os resultados. Foram encontrados no total 17 géneros de
bactérias, que foram submetidas a ensaios qualitativos de triagem para identificacéo
de isolados produtores de PHAs pelo método do corante vermelho de Nilo, bem
como para EPS pelo método do teste de ponto bacteriano. Isolados promissores em
ambos os ensaios foram selecionados para estudos quantitativos e caracterizagao
estrutural dos polimeros obtidos. As analises quantitativas para a producdo de PHA
corroboraram satisfatoriamente com os resultados qualitativos, com destaque para

as bactérias do género Aurantimonas e Delftia que apresentaram alta capacidade de
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producdo de PHA, com rendimentos de 50 e 90% de polimero em massa seca,
respectivamente, sendo ambas as cepas capazes de utilizar substratos como
glicose, acetato e glicerol. Analises por GC-MS realizadas ap0s metandlise do
polimero indicaram que Aurantimonas sp. produziu majoritariamente homopolimero
de polihidroxibutirato (PHB), enquanto Delftia sp. foi capaz de produzir um
copolimero contendo monémeros do tipo butirato e valerato (PHBV), contendo até
10% em massa de valerato. Com relacéo a producédo de EPS, a triagem indicou que
os isolados se mostraram capazes de produzir polimeros em quantidade variaveis,
com uma grande e complexa variacdo estrutural. Isolados dos géneros Acidovorax,
Aurantimonas e Luteibacter foram selecionados para avaliacdo quantitativa da
producdo de EPS e caracterizacdo estrutural do biopolimero. Apds analises por
NMR, MALDI-TOF, SEC-UV-ELSD e GC-MS, o género Luteibacter produziu um
polimero altamente complexo contendo manose, glicose, fucose e xilose, o género
Acidovorax produziu um EPS do tipo glucomanana altamente ramificado;= e o
género Aurantimonas foi capaz de produzir até 2 g.L™" de um EPS insolivel em
agua. Deste modo, foi possivel concluir que a microbiota de D. speciosa se
apresentou extremamente rica em isolados microbianos viaveis para estudos
exploratorios no contexto biotecnoldgico de producédo de biopolimeros. Os isolados
investigados apresentaram caracteristicas promissoras para serem futuramente
avaliadas em escalas maiores (fermentadores), especialmente a bactéria

Aurantimonas sp., que foi capaz de produzir tanto PHBV, quanto EPS.

Palavras-chave: Biopolimero, Bactérias, Polihidroxialcanoato, Exopolissacarideo,
MALDI-TOF MS, 16s rDNA, Caracterizacdo quimica, Cromatografia, Técnicas

espectrométricas e espectroscopicas.
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EVALUATION OF THE BIOTECHNOLOGICAL POTENTIAL OF
MICROORGANISMS ASSOCIATED WITH THE PEST INSECT DIABROTICA
SPECIOSA ON BIOBASED AND BIODEGRADABLE POLYMER PRODUCTION

Technological development and market pressure turned polymers into widely used
structural materials for several different applications, being manufactured by a wide
range of monomers. However, traditional polymers usually show some drawbacks
regarding environmental aspects, as most used polymers are produced with non-
renewable feedstock and generate huge amounts of non-biodegradable residues.
Therefore it is imperative the sustainable development of new bio-based and
biodegradable polymeric materials. The use of microorganisms for obtaining
biopolymers is a very promising reality. However, in order to achieve viable
production in industrial scale it is necessary to overcome economic barriers, by using
microbes with good assimilation of low-cost substrates and high biopolymer vyields.
As such, the objective of this work was the isolation and identification of bacteria
associated with the insect Diabrotica speciosa, as well as the evaluation microbial
capacity of biopolymer production. The insect presented great microbial diversity,
identified as an underexplored niche with tremendous biotechnological potential for
the investigation of novel species and/or strains. In an attempt to find bacterial
isolates effective on the production of two classes of biopolymers,
polyhydroxyalkanoates (PHA) and exopolysaccharides (EPS), it was obtained 73
strains of bacteria associated with Diabrotica speciosa. These bacteria were
identified at genus level by genetic techniques using 16S rDNA sequencing and by
proteomic techniques using MALDI-TOF MS. Both characterization methods yielded
100% convergence on results. It was found 17 different bacterial genera, which were
submitted to qualitative screening assays in order to identify strains producing PHA
using Nile Red dye method, as well as for EPS by using the bacterial spot test.
Promising strains on both assays were selected for further quantitative studies and
structural characterization of the obtained biopolymers. Quantitative analyses for
PHA production corroborated satisfactorily with qualitative results, especially to
bacteria from genera Aurantimonas and Delftia which demonstrated high PHA
production capacity with 50 and 90% polymer yield on dry mass, both strains being
strains able to use substrates such as glucose, acetate and glycerol. GC-MS
analyses indicated that Aurantimonas sp. produced mostly a homopolymer of
polyhydroxybutyrate (PHB), while Delftia sp. was able to produce a copolymer having
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butyrate and valerate (PHBV), with up to 10% (w/w) of valerate. Regarding EPS
production, the screening showed that the isolates were able to produce polymers in
variable amounts, with vast and complex structural variations. Strains from genera
Acidovorax, Aurantimonas and Luteibacter were further selected for quantitative
analysis of EPS production and analytical characterization of the obtained
biopolymer. After analyses using NMR, MALDI-TOF, SEC-UV-ELSD and GC-MS,
bacteria from genus Luteibacter produced a highly complex polymer rich in mannose,
glucose, fucose and xylose; genus Acidovorax produced a glucomannan-type EPS
with a high degree of branching; and genus Aurantimonas was able to produce up to
2 g.L™! of a water insoluble EPS. In face of these results, it was possible to conclude
that D. speciosa microbiota showed to be extremely rich in bacterial species viable
for exploratory studies with biotechnological context of biopolymer production.
Investigated strains showed promising characteristics to be further evaluated in
larger scale (fermenters), especially the bacteria Aurantimonas sp., able to produce
PHBV and EPS.

Keywords: Biopolymer, Bacteria, Polyhydroxyalkanoate, Exopolysaccharide, MALDI-
TOF MS, 16s rDNA, Chemical characterization, Chromatography, Spectrometric and

spectroscopic techniques
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1 - Introducéao

A revolucdo industrial foi responsavel pelo progresso em diversas
areas da ciéncia, muitas vezes atrelada a descoberta de novos materiais e suas
aplicacdes no desenvolvimento de produtos obtidos em grande escala e que

facilitam o estilo de vida moderno (DE VRIES, 1994).

Entre as pesquisas que mais se esperavam resultados, estavam os
estudos relacionados ao desenvolvimento de novos materiais que pudessem
substituir matérias-primas provenientes de fontes naturais, geralmente limitados
geograficamente e em volume, devido ao aumento vertiginoso da capacidade de
producado de bens de consumo (WRIGLEY, 1962). Como exemplo, o risco de extin¢ao
de elefantes africanos no século XIX, causado pela extracdo desenfreada de marfim,
resultou em uma busca por novos materiais, culminando em 1869 com a descoberta,
caracterizacdo e aplicacdo do celuloide por John Wesley Hyatt, um material
polimérico derivado da celulose com adicdo de canfora. Apesar de nado ser eficiente
na producdo especificamente de pecas de marfim, o qual foi o motivador das
pesquisas, essa matriz de celulose e canfora apresentou propriedades tao
interessantes por si s6 que comecou a ser explorados em outras areas de aplicacao,
sendo este evento considerado como o despertar da era dos plasticos (WAGNER et
al., 2014a).

Ainda no século XIX, o petréleo comecou a despontar como um dos
mais importantes insumos para a industria do plastico, devido a sua relativa
abundancia e facilidade de obtencdo, aliado a um crescente banco de moléculas
Uteis, capazes de serem obtidas através de simples processos fisico-quimicos como
destilagdo, cragueamento e fracionamento (MERDRIGNAC E ESPINAT, 2007). O
petréleo foi uma das principais “descobertas” da histéria industrial, onde apesar das
controvérsias, gera um enorme portfélio de produtos e substratos diretamente
envolvidos na producdo de diversos compostos de grande importancia comercial,
tais como solventes, combustiveis, ceras, compostos aromaticos e moléculas
apolares, sendo empregados em processos de producédo de farmacos, pesticidas e

plasticos, etc.



1.1 - Polimeros e plasticos

A estrutura basica da organizacdo da matéria inicia com atomos e a
associacdo destes em moléculas, que confere estabilidade ao conjunto por estarem
conectadas entre si, compartilhando interacées que tornam o conjunto de atomos
menos energeético e, portanto mais estavel do que cada atomo separado. A natureza
utiliza-se da juncdo de uma enorme quantidade de moléculas de baixa massa molar
para a producdo de moléculas grandes e complexas, geralmente utilizadas como
componentes estruturais, sendo a base da existéncia de todos o0s organismos
bioldgicos (NAKA, 2014). Qualquer organismo vivo esta aparelhado de uma ampla
diversidade de materiais poliméricos, tais como proteinas e enzimas (conjunto de
aminoacidos), acidos nucléicos (conjunto de nucleotideos) e polissacarideos
(conjunto de monossacarideos), entre outros. Estas macroestruturas estédo
envolvidas em praticamente todas as principais funcfes celulares como capacidade
estrutural, desenvolvimento da célula, armazenamento de informacdes genéticas e
autorreplicaréo (LEE et al., 2005). E nitido que a juncéo de pequenas moléculas para
a formacdo de uma grande estrutura resulta em grandes mudancas com relagao a
estabilidade estrutural e comportamento quimico. A estes compostos de alta massa
molecular derivados de uma sequéncia de pequenas moléculas, designa-se o nhome
de polimero. Esta palavra, com etimologia grega (poli-, "muitas" + -meros, "parte"),
remete a um material composto de muitas partes, sendo a parte irredutivel, que
compBe a estrutura repetidamente, denominado analogamente de mondmero

(mono- “uma” + -meros, “partes”) (COTTERILL, 2008).

Polimeros naturais sdo usados desde a antiguidade pelos humanos
para diversas aplicacdes na alimentagcdo, roupas e moradia, tais como goma-laca,
algodao, couro, latex, etc. (GEBELEIN, 1991). O avan¢o no conhecimento dos
materiais permitiu que o ser humano produzisse materiais semissintéticos derivados
de fontes naturais como borracha, celulose e colageno, que possuiam melhores
propriedades, inclusive alguns sendo explorados comercialmente. O primeiro
material polimérico semissintético comercializado de maneira abrangente foi o
Parkesine, desenvolvido em 1855 por Alexander Parkes, composto de nitrocelulose

e precursor do celuloide (PAINTER € COLEMAN, 2009).



De maneira semelhante, o desenvolvimento da ciéncia quimica e de
materiais levou ao conhecimento de que diversos compostos que possuiam
estruturas que permitiam a sintese de materiais poliméricos. Devido a infinidade de
moléculas capazes de serem utilizadas como precursores na sintese se polimeros,
obteve-se também uma enorme quantidade de produtos apresentando variadas
propriedades. Nao ha duvida que dentre as classes de polimeros obtidos, alguns se
destacavam por apresentar formas solidas estaveis a temperatura ambiente, além
de excelentes propriedades quimicas, térmicas e/ou mecanicas, com alta
maleabilidade quando aquecidos ao ponto de se moldar esses materiais e obter
pecas rigidas (KLEIN, 2011). A este tipo de material, foi dado o nome de plésticos,
nomenclatura oriunda da sua enorme plasticidade, especialmente quando aquecido
a determinadas temperaturas. O primeiro plastico totalmente sintético produzido em
escala comercial foi o Bakelite, descoberto em 1907 por Leo H. Baekeland através
da adicdo de formaldeido e fenol e subsequente condensacdo dos mondmeros
obtidos (CRESPY et al., 2008).

A reacao de polimerizacao, caracteristica de cada sistema, transforma
0os mondmeros em polimeros com diferentes propriedades de acordo com
parametros como tamanho molecular, polidispersidade e propor¢cédo de mondémeros,
sendo a principal aplicacdo destes polimeros o seu processamento em produtos
plasticos finais. Os plasticos sdo encontrados virtualmente em todos os ambientes
gue envolvem a atuacdo do ser humano, sendo utilizados na agricultura, medicina,
transporte, encanamentos, instalacao elétrica e hidraulica, embalagens, manufatura
de bens domésticos e eletrbnicos, moveis, entre muitos outros (SIDDIQUI € PANDEY,
2013). Existem centenas de polimeros plasticos, sendo quase em sua totalidade
derivados do nafta, a fracdo mais leve oriunda da destilacédo fracionada do petréleo.
Estima-se que somente em 2013 foram produzidos cerca de 300 milhdes de
toneladas de plastico, com aumento para 311 milhdes de toneladas em 2014
(PLAsTICS EUROPE, 2015), com o mercado global atual gerando cifras proximas a 600
bilhdes de délares (WORLDWATCH INSTITUTE, 2015). Entretanto, das centenas de
materiais possiveis de serem produzidos, apenas alguns deles sdo responsaveis
pela grande maioria da fatia de mercado, sendo considerados como polimeros
commodities (Figura 1.1). Os principais polimeros produzidos atualmente, bem como

as suas principais aplicagdes encontram-se descritos na Tabela 1.1.



Garrafas, etc. Armacdes e copos Colchoes e Molduras de janelas, Brinquedos, canos,

Plasticos (PS), Painéis de Pisos e canos, etc. garrafas, etc.
Embalagens (PS-E) Isolamento, etc.

PE-LD, PE-LLD

17.2«

Filmes para alimentos, Pastas, tampas, Panelas de Teflon (PTFE), calotas (ABS),
sacolas reutilizaveis, etc. parachoques, etc. telhas (PC), etc.

FIGURA 1.1 - Principais plasticos comercializados, suas principais aplicacdes e suas
fatias de mercado em 2015 (PLASTICSEUROPE, 2015). PS-E: PS expandido; PE-HD,
PE-MD: PEAD; PE-LD, PE-LLD: PEBD.

Os polimeros tédo logo foram descobertos e desenvolvidos ocuparam
uma importante fatia do mercado, pois séo faceis de serem trabalhados e,
consequentemente, produzir itens em larga escala. Além disto, seus produtos
apresentam caracteristicas sempre desejadas em materiais estruturais, como
seguros, higiénicos, inertes, quimicamente resistentes, leves, duraveis, passivel de
esterilizagdo, grande resisténcia a impacto e a contaminagdo por micro-organismos,
além de ser moldavel de acordo com as caracteristicas fisico-quimicas desejadas
(SipDIQUI e PANDAY, 2013; KUMAR et al., 2014). Mas mesmo com toda essa variedade
de uso e sua enorme producdo mundial, estes materiais trazem consigo problemas
inerentes a todas essas vantagens descritas, principalmente relacionadas as suas

caracteristicas de resisténcia e durabilidade.



TABELA 1.1 - Principais classes de polimeros comercializados atualmente e suas

principais aplicacdes. Adaptado de (Robby 2013; KOUSHAL et al., 2014).
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1.2 - Problemas associados aos polimeros convencionais

A grande maioria dos polimeros existentes, principalmente os materiais
de maior consumo no mercado, atualmente baseiam-se em mondémeros derivados
da industria petroquimica. Entretanto, a utilizacdo em excesso deste tipo de recurso
leva a desequilibrios graves na biogeoquimica ambiental e na ecologia, levando a
problemas de dimensdes mundiais, como exploracdo de recursos fdsseis e
producdo de grande quantidade de residuos ndo biodegradaveis (BROWNE et al,
2015).

O uso contemporaneo de recursos fosseis para a producdo de
polimeros acarreta no desenvolvimento de problemas associados ao acumulo de
residuos de carbono e outros gases que acentuam o efeito estufa, que levam
inevitavelmente ao aquecimento global. Este problema advém da juncdo da sua alta
pegada de carbono durante seu ciclo produtivo, somado ao fato destes materiais
serem utilizados durante um curto espaco de tempo, sendo posteriormente
descartados ou incinerados, ambas as situagbes causando impactos ao ambiente
devido a sua enorme recalcitrancia (OECD 2013; RobbDY, 2013). Sendo assim, o
carbono lentamente acumulado durante milhdes de anos esta sendo novamente
inserido no ambiente, na forma de materiais recalcitrantes e nocivos como residuos

plasticos e CO..

Ndo ha uma maneira totalmente segura de dispor de plasticos
convencionais e seus residuos pré- e pos-producéo, tornando-os um grave problema
durante toda a cadeia produtiva, desde a fabricacdo, uso e descarte. A natureza
fisico-quimica dos plasticos acaba sendo o motivo pelo qual estes ndo sédo
degradados na natureza. As cadeias poliméricas dos materiais tradicionais séo
muito longas e bem empacotadas para serem afetadas por processos naturais ou
bioldgicos, persistindo no ambiente por muito tempo apés a utilizacdo do material
(KousHAL et al., 2014).

Duas alternativas sao aceitas no presente momento para uma “correta”
disposicdo de residuos plasticos. A reciclagem, apontada como uma solucdo para
algumas classes, porém, ndo apresenta alta eficiéncia, pois estimativas indicam que

apenas cerca de 7% do montante possivel esta sendo reciclado (BAGHERIASL, 2012),



sendo este montante muito dependente de politicas de incentivo, restrita apenas a
paises com elevado potencial de desenvolvimento. A incineracdo de plastico se
apresenta como uma alternativa viavel ao menos do ponto de vista energético, ja
gue o poder calorifico do material se assemelha ao de outros produtos derivados do
petréleo (BRAUNEGG et al., 2004), contudo, ndo se pode desconsiderar a entrada de
CO; fixado a milhares de anos artificialmente no ciclo de carbono natural,
provocando um desequilibrio ambiental, além de outros possiveis contaminantes
toxicos derivados da estrutura quimica dos diversos polimeros utilizados atualmente.
Além disso, durante a producao e disposi¢do destes materiais podem ser produzidos
xenobidticos de alto impacto ambiental, conhecidos como poluentes organicos
persistentes (POPs), que recebem este nome justamente por serem extremamente
recalcitrantes e téxicos, como cloreto de vinila, dioxinas e furanos policlorados
(PCDF/PCDD), ftalatos, bisfenol-A, etc. (KousHAL et al., 2014).

Outro ponto a ser considerado se refere a existéncia de uma quantidade cada
vez maior de microplasticos, fragmentos minusculos de materiais semi-degradados,
gue apresentam desdobramentos sobre ecossistemas aquaticos como, por exemplo,
o marinho. Pedagos milimétricos sdo constantemente confundidos com presas e
ingeridos acidentalmente por vertebrados como peixes, aves, répteis e mamiferos,
resultando em obstrucdo e mau funcionamento do sistema digestivo, eventualmente
levando esses animais a morte (GREGORY, 2009; WAGNER et al., 2014b). Residuos
microscopicos por sua vez, podem atuar como acumuladores troficos, carregando
contaminantes antropogénicos e microbiologicos a habitats ndo naturais, difundindo
contaminantes em velocidade superiores as convencionais e aumentando o impacto

ambiental causado por estes materiais (ROCHMAN et al., 2013; ZETTLER et al., 2013).

Por estes motivos, ha a necessidade de repensar o rumo do
desenvolvimento, alternando para estratégias que independam de recursos fosseis e
gue minimizem o impacto ambiental gerado pela producdo destes materiais nao
naturais. Esta mudanca passa pela descoberta e desenvolvimento de novos
materiais e/ou tecnologias para manufatura-los bem como por uma mudanca cultural
com conscientizacado de diversos segmentos industriais para a implementacao de
produtos e politicas que se baseiem em recursos renovaveis e ciclos naturais

fechados.



1.3 - Solugcbes ambientalmente corretas para o0s polimeros

tradicionais

Tecnologias recentes tém sido direcionadas para a producdo de
materiais poliméricos menos agressivos ao meio ambiente. Hoje em dia o mercado
de polimeros encontra uma situacdo de pleno crescimento, impulsionado pelas
evolucdes no mercado de “bioplasticos”. Todavia esta terminologia é um tanto
qguanto subjetiva, podendo ser interpretada muitas vezes de forma ambigua, sendo
atrelada a duas classes de materiais com caracteristicas distintas sendo, i)

polimeros biodegradaveis; e ii) polimeros biobaseados (TokiwA et al., 2009). Para

garantir uma utilizacdo correta destes termos, a Unido Internacional de Quimica
Pura e Aplicada (IUPAC) publicou uma recomendacéo de terminologias para a area,

sendo as mais importantes destacadas na Tabela 1.2 (VERT et al., 2012).

TABELA 1.2 - Recomendagdo da IUPAC sobre terminologias relacionadas a
polimeros e suas aplica¢gdes (VERT et al., 2012)

Termo

Significado

Macromolécula

Biomacromolécula
Polimero
Biopolimero

Biopolimero Sintético

Polimero Atrtificial

Biomassa

Polimero Biobaseado

Bioplastico

Polimero
Biodegradavel

Molécula de alta massa molar feita com multiplas repeticdes
de pequenas moléculas

Macromoléculas produzidas por organismos vivos
Substancia composta de macromoléculas

Substéncia composta de biomacromoléculas

Copia de um biopolimero, feita pelo homem por rotas
abioticas

Polimero feito pelo homem que ndos seja um biopolimero

Sistemas vivos e colecdes de substancias organicas
produzidas por sistemas vivos, exploraveis como materiais
aplicados

Composto ou derivado, total ou em parte, de produtos
biotecnolégicos derivados de biomassa

Polimero biobasedo que pode ser moldado em alguma parte
do processo

Polimero que pode ser degradado pela agdo do ambiente,
como ar, luz, calor ou micro-organismos




A Figura 1.2 ilustra as diferengas encontradas entre cada tipo de

polimero, e seus principais representantes dentre 0s materiais conhecidos

atualmente.
Baseados em Materia-prima | Biodegradaveis e baseados
recursos renovaveis renovavel ! em recursos renovaveis

" Biobaseados e
Biodegradaveis

PLA, PHA, Polissacarideos

Polimeros

Biobaseados
“PE verde” Bio-PP, Bio-PET,

Borracha natural, etc

Biodegradaveis

Polimeros Polimeros
Convencionais Biodegradaveis
PE, PP, PS, etc. PBAT, PBS, PCL

Matéria-prima ,
petroquimica Biodegradaveis

FIGURA 1.2 -Tipos de polimeros produzidos industrialmente. Adaptado de PHILP,
2013.

Os polimeros biodegradaveis podem ser produzidos a partir de
mondmeros derivados da indUstria petroquimica, porém, apresentam uma estrutura
passivel de biodegradacdo, que pode ocorrer de maneira abibtica através da
exposicdo a luz, umidade, vento e calor, bem como por rotas bibticas por acdo de
enzimas e micro-organismos, ou ambas. Esses materiais possuem uma estrutura
guimica que permite uma rapida assimilacdo do material pelo meio ambiente,
minimizando o impacto causado pelo descarte de plasticos. Quando exposto a
agentes fisicos e/ou comunidades microbianas de um determinado ambiente como,
por exemplo, solo, lodo ou agua, polimeros biodegradaveis e biopolimeros sao
biotransformados, podendo ser completamente mineralizados a CO,, H,O e outros
compostos. Enzimas secretadas extracelularmente e/ou fenbmenos como luz, calor

e umidade atacam o esqueleto quimico dos polimeros, levando a produtos de



degradacdo de baixa massa molecular, que podem ser assimilados por células
microbianas para serem usadas como fonte de carbono e energia (Figura 1.3)
(REHM, 2010). Uma distingdo importante de se fazer € que um polimero
biodegradavel € degradavel, enquanto que um polimero degradavel nédo é
necessariamente biodegradavel (VERT et al., 2012). Pode-se correlacionar a
capacidade de biodegradacdo com a existéncia de certos grupos funcionais de
maior labilidade frente a hidrolise, e sendo assim, de uma maneira geral poliésteres,
poliamidas, poliuretanas, polianidridos, poliacetais e polimero com substituintes
polares podem ser susceptiveis a processos de degradacao, em diferentes faixas de

tempo (LUCKACHAN e PiLLAI, 2011).

i Degradagdo abiética

n— > A

Enzimas

extracelulares

, Fragmentos de baixo PM
Polimero

CO,/H,0/ : Biodegradacdo |

\ residuo/biomassa

aerdbica ,,/
C0,/H,0/
residuo/biomassa /
g ) Biodegradagao
residuo/biomassa <:|

C0,/H,0/CH,

anaerdbica

FIGURA 1.3 - Esquema de biodegradacao de polimeros no ambiente. Adaptado de

LUCKACHAN e PiLLAl, 2011.

Os polimeros biodegradaveis ainda nao apresentam grande
penetragcdo nos mercados mais tradicionais, porém tiveram grande aceitacdo na
area de materiais descartaveis. Dentre os polimeros biodegradaveis oriundos de
recursos nao-renovaveis de maior destaque podem ser citados a poli-e-caprolactona
(PCL), poli-succinato de Butileno (PBS), poli-succinato de etileno (PES), poli

(butileno-adipato-tereftalato) (PBAT), entre outros (VROMAN e TIGHZERT, 2009).
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Os polimeros biobaseados sdo aqueles que apresentam estrutura
quimica similar aos compostos derivados de petréleo, porém a matéria-prima
utilizada para a fabricacdo deste material € total ou parcialmente proveniente de
fontes renovaveis, sendo o principal substrato a biomassa derivada de residuos
agroindustriais (BaBu et al. 2013). A biomassa oferece uma fonte de carbono
proveniente da biosfera como uma alternativa para o carbono fossilizado. Qualquer
material biologico que cresca e esteja disponivel pode ser classificado como
biomassa, incluindo plantacfes, arvores, subprodutos animais e humanos, residuos
industriais e qualquer outro material biolégico com capacidade de ser reabastecido
em um curto espaco de tempo (RobbDy, 2013). Este material passa por uma ou mais
etapas de transformacéo para a obtencdo de pequenas “moléculas de plataforma”,
gue podem ser inseridas em processos industriais existentes sem necessidade de
modificacdo da rota (PERLATTI et al, 2014). O uso deste substrato como fonte de
matéria-prima em teoria reduz a pegada de carbono e a emissao de gases nocivos,
guando se considera que o material vegetal utilizado para obtencdo do material de
partida utilizou parte destes componentes, especialmente CO,, para seu
desenvolvimento enquanto viva (MULHAUPT, 2013; SHELDON, 2014). Apesar de o
mercado apresentar atualmente capacidades similares em utilizagdo para ambas as
classes (Figura 1.4), varios fatores estdo levando a um desenvolvimento rapido da

industria de biobaseados no mundo.

Todavia, desde o inicio da segunda década do Século XXI se observa
uma mudanca de paradigma, onde a pesquisa e desenvolvimento estdo mudando
de novos polimeros biodegradaveis para obtencdo de produtos de partida oriundos
de matéria-prima renovavel (Figura 1.5), mas que produzam polimeros de estrutura
guimica idéntica aos convencionais, 0 que se torna conveniente visto ndo ser
necessaria modificacdes em linhas de producdo e conhecimento de aplicacdo. Além
disso, uma combinacao de beneficios ambientais, econémicos e sociais atrelados ao
uso de matéria-prima renovavel ndo derivada de petréleo sdo utilizados como
propaganda, especialmente numa época pos-crise onde alternativas aos métodos

tradicionais foram definidos como rota de escape (OECD, 2013).
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FIGURA 1.4 - Capacidade global de producéo de bioplasticos em 2014 por tipo de

material. Adaptado de EUROPEAN BIOPLASTICS, 2016a. *Contém blendas de amido
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FIGURA 1.5 - Capacidade global de producédo de bioplasticos, producéo consolidada

até 2015 e estimativas até 2019. Adaptado de EUROPEAN BIOPLASTICS, 2016b.
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Entretanto, é importante salientar que uma vez produzido o polimero
“verde”, eles apresentam os mesmos problemas relacionados com os polimeros
petroquimicos convencionais no que tange a geracdo de residuos e outros
problemas ambientais ja descritos. A propria definicdo de “biobaseado” (bio-based)
da IUPAC ressalta que “um polimero biobaseado ou dispositivo polimérico ndo é
necessariamente ambientalmente amigavel, nem biocompativel, nem biodegradavel,
especialmente se possuir estrutura que remeta a polimeros baseados em

petroquimicos” (VERT et al., 2012).

O mercado de polimeros biobaseados apresenta diversos exemplos de
sucesso recente, sendo a sua vasta maioria baseada em precursores derivados do
etanol, como a producédo de Bio-PE, Bio-PP e Bio-PET por empresas como Dow,
Braskem e Solvay, através de uma rota que utiliza a molécula de etanol para
formacdo dos precursores sintéticos (etileno, propileno e etileno glicol,
respectivamente) para producdo dos polimeros (PERLATTI et al, 2014). Um dos
grandes momentos de estimulo deste recente mercado se deu por conta do
desenvolvimento de rotas para producdo de Bio-PET pela Coca-Cola em 2009, com
aceitacdo instantanea pelo mercado (ReEN et al., 2015). O caso de Bio-PET é
emblematico, pois por ser um heteropolimero, contendo 32% em massa de etileno
glicol e 68% em massa de &acido tereftadlico. Durante os primeiros anos era
comercializado como sendo um material que continha até 30% Bio-PET, sendo que
esta designacao pode levar a compreensdes erradas, uma vez que nao existia esta
porcentagem de um material completamente biobaseado, e sim 30% de
componentes quimico oriundos da biomassa no polimero. Durante os Ultimos anos
muitos esforcos foram direcionados para obtencdo de rotas renovaveis para a
producdo sustentavel do outro monémero e, numa parceria entre Coca-Cola e a
empresa Virent, o bio acido tereftalico (Bio-PTA) foi obtido de biomassa através da
oxidacdo de p-xileno obtido de biomassa, possibilitando em 2015 a primeira
demonstracdo em escala industrial de garrafas PET 100% biobasedo (PANG et al.,
2016).

Apesar de ambos o0s polimeros, biobaseados e biodegradaveis,
possuirem novos atributos que os tornam melhores de um ponto de vista ambiental
guando comparados aos tradicionais polimeros baseados em matéria-prima

proveniente da industria petroquimica, ainda sim apresentam algum problema
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ambiental associado ao seu desenvolvimento e aplicacdo. Por este prisma, a
existéncia de polimeros que apresentem ao mesmo tempo as caracteristicas de
biobaseado e biodegradavel consiste na melhor alternativa para um material de
menor impacto ambiental, tanto para sua producdo quanto para sua disposi¢cdo. A

Figura 1.6 ilustra todo o ciclo da cadeia produtiva das classes de polimeros,

Reciclagem

Melhoramento e "
reconstrugao
o -

diferenciando a rota dos n&o renovaveis e o ciclo dos materiais renovaveis.
Producgao de petroleo

S

Incineragao
Refinaria }
Ciclo dos ﬁ
materiais
) Coleta e

gerenciamento
de residuos

7]

S
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-

Matéria-prima

Quimica Biodegradacgao
Verde
Biodeterioragao
Biofragmentagéo
Assimilagao
Biomassa
t Emissao de VOCs
Matéria-prima t . L >
renovavel Liberagao de nanoparticulas ‘

Degradagao durante o uso

FIGURA 1.6 - llustracdo dos processos produtivos na cadeia polimérica com relacao a

matéria-prima e o destino apds uso (VILAPLANA et al., 2010).

Embora a producdo de polimeros ao mesmo tempo biobaseados e
biodegradaveis seja de grande importancia para minimizar de melhor forma os
impactos ao meio-ambiente pré- e pdés-utilizacdo, fatores comerciais como o alto
custo de producéao e beneficiamento dos polimeros desta classe, e a necessidade de

criacdo de novos mercados devido as novas estruturas quimicas presentes fazem
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com que a industria se torne reticente a busca por novas tecnologias (ELVERS et al.,
2016). Sendo assim, existe uma necessidade de aumento da competitividade no
processo produtivo destes materiais, bem como a criacdo de demanda de mercado
para estes novos polimeros, impulsionando a descoberta de tecnologias e
metodologias que permitam a exploragéo destes compostos em escala comercial de
maneira competitiva. Para tanto, diversas estratégias podem ser efetivamente

desenvolvidas.

Dentre os possiveis caminhos presentes atualmente que apresentam
relativo know-how e a possibilidade de rapido escalonamento para atender uma
crescente demanda de mercado de biopolimeros, uma fonte que chama a atencao
pela versatilidade e capacidade de obtencdo de uma ampla gama de produtos, e
gue vem se destacando por resultados extremamente positivos é a utilizacdo de
micro-organismos, entre eles bactérias (REHM, 2010). O uso de bactérias chama a
atencdo por sua capacidade de serem cultivadas em biorreatores em processos
biotecnolégicos (batch ou on-line) para a obtencdo de biopolimeros e polimeros
biodegradaveis podendo ser competitivos, do ponto de vista de aplicacdo e de

producédo, quando comparados as opc¢des atuais de mercado.

1.4 - Aplicacdo biotecnologica de bactérias, com énfase em

biopolimeros

O ser humano utiliza-se de processos biotecnolégicos como
fermentacdo desde aproximadamente 7.000 a.C., na producéo de alimentos como
pao e cerveja, considerada essencial no desenvolvimento da raca humana. As
primeiras tentativas de explicar sua fenomenologia foram baseadas no engenhoso
conceito de geracao espontanea elaborado por Aristoteles que persistiu por mais de
2.000 anos (BEM-MENAHEM, 2009).

O pensamento racional acerca da existéncia de micro-organismos
envolvidos no processo iniciou-se em 1665 pelas primeiras observagdes obtidas
através de avancos no desenvolvimento de microscépios, sobretudo por Antonie
Van Leeuwenhoek e Robert Hooke (GEST, 2004). Porém, foi apenas no século XIX

que Louis Pasteur demonstrou de maneira inequivoca a existéncia de seres
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microscopicos responsaveis pela transformacdo quimica e biolégica dos materiais
frescos (BOURDICHON et al., 2012). Até a primeira guerra mundial, apenas o etanol
era produzido em escala comercial, contudo a partir do comeco do século XX,
tecnologias relacionadas a producdo microbiana de biomoléculas como enzimas,
antibiéticos,  metabdlitos, polimeros, etc., foram se desenvolvendo
consideravelmente (CHOJNACKA, 2009). Atualmente, micro-organismos séo utilizados
para producdo de uma ampla variedade de produtos de interesse comercial tais
como pesticidas, fertilizantes, aditivos alimentares, farmacos, combustiveis e, em
especial biopolimeros. Estas aplicacdes permitiram um grande desenvolvimento no

mercado global, sendo estimado em 250 bilhdes de doélares em 2013 (ONER, 2013).

Na natureza, os biopolimeros sdo componentes do processo de
desenvolvimento dos micro-organismos. Apresentam papéis importantes na
manutencdo da viabilidade celular pelo acimulo de nutrientes, pela protecdo a
certos fatores abidticos e no reconhecimento intra- e interespecifico (ONER, 2013). A
primeira descoberta, isolamento e caracterizacdo quimica confiavel de um polimero
bacteriano foi feita em meados do século XIX, quando Louis Pasteur identificou a
dextrana como sendo um produto de origem microbiana em vinho (PASTEUR, 1861).
Desde entdo, diversos polimeros de origem microbiana tém sido amplamente
estudados, alguns até com aplicacdes comerciais e producdo em escala industrial. A

tabela 1.3 apresenta alguns dos polimeros microbianos.

Por serem de origem natural e oriundo de organismos vivos, estes
biopolimeros tendem a ser também biodegradaveis, pois apresentam anabolismo e
catabolismo naturalmente mediado por suas proprias rotas enzimaticas, tornando-os
alternativas interessantes para materiais utilizados em grande escala e/ou em
aplicacdes descartaveis. Ademais, polimeros microbianos sédo constituidos de
moléculas naturais ndo toxicas consideradas inerentemente biocompativeis,
qualidade esta que permitiu aplicagbes destes polimeros como armacao ou matriz
para engenharia de tecidos, curativos ou para dispositivos de liberacdo seletiva e
controlada de farmacos (TANAKA et al.,, 2015). Alguns destes polimeros sao
gradativamente degradados in vivo, tornando-os bem adequados para aplicacdes de

entrega de farmacos e reposicéo de tecidos.
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TABELA 1.3 - Polimeros produzidos por micro-organismos. Adaptado de REHm, 2010

Classe/Polimero Estrutura Primaria Componentes Produtores AplicacBes industriais
Poliamidas
. - Hetero_pqllmero .- Cianobactéria, Acinetobacter Dispersante e amolecedor de
Cianoficina constituido de Aspartato e arginina

dipeptideos

spp. e Desulfitobacterium spp.

Bacillus spp., Fusobacterium

agua

Substituto de poliacrilato,

Poli-y-glutamato Homopolimero Glutamato nucleatum, e Natrialba espessante, umectante e
aegyptiaca cosmeético
Polianidrido
Polifosfato Homopolimero Fosfato Bactéria e Archaea Intensificador de sabor
Poliéster
Polihidroxi- R)-3- : ioplasti [ i
Heteropolimero . ( ) . Bactéria e Archaea B'Opla.St'CQ’ blom,at_enal p/

alcanoatos hidroxiacidos aplicacdes médicas

Polissacarideos

Alginato

Curdlana

Acido Hialurénico

Heteropolimero -
(1,4)-ligado

Homopolimero B-
(1,3)-ligado

Heteropolimero B-
(1,4)-ligado

Acido Manurénico e
Acido Gulorbnico

Algas, Pseudomonas spp. e
Azotobacter spp.

Agrobacterium spp., Rhizobium

Glicose
spp. e Cellulomonas spp.

Streptococcus spp.
e Pasteurella
multocida

Ac. Glucorénico e N-
acetil Glucosamina

Biomaterial para engenharia
de tecido e entrega controlada
de farmacos

Aditivo de comida como
espessante, estabilizante ou
gelificador

Cosmeéticos, reparo de tecidos
humanos e entrega de
farmacos
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Quando se faz a comparacgéo entre polimeros microbianos e polimeros
nao renovaveis baseados em petroleo, o custo de producgéo se torna um parametro
crucial. Os custos de producdo podem ser atrelados ao valor da matéria-prima, ao
rendimento do polimero relativo a quantidade de fonte de carbono fornecida, assim
como as etapas subsequentes do processamento como diversos processos de
separacdo de biomassa e purificacdo do polimero, que sédo delineadas pela
aplicacao final do produto (RHEM, 2010). Entretanto, biopolimeros derivados de
recursos naturais apresentam vantagens competitivas devido a sua producao
sustentdvel usando recursos renovaveis, sua biodegradabilidade, e muitas vezes, a

sua biocompatibilidade.

Dentre algumas solucfes para aumentar a viabilidade do processo e
producdo de biopolimeros, uma das mais promissoras é a reducdo do custo da
matéria prima, com o uso de uma ampla diversidade de materiais considerados
residuo ou subproduto de processos ja estabelecidos, que podem ser elencados a
condicdo de matéria-prima renovavel para a producdo destes produtos finais se
inserido dentro do processo. A grande maioria destes subprodutos é derivada
diretamente da agricultura ou de processos industriais resultantes do beneficiamento

destes produtos agricolas (SOLAIMAN et al. 2006).

Outro ponto a ser considerado € a utilizagdo de organismos que
possuam alta eficiéncia na conversdo destes substratos em produtos de interesse
biotecnoldgico. E comum encontrar a producdo de um ou mais tipos de biopolimeros
em qualquer espécie bacteriana estudada, porém apenas alguns poucos organismos
apresentam uma capacidade metabdlica para producdo em volume
economicamente viavel. Sabe-se que as bactérias sdo 0s seres com mais ampla
distribuicdo geografica e populacional, sendo onipresentes em nosso planeta e
virtualmente encontradas em todos os ambientes. Num trabalho publicado por
WHITMAN et al. (2015), os autores descrevem que existem cerca de 12.000 espécies
bacterianas identificadas. Contudo, ScHoLSs e HANDELSMAN (2004) estimam que o
namero de espécies existentes possa ser superior a um milhdo, o que indica que
uma grande quantidade de micro-organismos ainda estdo fora do alcance de

exploragéo biotecnoldgica.

Esta grande diversidade de procariotos pode ser muito bem constatada

tanto qualitativa quanto quantitativamente quando se avalia as comunidades
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microbianas presentes nos mais variados ambientes. A este coletivo de micro-
organismos relacionados a um local da-se o nome de microbioma (DILLON e DILLON,
2004). Pode-se observar uma grande variagdo no microbioma entre os diferentes

locais em praticamente todo local, como ilustra a Figura 1.7.

DO Bacteroidetes
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fish
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FIGURA 1.7 - Comunidades microbianas relacionadas a diversos ambientes (LEY et
al., 2006).

A pequena porcentagem de bactérias descritas e a rigueza encontrada
nos mais diversos ambientes incentivam a exploracdo de novos locais, que podem
nos levar ao isolamento de cepas de espécies conhecidas com excelente potencial,
bem como novas espécies de organismos que inclusive sejam capazes de produzir
novos materiais. Um ambiente que apresenta uma grande diversidade, bem como
uma infinidade de individuos para serem avaliados, Sdo 0S micro-organismos
associados a animais superiores, tais como bactérias associadas ao trato digestivo

de insetos.
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1.5 - Bactérias do trato gastrointestinal como fonte de cepas com

potencial biotecnoldgico

Simbiontes microbianos sdo onipresentes na natureza, apresentando
um impacto significante no desenrolar do desenvolvimento, evolucéo e diversidade
dos seres eucariotos (RuBy et al., 2004). Dentre as relacbes existentes, podem
existir micro-organismos que desencadeiam efeitos danosos ou mesmo letais ao
hospedeiro, conhecido como patdégenos, relagcdes onde o hospedeiro atua de forma
inerte, como no caso de comensais, e relacdes onde existe um beneficio matuo para
ambos, conhecida como mutualismo (DiLLON e DiLLON, 2004; HOSOKAWA et al.,
2006). Dentre todas as formas de interacdes interespecificas, uma das mais elusivas
e coesivas € a relacdo entre um hospedeiro superior e bactérias que habitam o
interior de seu corpo. Essa relacdo tem sido muito estudada nos ultimos anos,
especialmente quando relacionada a microbiota humana e as doencgas causadas por
seu desequilibrio (ENGEL e MORAN, 2013).

Os insetos, de maneira similar, sdo hospedeiros de diversas espécies
de bactérias, que possuem diversas funcdes metabdlicas importantes. A Figura 1.8
ilustra onde sdo encontrados os diversos tipos de simbiontes microbianos em

insetos.

%?dzo’% = ° R n
T  wis by
Simbiontes ambientais Simbiontes

e Intestinais intracelular

FIGURA 1.8 - llustracdo de associacdes possiveis entre insetos e micro-organismos.

Adaptado de HANSEL e MORAN, 2014.
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Existem associagbes entre insetos e micro-organismos muito bem
estabelecidas, que envolvem transmissao vertical de cepas altamente
correlacionadas com o hospedeiro que habitam células especificas (bacteriécitos),
muitos que inclusive ja passaram por reducdo genémica perdendo a sua capacidade
de existir sem a presenca do hospedeiro (AKMAN et al., 2002; BAUMANN et al., 2005;
SABBRE et al., 2012). Entretanto, o trato gastrointestinal de insetos tem sido descrito
como uma das maiores fontes inexploradas de diversidade microbiana. Este
ambiente transiente € o lar de inUmeras bactérias, que variam de comensais
adquiridos por habitos como alimentacdo, até cepas de presenca constante e que
estdo envolvidas diretamente em processos biologicos relacionados a saude e
sobrevivéncia do inseto hospedeiro (KikucHI, 2009). Nestes casos, apesar de ocorrer
alguma variacdo de espécie devido a influéncia do ambiente externo, a microbiota
intestinal para os insetos é composta de uma comunidade central de acordo com o
filotipo, o qual a identidade é determinada pelo hospedeiro e as condi¢cdes
ambientais (TANG et al., 2012; PERNICE et al., 2014).

Ryu et al. (2008) demonstraram a importancia de uma flora padrao
estabilizada para o correto desenvolvimento e manutencdo da saude em D.
melanogaster, sendo a capacidade dos micro-organismos de prover nutrientes
essenciais a insetos que sobrevivem de fontes de alimentos restritas em algum tipo
de nutriente especial, como no caso de dietas baseadas em seiva de plantas,
sangue de vertebrados e material vegetal, o principal tipo de associacdo estudada
(DouGLAS, 1998; BOURTzIS € MILLER, 2003; MORAN, 2003; MACDONALD et al., 2011).
Ademais, diversos outros exemplos de associa¢cdes fortuitas podem ser destacadas
nas habilidades de insetos, adquiridas através de seus simbiontes intestinais como,
por exemplo, de tolerancia a alta temperatura (MONTLLOR et al., 2002), competéncia
como vetores de transmissdao (WEISS e Aksoy, 2011), especificidade e/ou
abrangéncia de habitos alimentares (LEONARDO e MuIRU, 2003; TSUCHIDA et al.,
2004; CHu et al.,, 2013), producdao de metabdlitos de comunicacdo intra- e
interespecifica (DILLON et al., 2002; LEROY et al, 2011), preferéncia de reproducao
(SHARON et al., 2010, 2011), resisténcia a vespas parasitoides (OLIVER et al., 2005),
fungos patogénicos (SCARBOROUGH et al., 2005) e de produzir pequenas moléculas
gue suprimem patdgenos ambientais, entre outras. Estes exemplos representam um
vasto reservatério subexplorado de classes de compostos com atividade biol6gica

(RAMADHAR et al., 2014), mostrando que estes tipos de interagdo, apos conhecida e
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entendida, podem ser utilizadas como ponto de partida para manipulagdo dos

insetos bem como na exploragéo de novas classes de substancias.

Além das interacGes naturais descritas anteriormente, muitos insetos
considerados insetos-praga por causarem extensivos danos a plantacées comerciais
apresentam simbiontes bacterianos aprimorados para auxiliar o inseto a driblar
defesas naturais das plantas contra herbivoria, além de métodos antropogénicos de
controle como rotacao de cultura, inseticidas e plantas transgénicas (DouGLAs, 2007;
BRODERICK et al., 2009; HERNANDES-MARTINEZ et al., 2010; KIKucHI et al., 2012; XIA et
al., 2013; GASSMANN et al., 2014). CHu et al. (2013) mostraram que uma das piores
pragas do milho em colheitas americanas, Diabrotica virgifera, ndo so foi capaz de
usar bactérias intestinais para aperfeicoar sua sobrevivéncia, como também foi
capaz de recrutar novas cepas para lhe conferir a capacidade de adaptacdo a
métodos de controle empregados pelo ser humano. Em apenas poucos anos, 0
inseto foi capaz de alterar até um terco de seu microbioma, se tornando resistente a
rotacdo de culturas com soja, método até entdo considerado eficaz no manejo da
praga (CHu et al., 2013). Em outro exemplo, CEJA-NAVARRO et al. (2014) mostraram
gue o inseto Hypothenemus hampei, praga de plantacdes de café presentes em todo
o globo foi capaz de driblar a defesa natural da planta atraveés da detoxificagdo da
cafeina, possuindo um nucleo microbiano permanente, independente do continente
no qual foi coletado, porém, também possui uma variacdo de micro-organismos
devido aos efeitos locais. Além disso, a capacidade microbiana do promover a
detoxificagcdo do composto oriundo do sistema de defesa vegetal se mostrou
correlacionada com a intensidade de colonizacdo por uma espécie de
Pseudomonas, que também apresentou capacidade de biodegradacao de cafeina in
vitro. Para comprovar a simbiose entre 0s organismos, insetos tratados com
antibiéticos apresentaram maior susceptibilidade ao metabdlito secundario da planta
e, ao serem reinoculados com isolados bacterianos, o0s insetos adquiriram

novamente sua habilidade de detoxificagdo (CEJA-NAVARRO et al., 2014).

Estes exemplos claramente ilustram a diversidade metabdlica e de
espécies que podem ser observadas neste ambiente relativamente pouco explorado,
porém que se apresenta como uma grande alternativa para a prospeccao de novos

organismos com potencial biotecnolégico.
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2 - Objetivos

2.1 - Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo principal a identificacdo dos
micro-organismos associados ao inseto-praga D. speciosa, e a avaliacdo do

potencial destes isolados como produtores de biopolimeros.

2.2 - Objetivos Especificos

a) ldentificacdo dos micro-organismos isolados de D. speciosa,
utilizando técnicas genbmicas de sequenciamento da regido 16S
rDNA e protedmica por MALDI-TOF MS.

b) Investigagdo da classificacdo das espécies de micro-organismos
pelas técnicas de identificacéo.

c) Avaliacdo qualitativa da capacidade de producdo de
polihidroxialcanoatos pelos micro-organismos isolados utilizando o
método fluorescente com corante Vermelho do Nilo.

d) Avaliacdo quantitativa da producédo de PHA pelos micro-organismos
mais promissores selecionados na etapa qualitativa e
caracterizacdo analitica da composicdo monomérica de PHAs de
interesse obtidos, por GC-MS, FTIR e NMR.

e) Avaliacdo qualitativa da capacidade de produgcdo de
exopolissacarideos pelos micro-organismos isolados utilizando o
método do teste de ponto bacteriano.

f) Avaliacdo quantitativa da producéo de EPS pelos micro-organismos
mais promissores selecionados na etapa qualitativa e
caracterizagdo estrutural do polimero por FTIR, SEC-UV-ELSD,
GC-MS, MALDI-TOF MS e NMR.
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3 - Materiais e Infraestrutura Gerais

3.1 - Reagentes e Solventes

Agua ultrapura (0,05 uS.cm™) foi produzida in loco através de um

sistema Master System 2000 da empresa Gehaka (S&o Paulo, SP, Brasil).

Acetona HPLC, acetonitrila LC-MS, &cido acético, cloroférmio HPLC,
dimetilsulféxido HPLC (DMSO), etanol HPLC, hexano HPLC, metanol HPLC e xileno
foram adquiridos da marca J.T. Baker (Avantor, Center Valley, PA, EUA). Solventes

grau PA foram obtidos por destilacdo previamente a utilizac&o.

Acido a-ciano-4-hidroxicinamico (a-CHCA), &cido D-galacturdnico,
acido D-glucorénico, acido etilenodiamino tetra-acético sal dissédico (Na;EDTA),
acido trifluoroacético (TFA), agarose, borodeutereto de sodio (NaBDg,), borohidreto
de sbédio (NaBH,), brometo de etidio, cloreto de magnésio (MgCl,), cloreto de
potassio (KCI), cloridrato de D-glucosamina, D-galactose, D-glicose, D-manose, D-
xilose, iodometano (CHgsl), L-arabinose, L-fucose, L-ramnose, mistura de
desoxirribonucleotideos trifosfato (ANTPs), N-acetil-D-glucosamina, piridina (CsHsN),
preto do Sudado B, safranina, sulfato de magnésio (MgSO,), TAq DNA polimerase,
tris(hidroximetil) aminometano (Tris) e vermelho de Nilo foram obtidos da Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EUA).

Acido cloridrico (HCI), é&cido sulfarico (H»,SO,), anidrido acético
((CH3CO0),0), brometo de potassio (KBr), cloreto de calcio (CaCl,), cloreto de sédio
(NaCl), fosfato de potassio monobésico (KH,PO,), fosfato dissédico heptahidratado
(Na;HPO,4.7H,0) e hidréxido de aménio (NH4OH) foram adquiridos na Synth

(Diadema, Séo Paulo, Brasil).

Orange DNA Loading Dye e O’'Gene Ruler 1Kb foram comprados da
empresa Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA)

O kit para extragcao de DNA Wizard® Genomic DNA Purification Kit, e o
kit para purificagdo de produtos de PCR Wizard SV Gel and PCR Clean-up System

foram fornecidos pela empresa Promega, (Madison, WI, EUA).
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Os meios de cultura “Nutriente-Agar” (NA) e “Caldo Nutriente (CN)”
bem como extrato de carne, extrato de levedura e peptona G foram adquiridos da

empresa Hi-Media (Mumbai, india) e utilizados conforme descri¢do do fornecedor.

3.2 - Instrumentacao

a) Laboratério de Microbiologia

Os experimentos de microbiologia foram realizados no Laboratério de
Bioensaios, parte integrante do Laboratério de Produtos Naturais do Departamento
de Quimica da UFSCar. O laborat6rio conta com balanca analitica de dupla escala
AUW-220D Shimadzu, Quioto, Japéao), autoclave vertical 30L (Prismatec, Itu, SP,
Brasil), camara de fluxo laminar Bioseg 09 (VECO, Campinas, SP, Brasil),
incubadora para B.O.D. 411/FPD 86 (Nova Etica, Vargem Grande do Sul, SP,
Brasil), incubadora com agitador orbital com controle de temperatura e fotoperiodo, e
capacidade para 16 frascos de até 500 mL (Nova Etica) e freezer vertical -80°C
MDF-U56VC (Sanyo, Osaka, Japao). Todas as manipulacdes de micro-organismos
foram realizadas dentro de fluxo laminar previamente esterilizado com solucdo
aguosa de etanol 70% (v/v) e radiacdo UVB. Todos 0os meios de cultura foram feitos
pela mistura dos componentes e esterilizacdo por autoclave, por 20 minutos a 121
°C. Todos os cultivos foram realizados a 28°C em auséncia de luz, na tentativa de
mimetizar condi¢cdes de temperatura e luminosidade do ambiente de onde as

bactérias foram isoladas.

b) Espectrofotometro de Microvolume

Para a quantificacdo do DNA extraido, foi usado um espectrofotometro
UV/Vis de microvolume modelo BioSpec-nano (Shimadzu, Quioto, Japao). A leitura

foi conduzida de 200 a 400 nm, utilizando-se 2 pL de solucéo.

C) Termociclador

Para a realizacdo das reagcbes em cadeia da polimerase (PCR) foi
utilizado um termociclador Bio-Rad T100 (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA).
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d) Eletroforese em gel

Para a realizagéo das corridas de eletroforese, foi utilizada uma cuba
horizontal Digel DGH14, 14x14cm, com uma fonte Kasvi K33-300V (Curitiba, PR,

Brasil)

e) Eletroforese Capilar para sequenciamento de DNA

O servico de sequenciamento dos fragmentos produzidos pela reacao
de PCR dos isolados bacterianos foi realizado junto ao Centro de Pesquisas sobre o
Genoma Humano e células-tronco (CEGH-CEL), ligado ao Instituto de Biociéncias
da Universidade de Sao Paulo (IB-USP). Para o sequenciamento, foi utilizado um
equipamento de Eletroforese Capilar Applied Biosystems 3730 DNA Analyser,
(ABSciex, Framingham, MA, EUA), com colunas capilares POP7, e para a reacdo de
sequenciamento foi utilizado o kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit com

marcadores fluorescentes para cada nucleotideo.

f) Softwares e banco de dados para tratamento de dados de bioinformatica

Para o tratamento dos dados gerados pelo sequenciamento foram
utilizados os seguintes softwares: 1) Para a avaliacdo da qualidade e da sequencia
de nucleotideos de DNA dos fragmentos de PCR, obtidas por sequenciamento, foi
utiizado o software BioEdit (lbis Biosciences, Carlsbad, CA, EUA;
http://www.mbio.ncsu.edu /bioedit/bioedit.html); 2) Para a identificacdo das bactérias
foi feita pela comparacdo da sequencia obtida com a base de dados do NCBI
(National Center for Biotechnology Information - EUA) através do uso do algoritmo
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool; http://blast.ncbi.nim.nih.gov); 3) Para
alinhamento das sequencias e constru¢cdo do dendrograma, utilizou-se o software
ClustalX v. 2.1 (Conway Institute University College Dublin, Dublin, Irlanda;
http://www.clustal.org/clustal?); 4) Para visualizacéo e edi¢cdo da arvore filogenética,
foi utilizado o software FigTree v. 1.4.2 (Molecular Evolution, Phylogenetics and
Epidemiology Group, Universidade de Edinburgo, Edinburgo, Escécia;

http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree).
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s)] Centrifuga

Todo o desenvolvimento do trabalho foi realizado utilizando uma
centrifuga Eppendorf 5810R (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) com rotores FA-45-
30-11 (Rotagdo Maxima: 20817 x g) F-34-6-38 (Rotacdo Maxima: 18500 x g) e A-4-
81 (Rotacdo Maxima: 3220 x g), com capacidade para tubos de 2 mL, tubos

plasticos de 15 mL ou 50 mL, e frascos de 500mL respectivamente.

h) Liofilizador

Para a secagem de amostras aquosas foi utilizado um liofilizador E-C
Modulyo (E-C Apparatus Inc. EUA, atualmente Thermo Fisher, Carlsbad, CA, EUA)
com 8 saidas, onde podem ser encaixados baldes de fundo redondo ou entdo

adaptadores para frascos de vidro de 500 mL.

)] Secagem de amostra e reagdes de derivatizagao

Para secagem de amostras organicas e também para a realizacdo de
reacoes de derivatizacao foi utilizado um bloco de aquecimento Techne DriBlock DB-
3A (Bibby Scientific Ltd., Stone, Staffordshire, Reino Unido), com suporte para 36
tubos de ensaio de 13 mm e secagem por fluxo de ar comprimido ou nitrogénio (2

psi).

)] Espectrometria de massas com ionizagao por dessorcao a laser assistida por
matriz acoplada a um analisador por tempo de voo (MALDI-TOF MS)

Os experimentos de MALDI-TOF MS foram realizados em colaboracéo
com o Prof. Dr. Edson Rodrigues Filho, do Laboratério de Bioquimica
Micromolecular de Micro-organismos (LaBioMMi), e o Prof. Dr. Douglas Ferreira. O
equipamento usado foi um Bruker AutoFlex (Bruker Daltonics GmbH, Bremen,
Alemanha), usando um laser de nitrogénio (355nm) em uma frequéncia de 1 kHz,
sendo os espectros adquiridos e manipulados utilizando-se o pacote de software
FlexControl v 3.3 (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Alemanha), no modo automético

de aquisicao de dados.
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k) Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de infravermelho foram obtidos em um IR Prestige-21
(Shimadzu, Quioto, Japdo) com a avaliagdo no modo de transmitancia em uma faixa
de 4000-400 cm™, com o acumulo de 32 varreduras por amostra. Antes de cada
andlise foi realizada uma andlise da atmosfera (branco) para ajuste do espectro

obtido. Para o tratamento de dados foi utilizado o software IR Solution (Shimadzu).

)] Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS)

As andlises de GC-MS foram realizadas em um cromatégrafo modelo
QP 2010 Plus hifenado a um analisador de massas triplo quadrupolo TQ-8030
(Shimadzu, Kyoto, Japédo). Para injecdo automatica foi usado um amostrador
automatico AOC 5000 (Shimadzu, Kyoto, Japdo). Como gas de arraste utilizou-se
hélio 5.0 (99.9995%) (White Martins, S&o Carlos, SP, Brasil). Os dados foram

avaliados pelo uso da suite do software GCMS Solution (Shimadzu, Kyoto, Japao).

m) Cromatografia de Exclusdo de Tamanho com deteccdo por ultravioleta e
espalhamento de luz evaporativo (SEC-UV-ELSD)

As analises de Cromatografia por Exclusdo de Tamanho foram
realizadas em um sistema Shimadzu 10A (Shimadzu, Quioto, Japdo) composto por
duas bombas LC-10AT, uma valvula de baixa pressao FCV-10ALvp, um degasser
DGU-14A, um forno de coluna CTO-10A, auto mostrador SIL-10ADvp, detector de
UV/Vis SPD-10 fixado em comprimentos de onda de 260 e 280 nm, e um detector de
espalhamento de luz (ELSD; Evaporative Light Scattering Detector) Alltech 3300
(Grace, Columbia, MD, EUA). A coluna utilizada foi uma TSKgel GMPWXxI (7.8 mm X
30 cm, 13 um) (Tosoh Biosciences, King of Prussia, PA, EUA) com uma pré coluna

(6 mm x 4 cm, 12 yum) de mesma fase estacionaria e temperatura de forno de 37°C.

n) Ressonancia Magnética Nuclear (NMR)

Para as andlises de NMR em liquido, foram utilizados equipamentos da
Bruker sendo um Bruker Avancelll com magneto de 9,4 Tesla (400 MHz para
frequéncia do hidrogénio) (Bruker BioSpin, Karlsruhe, Alemanha) e um Bruker
Avance Il com magneto Ultrashield Plus de 14,1 Tesla (600 MHz para frequéncia do

hidrogénio). Para as andlises de amostras em estado sélido foi utilizado um
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equipamento Bruker Avance Ill com magneto de 9,4 Tesla (400 MHz para frequéncia
do hidrogénio) equipado com uma sonda de 4 mm para experimentos usando a
polarizagcdo cruzada e rotagcdo segundo o angulo méagico, (CP/MAS - Cross
Polarization/ Magic Angle Spinning) para amostras solidas. Para tratamento dos
dados, foi utilizado o software TopSpin 3.0 (Bruker).
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4 - ldentificacdo molecular e espectrométrica de bactérias

associadas ao trato digestivo do inseto-praga Diabrotica speciosa
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4.1 - Introducao

Diabrotica € um género de besouro da familia Chrysomelidae, que
comporta diversas pragas agronémicas na Europa e nas Américas, com destaque
para as espécies D. virgifera, D. undecimpunctata, D. balteata e D. speciosa.
Estima-se que apenas nos Estados Unidos, as Diabrotica spp. sejam responsaveis
por perdas anuais superiores a US$ 1 bilhdo apenas em planta¢cdes de milho (GRAY
et al., 2009). A D. speciosa é a espécie predominante do género Diabrotica na
Ameérica do Sul (AviLA e SANTANA, 2013), se alimentado principalmente de raizes e
tubérculos na fase larval, estando entre as principais pragas de culturas como
batata, trigo, milho e outros cereais (VIANA, 2010). Quando adulta apresenta uma
alta polifagia, sendo capaz de atacar mais de 300 plantas hospedeiras de mais de
50 familias, incluindo diversas planta¢cfes de interesse econémico como feijao, cana-
de-aclcar, batata, trigo e milho (EBEN e MONTEROS, 2013; WALSH et al., 2013).
Dentre os insetos do género, existem descricdes de micro-organismos associados
para todas as outras espécies economicamente importantes, D. undecimpunctata,
(TRAN e MARRONE, 1988), D. barberi (PRISCHMANN et al., 2008), D. balteata (SCHALK
et al., 1987; PRISCHMANN et al., 2008) e D. virgifera (PRISCHMANN et al., 2008; CHu et
al., 2013), onde nesta ultima a sua microbiota é responsavel por conferir resisténcia
a métodos de controle. Entretanto ainda ndo existe na literatura relatos sobre a
microbiota de D. speciosa. Estas caracteristicas as tornam um alvo interessante
para a exploracdo de sua microbiota, visto que suas caracteristicas de plasticidade
geografica e adaptacao alimentar podem ter relacdo com sua diversidade e atividade

microbiana.

Diversos sao 0os métodos para se realizar a identificacdo de micro-
organismos isolados, sendo os métodos mais utilizados a avaliacdo fenotipica,
através da comparacdo de caracteristicas da formacdo da colénia como indicativo
para classificacdo; através de coletaneas compreendendo descricdes detalhadas
(WHITMAN et al., 2012); uso de kits bioquimicos que indicam a capacidade do
organismos de utilizar uma série de substratos, bem como reacdes especificas que
indicam qualitativamente a presenca ou auséncia de sistema enzimaticos (TRUU et
al.,, 1999) ou, mais recentemente, por técnicas gendmicas, que envolvem o

sequenciamento de uma ou mais regides do codigo genético, entre outros. Estas
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técnicas sdo capazes de produzir resultados altamente confiaveis, porém nem
sempre sdo eficientes para a caracterizagcdo de isolados derivados de fontes
ambientais (AWONG-TAYLOR et al., 2008).

N&o obstante, apesar da confianca e precisdo dos métodos atualmente
disponiveis para a identificacdo bacteriana, o uso do perfil de massas protéico (PMF;
Protein Mass Fingerprint) obtido através do uso de espectrometria de massas por
ionizacdo por dessorcdo a laser assistida por matriz acoplada a analisador por
tempo de voo (MALDI-TOF MS) tem se tornado um método robusto e confiavel para

identificacéo e classificacdo de micro-organismos (ROSSELLO-MORA, 2012).

A espectrometria de massas é uma técnica que permite a medicao da
raz8o massal/carga (m/z) de moléculas através de processos de ionizacdo e
migracdo de cargas em ambientes controlados. Diversos tipos de fontes de
ionizacao e analisadores foram desenvolvidos desde o comego do desenvolvimento
da técnica, no comec¢o do século XIX. Porém, devido ao arranjo experimental dos
instrumentos, a grande maioria de suas aplicacdes estava voltada para a area
quimica (SINGHAL et al., 2015). Entretanto, com o desenvolvimento de tecnologias de
ionizacdo branda como electrospray (ESI) e MALDI, houve um grande aumento nas
possiblidades de andlises, incluindo a aplicacdo da técnica para moléculas

biolégicas como proteinas e células inteiras.

As amostras celulares séo preparadas para a ionizacdo pela mistura ou
recobrimento com uma solugéo de um composto orgéanico eficiente na absorgcéo de
energia, chamado de matriz, sendo utilizadas geralmente moléculas organicas de
baixa massa molecular contendo grupos acidos e sistemas conjugados, como
derivados de &cidos cinamico e benzoico (HARVEY, 2015). Ao secar, a amostra em
contato com a solugcdo também cristaliza, resultando num soélido que pode ser
ionizado pela acdo de um laser. A ionizacdo e dessorgdo provocada pelo laser
geram ions na matriz que transferem suas cargas para as moléculas, que sao entao
acelerados através de um potencial fixo, sendo separados no espaco atraves de sua
m/z. Em analisadores de TOF, a m/z € medida pela determinacédo do tempo que
cada ion leva para atravessar o tubo de voo e alcancar o detector. Baseado na
informacédo obtida pelo TOF, um espectro caracteristico de PMF é gerado. A
identificacdo dos micro-organismos por MALDI-TOF MS é feita pela comparacao do

espectro gerado com um banco de dados construidos com espécies ja identificadas
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por outros métodos. Para a identificagdo, geralmente é utilizado uma extensdo de
m/z de 2-20 kDa, contendo principalmente proteinas ribossomais, as quais que
representam 60-70% da massa seca de uma célula bacteriana neste intervalo de
massa. (MURRAY, 2012). A Figura 4.1 exemplifica o processo de geracéo e deteccao

dos ions, bem como um espectro comumente esperado apos uma analise.

A
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Matriz e analito
cristalizados

FIGURA 4.1 - Representacdo esquematica do funcionamento da técnica de MALDI-
TOF MS e exemplo de espectro de massas obtido (Adaptado de CROXATTO et al.,
2012)

De fato, a técnica de MALDI-TOF MS é capaz de fornecer resultados
em nivel de subespécie microbiana em diversos nichos, que incluem controle de
qualidade de alimentos, ecologia quimica, estudos de microbiomas, identificacdo de
patdgenos, etc. (FERREIRA et al., 2011; KERN et al., 2014; LAu et al., 2014; SAMB-BA et

al., 2014). Além disso, as analises por MALDI-TOF MS fornecem resultados em
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poucas horas, contrastando com a necessidade de varias horas, ou mesmo dias,
para a identificagdo através de técnicas genéticas convencionais, sendo que 0s
custos associados com as analises espectrométricas podem ser de apenas um
quinto do preco das analises de sequenciamento (SENG et al., 2009, 2010; BISwAs e
ROLAIN, 2013).

Além de auxiliar na identificacdo das espécies, as técnicas de
caracterizacdo permitem agrupar os organismos de acordo com as similaridades. As
sequencias de nucleotideos da regido do gene 16S rDNA sao muito utilizadas para
identificacdo pois possuem regides extremamente conservadas que indicam uma
possivel relacdo evolutiva entre as espécies, bem como regides hiper-variaveis que
fornecem poder de discriminacéo suficiente para se realizar a distingdo de espécies
dentro de um género (JANDA e ABBOTT, 2007). Estas sequencias também sé&o
utilizadas para obter informacdes relacionadas a classificacdo taxondmica através
de dados filogenéticos. A similaridade entre as sequencias pode ser usada para se
construir uma arvore filogenética que indica a relacao evolutiva entre 0os organismos

avaliados.

Da mesma forma, a combinacdo de analises de MALDI-TOF MS com
técnicas de agrupamento dos resultados de classificacdo microbiana permite uma
classificacdo taxonémica similar a filogenia, obtida por técnicas genéticas como
sequenciamento da regido 16S rDNA. Entretanto, como o MALDI-TOF produz uma
colecao de perfis protedmicos ao invés de sequencias de regides conservadas do
DNA (como no sequenciamento), diferentes conjuntos de agrupamento podem
ocorrer. Esta relagéo filoprote6mica (CoNnwAy et al., 2001) em particular pode gerar
novas compreensdes das similaridades existentes entre organismos relacionadas a
sua funcdo ecoldgica e atividades (ecotipos), ao contrario de relacbes
evolucionarias, além de conhecimento sobre possiveis transferéncias de gene
horizontais e classificagdo polifasica de micro-organismos (KAMPFER e GLAESER,
2012; OBERBECKMANN et al., 2011).

Portanto, para se obter mais informacfes sobre o microbioma de D
speciosa e identificar os isolados que serdo avaliados frente ao seu potencial
biotecnoldgico, essa etapa do trabalho teve por objetivo realizar a identificacdo dos
micro-organismos isolados de D. speciosa usando MALDI-TOF MS e

seguenciamento parcial do gene 16S rDNA.
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4.2 - Procedimentos Experimentais

4.2.1 - Identificagdao de micro-organismos associados a D. speciosa por
MALDI-TOF MS

Para a realizagcdo do experimento de identificagdo dos micro-
organismos associados ao inseto D. speciosa pela utilizacdo da impressao digital
espectrométrica das cepas isoladas pela analise por MALDI-TOF, culturas axénicas
preservadas a -80°C em solucdo aquosa contendo 25% (v/v) de glicerol, obtidas
durante o isolamento em duas épocas distintas, pelos alunos de mestrado do
Laboratorio de Produtos Naturais Fabiana Aparecida Marques em 2012 (MARQUES,
2012) e Anderson Luigi Luiz em 2013 (Luiz, 2013) foram reativadas em meio NA e
incubadas em estufa BOD em auséncia de luz a 28°C. Apo6s a confirmacdo de
crescimento vigoroso, uma col6nia foi transferida com alca de platina estéril para
duas novas placas de meio NA utlizando-se o método de esfregago por
esgotamento e cultivada por mais 24 h nas mesmas condi¢cdes. ApOs o crescimento,
em cada placa quatro colonias foram selecionadas e transferidas com o auxilio de
um palito de dente estéril para uma placa MTP 384-well ground steel TF (Bruker
Daltonics GmbH, Germany). Cada col6nia foi analisada em triplicata, resultando num
total de 24 esfregacos por cepa (2 placas de Petri cultivadas, 4 colbnias de cada
placa, em triplicata; 2 x 4 x 3). As amostras foram entdo recobertas com 1,5 pL de
matriz que consiste em uma solucdo 20 mg.mL™ de acido-a-ciano-4-hidroxicinamico

(a-CHCA) em acetonitrila / solugdo aquosa de acido trifluoroacético 0.1% (1:1 v/v).

Os espectros foram obtidos na faixa entre 2-20 kDa. Pulsos de 250
tiros foram disparados em posicdes aleatorias dentro de cada poco. Os espectros
para cada poc¢o foram gerados a partir do acumulo de 1500 disparos apresentando
intensidade e resolucéo satisfatorias. Apds a obtencéo dos espectros de cada poco
para cada isolado, os mesmos foram utilizados para criagdo de um Espectro
Principal Unificado (MSP) através do software MALDI Biotyper 3.1 (Bruker Daltonics
GmbH, Bremen, Alemanha) usando um algoritmo padréo para correcao de linha de
base, suavizacao e normalizacdo. No total, para cada isolado o MSP foi construido a
partir de 3,6 x 10* espectros de massas, representando a soma dos 1500 tiros de
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cada poco para 0s 24 pocos. Os arquivos de MSP foram utilizados na comparacao
com a base de dados do proprio software para identificacdo das espécies e tambéem

para a construcao da arvore filoprotedbmica.

4.2.2 - Identificagcdao dos micro-organismos associados a D. speciosa por

sequenciamento parcial do genel6S rDNA

Para a identificacdo dos micro-organismos por técnicas moleculares,
culturas axénicas preservada a -80°C em solucdo aquosa contendo 25% (v/v)
glicerol foram reativadas em meio NA e incubadas em estufa BOD. Apds a
confirmagé&o de crescimento vigoroso, uma colonia foi transferida com alga de platina
estéril para meio CN, e cultivada por mais 16 h sob as mesmas condi¢ces. Apds o
crescimento, o meio de cultura foi centrifugado (12.860 x g, 20°C, 10 min) para a

retirada das células, e o sobrenadante descartado.

A extracdo do DNA gendmico bacteriano foi feita utilizando-se o kit
Wizard Genomic DNA Purification Kit, seguindo o protocolo indicado pelo fabricante.
Apbés a obtencdo do DNA e sua rehidratacdo, o mesmo foi quantificado por
espectrometria e entdo diluido para a concentracdo de 25 ng.uL™, utilizada para a
montagem da reacdo de PCR. A reacdo de PCR foi realizada adicionando uma
mistura de desoxirribonucleotideos trifosfato (ANTPs), enzima TAgq DNA Polymerase,
tampé&o Tris-HCI 20 mM pH 8.3 com 100 mM KCI, MgCl, (10 mM), e agua estéril livre
de nucleases e os primers frontal (Forward Primer, FP) e reverso (Reverse Primer,
RP). Para a reagéo, os primers utilizados foram os descritos por WEISBURG et al.
(1991) 27f (5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") e 1525r (5'-
AAGGAGGTGWTCCARCC-3'), considerados universais e eficientes na amplificacéo
de DNA de origem bacteriana. Os reagentes e suas concentracdes, bem como o0s

parametros reacionais utilizados no termociclador estéo dispostos na Tabela 4.1.

Apos a amplificagéo do fragmento de DNA, a reagéo foi confirmada por
eletroforese em gel de agarose 1% (m/v). Para tanto, 4 puL da reacdo foram
misturados com 1 pyL do corante Orange Dye e aplicados em pocos na cuba de
eletroforese. A voltagem para a separacdo das bandas na eletroforese foi de 90 V e

o tampéo condutor utilizado foi o Tris-acetato-EDTA com pH 8,0. A confirmacao da
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reacdo de amplificacéo foi realizada pela aplicacdo do corante brometo de etidio por
visualizagdo em transiluminador, os produtos das reacdes foram purificados com o
uso do kit Wizard SV Gel and PCR Clean-up System seguindo o seu protocolo. Os
produtos de PCR purificados foram quantificados novamente e enviados para o
sequenciamento dos DNAs. As sequéncias obtidas foram analisadas pelo software
BioEdit, e as sequencias de pares de bases obtidas comparadas ao banco de dados
do NCBI através do algoritmo BLAST.

TABELA 4.1 - Reagentes e Condi¢des da reacao de PCR.

Primers  Sequéncia do primer Reagentes Volumes
FP AGAGTTTGATCMTGGCTCAG H,O 10,5 uL
RP AAGGAGGTGWTCCARCC Tampéao 5,0 puL
. MgCl, 4,0 pL
Programacéao do termociclador
dNTPs 1,0 pL
94°C 5 min. PF 10mM 1,0 yuL
49°C 1 min. RP 10mM 1,0 uL
72°C 16 min. DNA Polimerase 0,5uL
4°C % DNA (50 pg.mL™") 2,0 L

Para a construcdo da arvore filogenética, todas as sequencias foram
alinhadas com o software ClustalX usando o método heuristico de alinhamento
multiplo de sequencias (MSA; Multiple Sequence Alignment) usando o agrupamento
de vizinhos (NJ; Neighbor-Joining). Apds a construcdo, a arvore foi visualizada e

editada com o auxilio do software FigTree.

4.3 - Resultados e Discussao

Para que se possa fazer com seguranca a manipulacdo e o uso de
micro-organismos, € imprescindivel que se conheca o tipo de bactéria que sera
usada no trabalho. Em etapas prévias de isolamento de micro-organismos

associados a larvas e adultos de D. speciosa, foram obtidos 73 isolados bacterianos,
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mantidos sob preservacao criogénica. Alguns dos isolados estdo expostos na Figura
4.2.

FIGURA 4.2 - Placas de meio de cultivo NA ilustrando alguns isolados obtidos de D.

speciosa.

Identificagdes iniciais dos micro-organismos realizadas previamente a
este trabalho apontaram uma grande diversidade de géneros microbianos (MARQUES
2012; Luiz, 2013). A Tabela 4.2 resume os isolados obtidos pelo grupo de produtos

naturais do DQ/UFSCar e as codifica¢ges utilizadas durante o trabalho.
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TABELA 4.2 - Codigos usados para descrever cada isolado bacteriano usado neste

trabalho.
NUumero Cod_|go Novo Codigo Numero Cod_|go Novo Codigo
antigo antigo

1 T1C1 DsA.N0O1 38 T11.3 ND DsA.N038
2 T1T1 DsA.N002 39 T11.3 NF DsA.N039
3 T2 B1 DsA.N0OO3 40 T11.5 NA DsA.N040
4 T2C1 DsA.N004 41 T13.5N1 DsA.N041
5 T2 NA DsA.N0O05 42 T13.5 NF1 DsA.N042
6 T5C1 DsA.N006 43 T17.5N1 DsA.N043
7 T7.1N1 DsA.N0OO7 44 T17.5 N2 DsA.N044
8 T7.1 N2 DsA.N008 45 T17.5 N3 DsA.N045
9 T7.1 N4 DsA.N0O09 46 T21.1B1 DsA.N046
10 T7.5N2 DsA.N0O10 47 T21.1 N1 DsA.N047
11 T8.5 N1 DsA.NO11 48 T21.1 N2 DsA.N048
12 T2T1 DsA.N0O12 49 T21.1 N3 DsA.N049
13 T2T2 DsA.N0O13 50 T21.1 N4 DsA.N050
14 T3B1 DsA.N014 51 T21.1 N5 DsA.N0O51
15 T3 NA DsA.N0O15 52 T21.5 DNX DsA.N052
16 T3 NA2 DsA.N0O16 53 T21.5 N1 DsA.N053
17 T4 NA DsA.NO17 54 1A DsF.N0O1
18 T5B1 DsA.N018 55 1B DsF.N002
19 T5 N1 DsA.N0O19 56 1D DsF.N003
20 T5 TSA DsA.N020 57 1F DsF.N004
21 T7.1B1 DsA.N021 58 1G DsF.N005
22 T7.1B2 DsA.N022 59 1H DsF.N006
23 T7.1 N3 DsA.N023 60 2A DsF.NOO7
24 T7.5N1 DsA.N024 61 2B DsF.N008
25 T7.5N3 DsA.N025 62 2C DsF.N009
26 T8.5B1 DsA.N026 63 2D DsF.N010
27 T9.1 N1 DsA.N027 64 2E DsF.NO11
28 T9.1N2 DsA.N028 65 2F DsF.N012
29 T10.1 B1 DsA.N029 66 2G DsF.NO13
30 T10.1 N1 DsA.N0O30 67 2H DsF.N014
31 T10.5B1 DsA.N0O31 68 3A DsF.N015
32 T10.5 N1 DsA.N032 69 3D DsF.N016
33 T11.0 NF1 DsA.N033 70 3F DsF.NO17
34 T11.0 NF2 DsA.N034 71 3G DsF.N018
35 T11.1 BF DsA.N035 72 4F DsF.N019
36 T11.1 ND DsA.N036 73 5F DsF.N020
37 T11.1 NF DsA.N037

40



Para o desenvolvimento dos trabalhos voltados a caracterizacdo de
produtos microbianos, o conhecimento do isolado a ser trabalhado se faz de grande
valia na previsdo da capacidade metabodlica e de mecanismos de seguranca
necessarios para a correta manipulacéo. Para dar inicio ao trabalho de identificacéo,
primeiramente foram feitas as analises de identificacdo microbiana por MALDI-TOF
MS. Apos as etapas de crescimento microbiano e montagem do experimento, 0s
espectros de massas foram adquiridos. A Figura 4.3 mostra exemplos de espectros

de massas obtidos para algumas bactérias selecionadas.
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FIGURA 4.3 - Espectros de massa (2-20kDa) para algumas bactérias selecionadas. a)
Serratia marcescens (DsA.N005); b) Acinetobacter pittii (DsSA.NO06); c)
Stenotrophomonas maltophilia (DsA.N007); d) Pseudomonas mosselli (DsA.N0O08) e)
Identificacdo nao confiavel (DsA.N009); f) Pseudomonas chlororaphis (DsA.N010) e
g) Enterobacter cloacae (DsA.N011)
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Como mostra a Figura 4.3, hd uma grande variabilidade na resposta
instrumental para cada isolado, apresentando espectros com sinais caracteristicos
em massas especificas para cada cepa. Podem ser observados sinais considerados
candidatos a marcadores moleculares de género, como por exemplo 0s sinais
proximos a m/z 3800, 6000, 7200 e 7600, em alta intensidade, na Figura 4.3 d) e 4.3
f), referentes a duas espécies de Pseudomonas, e ausentes nos demais. Pode-se
também notar a semelhanca entre os espectros nas Figuras 4.3 d) e 4.3 e), todavia
qguando aplicados ao conjunto de dados gerados (MSP) para ambos os isolados, o
primeiro ndo obteve uma identificagdo confiavel enquanto o segundo foi identificado
com confianca de género como Pseudomonas mosselii. Estes exemplos ilustram a
sensibilidade dos resultados gerados por este tipo de técnica e o poder de

discriminacao.

De fato, apGs a coleta dos dados e geracdo do MSP, a comparacéo
feita no software Biotyper fornece um resultado na forma de pontos, que variam de
0,000 a 3,000. Estes valores representam o grau de similaridade entre o MSP
gerado e os espectros do banco de dados. Como recomendacdo do fabricante,
podem ser considerados quatro niveis de resultados: 1) entre 0,000 e 1,699 séo
considerados como uma identificacdo ndo confiavel; 2) entre 1,700 e 1,999 sé&o
considerados como identificacdes em nivel de género; 3) entre 2,000 e 2,299 séo
considerados como identificacdo confiavel em nivel de género, e provavel em nivel
de espécie; 4) valores acima de 2,300 sdo considerados como identificacBes
corretas até nivel de subespécie (cepa). Apés comparacdo do MSP de cada isolado
com o banco de dados Biotyper do equipamento, sendo possivel identificar os

isolados conforme descritos na Tabela 4.3.

De acordo com os resultados, 90% dos isolados foram caracterizados
com relagdo ao género, e somente sete isolados ndo apresentaram resultados
confiaveis por MALDI-TOF MS. Destes, trés (DsA.N009, DsA.N023 e DsA.N029)
produziram uma resposta com valores préoximos ao limite minimo, e por isso sua
identificacdo de maior valor foi considerada, enquanto os outros quatro (DsA.N014,
DsA.N042, DsF.NOO3 e DsF.N0O08) nado apresentaram nenhum tipo de resultado
confiavel, ndo sendo submetidos a tentativa de atribuicdo. A Figura 4.4 abaixo

resume os niveis de classificacédo obtidos por MALDI-TOF MS para os isolados.

42



Nivel de identificacdo confiavel (MALDI-TOF MS)
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FIGURA 4.4 - Classificagdo dos resultados de identificacdo dos isolados por MALDI-

TOF de acordo com os niveis taxondmicos. N.l. - Nao identificado.

Vale ressaltar que a metodologia padrdo de andlise indicada pela

Bruker envolve uma etapa prévia de extracdo das proteinas para melhorar a

sensibilidade da técnica, porém resultados satisfatorios foram obtidos através de

analise de células intactas transferidas do meio para a placa de amostragem,

possibilitando uma maior versatilidade e maior quantidade de amostras. A Figura 4.5

mostra o resumo dos resultados de identificacado obtidos por MALDI-TOF MS.

Género

ID Positivo

Acinetobacter
Burkholderia
Delftia
Empedobacter
Enterobacter
Klebsiella
Kluyvera
Ochrobactrum
Pseudomonas
Rhizobium
Serratia
Sphingobacterium
Stenotrophomonas
Streptomyces
Identificagdo nao
confiavel

12

TOTAL

1%

M Enterobacter
M Serratia

M Ochrobactrum
M Empedobacter
W Rhizobium

M Acinetobacter
M Streptomyces
M Burkholderia
M Klebsiella

W Sphingobacterium

M Pseudomonas

M Stenotrophomonas

M Delftia

W Kluyvera

LI Not Reliable Identification

FIGURA 4.5 - Resumo dos resultados de identificacdo dos micro-organismos isolados
de D. speciosa por MALDI-TOF MS.



TABELA 4.3 - PontuagBes obtidas para cada isolado na classificacao 36  DsA.N036 Acinetobacter junii 1,766

pelo software Bruker MALDI Biotyper. 37 DsA.N037 Acinetobacter junii 1,731
p — - 38 DsA.N038 Enterobacter cloacae 1,866
Ndmero _codigo Melhor' resultado Blot”yper Pontos 39 DsA.N039 Enterobacter cloacae 1,793
L DSA.NOOL Am_netobacter bay_lp 1,830 40 DsA.N040 Streptomyces badius 1,821
2 DsA.N002 Acmgtobacter Junil 1,994 41 DsA.N041 Stenotrophomonas maltophilia 1,852
3 DsANOO3 Serratia marcescens 2,019 42 DsANO042 Identificagdo no confiavel 1,154
4 DsA.N004 Serrat!a marcescens 2,036 43 DsA.N043 Rhizobium radiobacter 1,771
= DsA.N0OS Seffa“a marcescens 2,059 44 DsA.N044 Enterobacter cloacae 1,827
6 DsA.NOO6 Acinetobacter pitti . L1704 45 DsA.N045 Enterobacter cloacae 1,989
7 DsA.NOO7 Stenotrophomonas maltop_hnla 1,817 46 DsA.NO46 Klebsiella oxytoca 2125
8 DsA.N008 Pseudomonas mossell_l_ 1,746 47 DsA.NO47 Acinetobacter junii 1707
9 DsA.N009 Pseudomonas mosseluf 1,623 48 DsA.N048 Acinetobacter junii 1,781
10 DsA.N010 Pseudomonas chlororaphis 1,906 49 DsA.N049 Delftia acidovorans 1.829
11 DsA.NO11 Entero_bacter cloacae 1,933 50 DsA_NO50 Acinetobacter junii 1766
12 DsA.NO12 Serratia marcescens 2,398 51  DsA.NO51 Acinetobacter junii 1,766
13 DsANO13 Serratia marcescens 1,946 52 DsA.N052 Pseudomonas sp. 1,800
14 DsA.NO14 Identificagéo néo c_onflavel 1,235 53 DsA NO53 Pseudomonas sp. 1931
15 DsA.NO15 Streptomyces griseus Liri 54 DsF.N0OO1 Pseudomonas putida 2,045
16 DsA.NO16 Streptomyces griseus 1,747 55 DsF.N002 Empedobacter brevis 1,718
17 DsA.NOl7 Streptomyces badius 1,783 56 DsF.N0O3 Identificacdo ndo confiavel 1,359
18 DsA.N018  Ochrobactrum galmlfamgns 2,167 57 DsF.N004 Enterobacter cloacae 1,082
19 DsA.N019 Ochrobactrum |ntermed|um 2,326 58 DsF.N0O5 Pseudomonas monteilii 1.827
20 DSA.N020 Streptomyces griseus. 2,037 59 DsF.NOO6 Pseudomonas monteilii 2,085
21 DsA.NO21 Pseudomonas mossel!! 1,787 60 DsF.N0OOQ7 Enterobacter cloacae 2,193
22 DsANO22  Pseudomonas mosselii 1,786 61  DsF.NOO8 lIdentificacéo ndo confiavel 1,402
23 DsA.N023 Pseud_omonas mo_ss_.elu* 1,668 62 DsF.N009 Serratia marcescens 2,089
24 DsA.N024 . Acmetob_acter pitii 2,075 63 DsF.NO10 Enterobacter cloacae 2,436
25 DsA.N0O25 Sphingobacterium multivorum 2,107 64 DsF.NO11 Enterobacter cloacae 2123
26 DsA.N026 Enterobacter cloac_ae 1,878 65 DsF.N0O12 Enterobacter asburiae 2,080
21 DsA.NO27 Streptomyces badius . 1,977 66 DsF.NO13 Burkholderia gladioli 1,788
28 DsA.N028 Stenotrophomona; maltophilia 1,709 67 DsF.NO14 Pseudomonas monteilii 1,083
29 DsA.NO29 Ochrobactrum grlgrjonense* 1,694 68 DsF.NO15 Acinetobacter calcoaceticus 1,830
30 DSA.NO30 Streptomyces griseus 1,844 69 DsF.NO16 Stenotrophomonas maltophilia 2,136
31 DsA.NO31 Enterobacter cloacae 1,879 70 DsF.N0O17 Pseudomonas monteilii 1,983
32 DsA.N032 Entgrobacter cloe}cge 1,981 71 DsF.N018 Enterobacter asburiae 1,912
33 DsA.NO33 Acmgobacter pital 2,408 72 DsF.NO19 Kluyvera intermedia 1,704
34 DsA.N034 Serrafia marcescens 2,077 73 DsF.N020 Serratia marcescens 2,191
35 DsA.N035 Enterobacter cloacae 1,943

* Indica a melhor identificagdo, mesmo abaixo do score minimo (1,700).
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Para confirmar os resultados obtidos por MALDI-TOF MS, bem como
realizar a identificacdo dos isolados que ndo produziram resultados confiveis, 51
dos 73 isolados foram submetidos as etapas de extracdo, amplificacéo, purificacéo e
sequenciamento parcial do gene 16S rDNA. As extracdes do gene 16S rDNA
procederam de maneira eficiente, resultado em quantidade de fitas de DNA
suficientes para sua amplificacdo, conforme exemplo da resposta instrumental

ilustrada pela quantificacdo espectrofotométrica no BioSpec-nano na Figura 4.6.

Neody Woing:  On{Total 14) Pathlength:  0.7mm Usey Name:  Shimadro

Aokt deona DueTme OH/IOAIIRSRAT  Ohwck Judee: Prevous | (|
7 Nudeic Acid Conc{ng/pd) 427 -79

0D260/280 1 .95 —~

00260/230 2.23 i e ‘

38

N

220 240 260 280 300 320
Wavelength{nm)

FIGURA 4.6 - Quantificacdo de acido nucléico em microespectrofotdbmetro BioSpec-

nano.

A reacao de PCR foi realizada em volumes de 25 pL com sucesso, e a
confirmagdo dos fragmentos do gene 16S rDNA de cerca de 1500 pares de base,
alvos da reacdo em cadeia da polimerase, foram confirmados por eletroforese em
gel de agarose 1% (m/v), pela aplicacdo de uma aliquota de 2 pL. A Figura 4.7

mostra um exemplo de um gel visualizado com iluminag&o UV (245 nm).

Apo6s a amplificacdo, as amostras foram individualmente purificadas
diretamente do volume restante da reacao, ou entdo percorridas em eletroforese e
extraidas das bandas de separacdo do gel, em casos onde foram observados
problemas relacionados com a qualidade e pureza dos produtos de PCR ap0s
purificacdo diretamente do meio reacional. Independentemente do método, ambos
podem ser purificados pelo uso do mesmo kit, com pequenas modificacdes descritas

pelo fabricante.
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Ladder Samples

FIGURA 4.7 - Gel de agarose 1% (m/m) mostrando a eficiéncia das reacfes de PCR

para 0s micro-organismos isolados.

Apos a obtencdo do amplicon purificado, os mesmos foram novamente
quantificados por microespectrofotometria, diluidos para uma concentracdo de 10
ng.mL? e enviados para o sequenciamento. Foram obtidos os eletroferogramas
correspondentes a cada amostra, com tamanho e qualidade de sequencias
variaveis, de acordo com a qualidade das amostras e da reacdo de sequenciamento
realizadas. A Figura 4.8 mostra alguns exemplos de eletroferogramas obtidos.

180 190 200 210 220 230 240 250
GACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTGGGATCGGCTTTCTGGGATTAGCTCCACCTCGCGGTATCGC?

2 MWW s iAW AN AWM AN

180 190 200 210 220 230 240 250
CGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGATCGGTTTTGTGAGATTAGCTCCACCTCGCG

b) MWW WWIWIAA s WA \A&J‘« VAW WA WA

180 190 200 210 220 230 240 250
ACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGACATACTTTATGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCT

o LAY W/ /\A WA /\ [\(Lz\‘ AWV IW A I AW

ISO 190 200 210 220 230 240 250
GACT TGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGATCGGCTTTTTGAGATTAGCATCCTATCGCTAGGTAGC?

FIGURA 4.8 - Exemplos de trechos dos eletroferogramas obtidos depois do
sequenciamento de DNA das amostras. a) DsF.NOO3 (Luteibacter sp.); b)DsF.NO14
(Pseudomonas monteili)); c¢) DsF.N020 (Serratia marcescens); d) DsA.N006

(Acinetobacter sp.)
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Obteve-se sequéncias parciais do gene 16S rDNA para 51 isolados. Apesar
de o equipamento produzir uma sequéncia de até 1000 pares de base, cada
sequencia foi individualmente analisada no software Bioedit para remocdo de
sequencias de baixa qualidade, definicAo de ambiguidades de pares de base e
exclusao de regibes contendo impurezas. No total, foram utilizados trechos entre
300-700 pares de bases para a identificagdo dos micro-organismos a partir da
comparacao com o banco de dados do NCBI usando a ferramenta BLAST para
alinhamento de sequencias. As Tabela 4.4 e 4.5 apresentam todos os resultados
obtidos para os sequenciamento, bem como o tamanho da sequencia de pares de
base utilizados, a porcentagem de uso da sequencia para comparagao no banco de
dados (cobertura) e a porcentagem de correlacao (identidade) e o nimero de acesso
do Genbank da sequencia com maior homologia. Todas as sequencias parciais do
gene 16S rDNA obtidas para os isolados utilizadas neste trabalho foram depositadas
na colecdo de anotagfes publica GenBank, com os numeros de acesso KP036890-
KP036896 e KT189446-KT189489.

Todos os isolados que tiveram seu DNA sequenciado apresentaram
alto indice de identidade (>95%) quando comparado ao banco de dados BLAST,
exceto a cepa DsA.NOO7. Mesmo assim, esta cepa ainda apresentou um valor igual
a 91%. Os sequenciamentos foram realizados apenas no sentido forward do
fragmento, logo ndo foi possivel montar todo o fragmento 16S, resultando numa
identificagdo com varios resultados com alto indice de identidade para mais de uma
espécie do género, mas sempre com alto grau de confiabilidade com relacdo a
identificacdo do género. Nestes casos, optou-se por manter apenas a identificacéo

em nivel de género, mantendo a espécie como desconhecida (sp.).

Através do agrupamento dos dados de identificacdo das duas
metodologias, foi possivel identificar o género de todos os 73 isolados obtidos.
Dentre os sete resultados ndo confiaveis obtidos na identificagdo por MALDI-TOF
MS, os trés que tinham produzido valores proximos ao limite minimo (DsA.NOQ9,
DsA.N023 e DsA.N029) se mostraram corretos quando comparados a identificacéo
produzida pelo sequenciamento genético, indicando que a técnica de MALDI-TOF
MS possui uma margem de seguranca, onde mesmo para identificacdes proximas
ao limite minimo de 1,700, ou mesmo abaixo, ainda podem acabar se mostrando

corretas.
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TABELA 4.4 - Resultados obtidos pelo sequenciamento parcial do gene 16S rDNA e comparagdo com banco de dados de NCBI

usando a ferramenta BLAST.

48

N° Cédigo Pares de Base  Melhor Acerto (Género) % Cobertura % ldentidade N° acesso Melhor Acerto
1 DsA.N002 635 Acinetobacter sp. 100 99 JX195717.1
2 DsA.N0O03 429 Serratia sp. 100 99 AB934375.1
3 DsA.N004 417 Serratia sp. 100 98 AB934375.1
4 DsA.NO05 545 Serratia sp. 100 99 EF672647.1
5 DsA.N006 653 Acinetobacter sp. 100 99 KJ567117.2
6 DsA.NOOQ7 498 Stenotrophomonas sp. 98 91 KM287528
7 DsA.NO08 500 Pseudomonas sp. 100 95 LN847264.1
8 DsA.N0O09 499 Pseudomonas sp. 100 99 LN847264.1
9 DsA.NO10 501 Pseudomonas sp. 100 99 HQ600988
10 DsA.NO11 502 Enterobacter cloacae 98 99 CP010384.1
11 DsA.N013 427 Serratia sp. 100 98 AB934375.1
12 DsA.N014 422 Streptomyces sp. 100 99 AB686269.1
13 DsA.N019 475 Ochrobactrum sp. 100 97 FJ598438.1
14 DsA.N021 547 Pseudomonas sp. 100 99 FJ529815.1
15 DsA.N022 491 Pseudomonas mosselli 100 99 JX985752.1
16 DsA.N023 425 Pseudomonas mosselli 99 98 JX985752.1
17 DsA.N024 620 Acinetobacter sp. 99 99 KJ631601.1
18 DsA.N028 620 Stenotrophomonas maltophilia 99 99 JF330157.1
19 DsA.N029 404 Ochrobactrum sp. 100 99 JN256921.1

20 DsA.N0O31 436 Enterobacter sp. 100 98 EU430755.1

21 DsA.N033 432 Acinetobacter sp. 100 99 KJ567117.2

22 DsA.N0O36 629 Acinetobacter sp. 100 99 GQ360067.1

23 DsA.N037 709 Acinetobacter sp. 100 100 GQ360067.1

24 DsA.N042 554 Aurantimonas sp. 98 99 KF836050.1

25 DsA.N043 550 Rhizobium sp. 99 99 KF202646.1

26 DsA.N045 339 Enterobacter sp. 100 99 HM150755.1



TABELA 4.5 - continuacéo. Resultados obtidos pelo sequenciamento parcial do gene 16S rDNA e comparacdo com banco de dados de
NCBI usando a ferramenta BLAST.

N° Codigo Pares de Base Melhor Acerto (Género) % Cobertura % Identidade N°acesso Melhor Acerto
27 DsA.N046 571 Klebsiella oxytoca 100 98 KC593550.1
28 DsA.N047 661 Acinetobacter sp. 100 99 GU564358.1
29 DsA.N048 560 Acinetobacter sp. 100 100 GU564358.1
30 DsA.N049 510 Delftia sp. 100 99 KP207610.1
31 DsA.N050 705 Acinetobacter sp. 100 99 GU564358.1
32 DsA.NO51 489 Acinetobacter sp. 100 99 GU564358.1
33 DsA.N052 581 Pseudomonas sp. 100 99 KF013207.1
34 DsA.N053 578 Pseudomonas sp. 100 99 KF013207.1
35 DsF.NOO1 500 Pseudomonas sp. 100 98 KP986948.1
36 DsF.N002 443 Empedobacter brevis 100 99 LC050176.1
37 DsF.NO03 528 Luteibacter sp. 100 98 KC841445.1
38 DsF.N00O4 452 Enterobacter sp. 100 96 KM253094.1
39 DsF.NOO5 498 Pseudomonas sp. 99 98 KR063184.1
40 DsF.NO06 488 Pseudomonas sp. 99 99 KM021254.1
41 DsF.NOO8 501 Acidovorax sp. 100 99 JX005908.1
42 DsF.NO10 410 Enterobacter sp. 99 99 KJ561247.2
43 DsF.NO11 592 Enterobacter sp. 99 99 JN194193.1
44 DsF.N0O12 413 Enterobacter sp. 100 99 KM226159.1
45 DsF.NO13 505 Burkholderia gladioli 100 99 CP009323.1
46 DsF.N014 690 Pseudomonas monteilii 100 100 KJ819568.1
a7 DsF.NO15 536 Acinetobacter sp. 99 99 HQ634934.1
48 DsF.N016 570 Stenotrophomonas sp. 100 100 KJ532116.1
49 DsF.NO17 502 Pseudomonas sp. 100 99 KR063184.1
50 DsF.N0O19 389 Kluyvera sp. 100 98 KJ879982.1

51 DsF.N020 638 Serratia marcescens 100 100 KP993209.1
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Entre as quatro cepas que nao apresentaram nenhum tipo de resultado
confidvel por MALDI-TOF MS, a caracterizacdo por 16S rDNA indicou como
melhores acertos os géneros Luteibacter (DsF.N003), Acidovorax (DsF.N008),
Streptomyces (DsA.N014) e Aurantimonas (DsA.N042). Observando o banco de
dados do software MALDI Biotyper usado para fazer a identificacdo dos dados de
MALDI-TOF MS, verifica-se a existéncia de algumas espécies descritas para cada
um dos géneros. Porém, como descrito anteriormente, o equipamento produz
resultados altamente especificos para cada espécie, ndo sendo necessariamente
produzido espectros com semelhanca suficiente para espécies de mesmo género a
ponto de gerar resultado confiaveis na classificacdo de espécies que ndo estdo no
banco de dados. Para avaliar esta possibilidade, foi novamente realizada a
comparacao das sequencias para 0s quatro isolados usando o BLAST, selecionando

os resultados de maior similaridade.

Para o isolado DsF.NO03, as maiores similaridades sdo com alguns
isolados ndo identificados de Luteibacter sp. além de resultados condizentes com a
espécie Luteibacter rhizovicinus. Esta espécie existe no banco de dados MALDI
Biotyper, porém o resultado de identificacdo ndo apresentou alta pontuacao para
esta espécie, mesmo sendo repetido algumas vezes, logo acredita se tratar de uma

espécie que nao esta no banco de dados ou mesmo uma nova espécie do género.

Da mesma forma, o isolado DsF.NOO8 apresenta como maior
homologia uma identificacdo para uma espécie descrita como Acidovorax wohlfarthii
(Nimero de Acesso Genbank: KC178583.1). Embora esta espécie possua uma
entrada no banco de dados do NCBI e ser descrita em algumas publicacbes que
utilizaram métodos de metagendmica para identificacdo de espécies presente em
comunidades microbianas (OPELT e BERG, 2004; DAVIDSON e STAHL, 2006; GAO et
al., 2014; STANINSKA et al., 2015), ndo existe ainda uma publicacéo cientifica valida
descrevendo esta espécie, logo esta nomenclatura ainda ndo é valida e ndo se pode

atribuir um nome cientifico valido.

A espécie DsA.NO14 produziu resultados para espécies de
Streptomyces thermosacchari e Streptomyces coerulescens, além de Streptomyces
sp. Como ambas as espécies ndo possuem entradas no banco de dados do MALDI
Biotyper, acredita-se que realmente a falta de identificagcéo foi consequéncia da falta

de espectros comparativos no banco de dados.
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J& para a espécie DsA.N042, a identificagdo por 16S rDNA indicou
como uma provavel espécie do género Aurantimonas sp., mas também produziu
resultados com uma porcentagem um pouco mais baixa para a bactéria Aureimonas
altamirensis. Este organismo foi inicialmente identificado como Aurantimonas
altamirensis (JURADO et al., 2006), porém alguns anos mais tarde foi reclassificado
como Aureimonas altamirensis. O banco de dados do MALDI ndo possui nenhuma
bactéria do género Aurantimonas, entretanto possui a espécie Aureimonas
altamirensis em sua biblioteca. Como a identificagdo ndo apresentou alta correlagéo
com A. altamirensis, acredita-se que se trata de alguma outra espécie com alta
homologia do gene 16S rDNA. Desta forma, considerou-se o resultado de maior
similaridade, e o isolado foi classificado como Aurantimonas sp.

A Figura 4.9 apresenta um exemplo do espectro de massas obtido para
cada um dos isolados que nao produziram resultados confiaveis. Eles podem ser
adicionados ao banco de dados existente, contribuindo para o aumento da
capacidade de identificacdo pela técnica uma vez que elas forem devidamente

identificadas por metodologias paralelas.

100%
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FIGURA 4.9 - Espectros de massas obtidos para as cepas que nao apresentaram

nenhuma identificacao
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Através dos resultados apresentados se pode concluir que ambas as
técnicas foram eficientes na caracterizacdo de isolados bacterianos, desde que
existam em banco de dados informacdes que possam ser usadas como parametros
de comparacdo. Entretanto, além dos resultados obtidos, outros fatores também
devem ser considerados na hora de definir a utilidade e aplicabilidade de cada
técnica para o desenvolvimento de um protocolo de identificacdo de organismos,
especialmente quando se faz necesséaria uma alta demanda (High Throughput). A
Figura 4.10 exemplifica a comparacdo entre o fluxograma de trabalho das duas

técnicas selecionadas.

E nitido ao observar o esquema de trabalho que entre ambas as
técnicas de identificacdo, o fluxo de trabalho para as anéalises de MALDI-TOF
apresenta um menor numero de etapas, além de envolverem etapas mais simples
de serem executadas e 0 uso de reagentes mais acessiveis. De fato, a
popularizacéo do uso desta metodologia por MALDI leva a comparacao entre os dois
protocolos. Embora o sequenciamento do 16S rDNA ser utilizado nas ultimas
décadas como referéncia na identificacdo de bactérias, corroborando com a
observacéo feita durante o desenvolvimento deste trabalho, existe uma constatacao
de que MALDI-TOF MS promove resultados de qualidade similar ou até superior do
que a identificacdo tradicional por métodos bioquimicos ou moleculares,
especialmente quando se faz necessaria a classificacdo de diversas cepas ou
serotipos dentro de uma espécie, com um menor consumo de tempo e recursos
financeiros.

O custo de uma analise de identificacdo microbiana por MALDI
representou o equivalente a um quinto do custo total de uma identificacdo por
sequenciamento genético, sendo esta discrepancia observada por outros autores
(SENG et al., 2009, 2010, EL-Bouri et al., 2012; BiswAs e RoLAIN, 2013). Nao apenas
0 custo operacional foi menor para as analises por MALDI, mas também o tempo de
execucdo foi quantificado em 20% do necessario para analises genéticas
tradicionais. As Tabela 4.6 e 4.7 apresentam um comparativo dos resultados das

identificagcOes realizadas pelas duas técnicas.
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Culturas axénicas foram reativadas em agar-nutriente e
inoculadas 24 horas antes dos experimentos
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FIGURA 4.10 - Comparacdo das metodologias de identificacdo de micro-organismos

por sequenciamento do gene 16S rDNA e perfil protedbmico por MALDI-TOF MS.
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TABELA 4.6 - Comparativo de identificac6es dos micro-organismos pelos métodos de
MALDI-TOF MS e gene 16S rDNA.

Numero  Cddigo

16S rDNA

MALDI-TOF MS

1 DsF.NO15
2 DsA.NO51
3 DsA.N036
4 DsA.N002
5 DsA.N047
6 DsA.N0O50
7 DsA.N048
8 DsA.N037
9 DsA.N0O33
10 DsA.N024
11 DsA.NO06
12 DsA.NOO1
13 DsF.NO13
14 DsA.N049
15 DsF.N002
16 DsF.NO12
17 DsF.NO18
18 DsF.NOO4
19 DsA.N031
20 DsA.N045
21 DsF.NO10
22 DsA.NO11
23 DsF.NO11
24 DsA.N026
25 DsA.N032
26 DsA.N035
27 DsA.N0O38
28 DsA.N039
29 DsA.N044
30 DsF.NOO7
31 DsA.N046
32 DsF.NO19
33 DsF.NOO3
34 DsA.N014
35 DsF.NOO8
36 DsA.N042
37 DsA.N018
38 DsA.N029
39 DsA.N019
40 DsA.N0O10
41 DsF.NOO5
42 DsF.NOO6

Acinetobacter sp.
Acinetobacter sp.
Acinetobacter sp.
Acinetobacter sp.
Acinetobacter sp.
Acinetobacter sp.
Acinetobacter sp.
Acinetobacter sp.
Acinetobacter sp.
Acinetobacter sp.
Acinetobacter sp.
N.A.

Burkholderia gladioli

Delftia sp.

Empedobacter brevis

Enterobacter sp.
N.A.
Enterobacter sp.
Enterobacter sp.
Enterobacter sp.
Enterobacter sp.

Enterobacter cloacae

Enterobacter sp.
N.A.
N.A.
N.A.
N.A.
N.A.
N.A.

N.A.
Klebsiella oxytoca
Kluyvera sp.
Luteibacter sp.
Streptomyces sp.
Acidovorax sp.
Aurantimonas sp.
N.A.
Ochrobactrum sp.
Ochrobactrum sp.
Pseudomonas sp.
Pseudomonas sp.
Pseudomonas sp.

Acinetobacter johnsonii
Acinetobacter junii
Acinetobacter junii
Acinetobacter junii
Acinetobacter junii
Acinetobacter junii
Acinetobacter junii
Acinetobacter junii
Acinetobacter pittii
Acinetobacter pittii
Acinetobacter pittii

Acinetobacter baylii
Burkholderia gladioli
Delftia acidovorans
Empedobacter brevis
Enterobacter asburiae
Enterobacter asburiae
Enterobacter cloacae
Enterobacter cloacae
Enterobacter cloacae
Enterobacter cloacae
Enterobacter cloacae
Enterobacter cloacae
Enterobacter cloacae
Enterobacter cloacae
Enterobacter cloacae
Enterobacter cloacae
Enterobacter cloacae
Enterobacter cloacae
Enterobacter cloacae
Klebsiella oxytoca
Kluyvera intermedia

Not reliable identification

Not reliable identification

Not reliable identification

Not reliable identification

Ochrobactrum galinifaciens
Ochrobactrum griggonense
Ochrobactrum intermedium
Pseudomonas chlororaphis
Pseudomonas monteilii
Pseudomonas monteilii

N.A. N&o aplicado para este isolado.
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TABELA 4.7 - Continuagdo do comparativo de identificagcbes dos micro-organismos

pelos métodos de MALDI-TOF MS e gene 16S rDNA.

Numero Cdbdigo 16S rDNA MALDI-TOF MS
43 DsF.NO17 Pseudomonas sp. Pseudomonas monteilii
44 DsF.NO14 Pseudomonas monteilii Pseudomonas monteilii
45 DsA.N008 Pseudomonas sp. Pseudomonas mosselii
46 DsA.N023 Pseudomonas mosselii Pseudomonas mosselii
a7 DsA.N022 Pseudomonas mosselii Pseudomonas mosselii
48 DsA.N0O09 Pseudomonas sp. Pseudomonas mosselii
49 DsA.N021 Pseudomonas sp. Pseudomonas mosselii
50 DsF.NOO1 Pseudomonas sp. Pseudomonas putida
51 DsA.N053 Pseudomonas sp Pseudomonas sp.
52 DsA.N052 Pseudomonas sp Pseudomonas sp.
53 DsA.N043 Rhizobium sp. Rhizobium radiobacter
54 DsA.N005 Serratia sp. Serratia marcescens
55 DsF.N020 Serratia marcescens Serratia marcescens
56 DsA.N004 Serratia sp. Serratia marcescens
57 DsA.N013 Serratia sp. Serratia marcescens
58 DsA.N003 Serratia sp. Serratia marcescens
59 DsA.N012 N.A. Serratia marcescens
60 DsA.N034 N.A. Serratia marcescens
61 DsF.N009 N.A. Serratia marcescens
62 DsA.N025 N.A. Sphingobacterium multivorum
63 DsA.NOO7 Stenotrophomonas sp. Stenotrophomonas maltophilia
64 DsA.N028 Stenotrophomonas Stenotrophomonas maltophilia
maltophilia
65 DsF.NO16 Stenotrophomonas sp. Stenotrophomonas maltophilia
66 DsA.N041 N.A. Stenotrophomonas maltophilia
67 DsA.N017 N.A. Streptomyces badius
68 DsA.N027 N.A. Streptomyces badius
69 DsA.N040 N.A. Streptomyces badius
70 DsA.NO15 N.A. Streptomyces griseus
71 DsA.NO16 N.A. Streptomyces griseus
72 DsA.N020 N.A. Streptomyces griseus
73 DsA.N0O30 N.A. Streptomyces griseus

N.A. Néo aplicado para este isolado.

Através dos resultados obtidos para a identificacdo dos micro-

organismos por MALDI e sequenciamento, se pode observar que houve 100% de

convergéncia na identificagdo bacteriana em nivel de género, confirmando a

eficiéncia do uso de MALDI-TOF MS para identificacdo de espécies bacterianas,

mesmo para espécies obtidas de microbiomas pouco explorados. Cabe ressaltar

também que a técnica espectrométrica, além das vantagens ja descritas com

relacdo a economia de tempo e custo, gerou resultados com maior precisdo, sendo
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possivel a discriminacdo de alguns isolados até o nivel de subespécie, o que néo foi
possivel pela andlises genética realizada. Para alcancar tal precisdo, seria
necessario o sequenciamento completo do gene 16S rDNA e possivelmente o
sequenciamento de outras regides para se obter o mesmo resultado. Os dados
genéticos e espectrométricos obtidos foram utilizados para construgdo das arvores
filogenética e filoprotebmica respectivamente. Ambas as arvores construidas estao

representadas na Figura 4.11.

Comparando ambos os métodos de identificacdo foi possivel observar
que 0s agrupamentos entre espécies de mesmo género foram idénticos para ambas
composic¢des, havendo inclusive a mesma incapacidade de se separar com precisao
espécies pertencentes a géneros diferentes da ordem Enterobacteriaceae, sendo
necessario o agrupamento de todos em um mesmo cluster. Este fenbmeno ja é
descrito na literatura, sendo necesséario o sequenciamento de outras regides para
alcancar uma melhor distingdo entre as espécies dessa ordem (PARADIS et al., 2005;
JANDA e ABBOTT, 2007). Para todos os outros géneros houve o agrupamento sem
ambiguidades. Todavia, uma tendéncia interessante quando se compara 0s niveis
mais distantes de agrupamento pode ser notada. Enquanto a arvore filogenética
apresenta sua composicao totalmente de acordo com as classificacdes taxondmicas
evolutivas descritas para bactérias, o0 mesmo padrdo ndo pode ser observado na
arvore filoprotedmica. As similaridades e discrepancias encontradas entre o0s
padrées de agrupamento dos métodos genético e protedmico estdo de acordo com
outras observacOes relatadas na literatura (DIECKMANN et al., 2005; BOHME et al.,
2010, 2011, 2013), onde se observa que os resultados de MALDI-TOF podem
condizer ou ndo com a taxonomia filogenética, porém essa discrepancia nao
necessariamente significa erros operacionais ou de interpretacdo, uma vez que
apesar de ambas as técnicas fornecerem resultados de identificacdo confiaveis, as
matrizes de dados utilizadas para a caracterizagdo sdo completamente diferentes. A
taxonomia filogenética envolve a utilizacdo de uma sequencia de 1500 pares de
bases que codifica um RNA ribossomal, parte integrante de uma das unidades do
ribossomo, para se inferir a classificacdo das espécies, sendo este gene
considerado eficiente por apresentar ao mesmo tempo regibes extremamente
conservadas e outras hiper-variaveis, e por isso apresenta um viés evolutivo (JANDA

e ABBOTT, 2007). Por outro lado, o experimento de MALDI-TOF MS fornece uma
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impressao digital de uma janela de tamanho molecular do proteoma, esse sendo

considerado como uma representacao funcional da gené6mica como um todo.

A) 16s rDNA (Filogenética) B) MALDI-TOF MS (Filoproteémica)
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FIGURA 4.11 - Arvores de classificacdo taxondmicas para os isolados. A) Arvore
filogenética derivada dos dados de 16S rDNA; e B) Arvore filoprotedmica derivada

dos dados de MALDI-TOF MS
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Desta forma, dois pontos devem ser levados em consideragao.
Primeiro, que a quantidade de informag&o obtida por MALDI-TOF é muito mais
abrangente e espécie-especifica, visto que se avalia um conjunto de proteinas
previamente expressadas por uma colecdo de genes ao invés de um trecho de um
gene de uma ribonucleoproteina. E segundo, o fato de que ao avaliar o perfil de
proteinas, leva-se em consideracao a capacidade bem descrita de micro-organismos
adquirirem genes de outras espécies por mecanismos de transmissao horizontal de
material genético (SYVANEN, 2012). Desta forma, os experimentos de MALDI-TOF
podem indicar micro-organismos que nao possuem relacdo evolutiva préxima mas
produzem proteinas similares, e caso essa afirmacdo seja verdadeira pode-se
considerar que o agrupamento observado indica ndo uma proximidade evolutiva,

mas sim uma proximidade funcional.

Os isolados obtidos sé&o todos de géneros Gram (-), com excecdo dos
isolados de Streptomyces, Gram (+). Dentre os géneros mais abundantes
encontrados, a maioria pertencem ao filo proteobacteria e a classe y-proteobacteria.
A tabela 4.8 apresenta um resumo das classificacbes taxon6micas dos isolados

obtidos do inseto D. speciosa.

Com relacdo as interacdes ecolégicas e microbiota de insetos do
género Diabrotica, este estudo esta entre os que apontam uma maior diversidade de
micro-organismos associados. Considerando a composi¢cdo e distribuicdo das
espécies bacterianas, varios dos géneros microbianos ja foram encontrados e
descritos em associacdo com o género Diabrotica. SCHALK et al. (1987) exploraram a
microbiota de D. balteata mantida em condi¢cdes de campo e de laboratério. No total,
0s autores obtiveram 83 isolados de 17 géneros, sendo alguns deles também
encontrados em associagdo a D. speciosa, tais como Acinetobacter, Enterobacter,
Klebsiella, Pseudomonas e Serratia. TRAN € MARRONE (1988) avaliaram a microbiota
de D. undecimpunctata cultivada tanto em solo quanto em dietas artificias,
encontrando uma predomindncia de E. cloacae, bem como espécies de
Pseudomonas, Stenotrophomonas, Serratia, Klebsiella, Citrobacter e Acinetobacter.
Em outro estudo de campo envolvendo algumas espécies de Diabrotica (D. virgifera,
D. barberi e D. undecimpunctata), PRISCHMANN et al. (2008) também identificaram
diversos géneros em comum, como Enterobacter, Klebsiella, Kluyvera,

Pseudomonas e espécies de Serratia com e sem produgcdo de pigmento.
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TABELA 4.8 - Resumo dos géneros identificados e sua classificagdo taxondmica.

Filo Classe Ordem Familia Género N°isolados
Actinobacteria  Actinobacteria Actinomycetales Streptomycetaceae Streptomyces 8
Bacteroidetes Flavobacteria Flavobacteriales Flavobacteriaceae Empedobacter 1
Bacteroidetes  Sphingobacteria  Sphingobacteriales Sphingobacteriaceae Sphingobacterium 1
Proteobacteria o - Proteobacteria Rhizobiales Aurantimonadaceae Aurantimonas 1
Proteobacteria o - Proteobacteria Rhizobiales Rhizobiaceae Rhizobium 1
Proteobacteria o - Proteobacteria Rhizobiales Brucellaceae Ochrobactrum 3
Proteobacteria J - Proteobacteria  Burkholderiales Comamonadaceae Acidovorax 1
Proteobacteria J - Proteobacteria  Burkholderiales Comamonadaceae Burkholderia 1
Proteobacteria p - Proteobacteria  Burkholderiales Comamonadaceae Delftia 1
Proteobacteria v - Proteobacteria Xanthomonadales Xanthomonadaceae Luteibacter 1
Proteobacteria v - Proteobacteria Xanthomonadales Xanthomonadaceae Stenotrophomonas 4
Proteobacteria vy - Proteobacteria Enterobacteriales  Enterobacteriaceae Klebsiella 1
Proteobacteria vy - Proteobacteria Enterobacteriales  Enterobacteriaceae Kluyvera 1
Proteobacteria vy - Proteobacteria Enterobacteriales  Enterobacteriaceae Serratia 8
Proteobacteria vy - Proteobacteria Enterobacteriales  Enterobacteriaceae Enterobacter 15
Proteobacteria vy - Proteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae Acinetobacter 12
Proteobacteria vy - Proteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas 13

Total 73
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CHu et al. (2013) utilizaram técnicas de metagendémica para avaliar
todos os organismos presentes do trato gastrointestinal de D. virgifera selvagens e
resistentes a soja. Mais da metade do microbioma era constituido de espécies do
género Enterobacter, Serratia e Pseudomonas, além de niveis mais baixos de
Klebsiella, Stenotrophomonas e Kluyvera. Nas variedades resistentes, ndo foram
observados espécies de Kluyvera e Serratia, além de ser nitido um decréscimo de
Enterobacter. Entretanto, os autores observaram um aumento em bactérias dos
géneros Klebisiella e Stenotrophomonas, além do aparecimento de novas espécies,
com o maior aumento relacionado a Acinetobacter e uma espécie diferente de

Pseudomonas.

Cabe ressaltar que o trabalho realizado por CHu et al. (2013) foi
realizado de maneira non-targeted, ou seja, utilizando métodos nédo especificos de
amplificacdo e tecnologias de sequenciamento de Ultima geracdo para a avaliacao
metagendmica total da comunidade, permitindo a avaliacdo do material genético
microbiano do organismos sem a necessidade de etapas prévias de isolamento o
que, em teoria, permite a observacdo de micro-organismos considerados nao-
cultivhveis. Mesmo assim, os resultados produzidos por CHu et al.,, (2013) se
assemelham quali e quantitativamente aos obtidos nos trabalhos que envolveram
isolamento e posterior identificacdo dos micro-organismos em associacdo com
insetos do género Diabrotica. A similaridade entre os resultados indica que para
estudos de microbiota podem ser realizados também através do isolamento,
permitindo ndo apenas uma avaliacdo abrangente da microbiota, mas também obter
cepas microbianas que podem ser usadas em diversos ensaios futuros, sendo
indicado que uma boa porcentagem dos organismos presentes foi de fato
caracterizada. A Figura 4.12 mostra a relacdo entre a distribuicAo dos géneros
bacterianos observados para os insetos do género Diabrotica ja descritos na

literatura.

Observando 0s micro-organismos associados aos insetos do género
Diabrotica, pode-se observar a existéncia de uma comunidade microbiana central
presente em todos os insetos do género. Bactérias dos géneros Acinetobacter,
Enterobacter, Klebsiella, Pseudomonas, Serratia e Stenotrophomonas foram
encontradas em todos 0s géneros, a excecao de Stenotrophomonas em D. balteata,

sendo importante ressaltar que este género ja foi classificado como Pseudomonas

60



(CoNLY e SHAFRAN, 1996), sendo movido de género posteriormente a publicacao do
trabalho de ScHALK et al. (1987), indicando uma alta homologia entre os micro-

organismos mais abundantes e o género Diabrotica.

Apesar de alguns relatos presentes na literatura para micro-organismos
associados a insetos de género Diabrotica, este trabalho, até onde sabemos, é o
primeiro relato de estudos de microbiota associada a D. speciosa. O inseto
apresentou uma expressiva quantidade de micro-organismos associados, que pode

estar relacionado com sua alta polifagia.

Chu et al. (WT)

Pantoea sp. Dysgonomonas sp.

Luteibacter sp.
Burkholderia sp. .

. Acidovorix sp.

Comamonas sp. Streptoimyces sp.

Chu et|al. 3 iella'sp.

Weisella sp.

Tsukamurgila sp. Empedobacter sp.
. Serhatia Délftia sp. .

Sphingokacterium sp.
sp.

Enterococcyg

Klyyvera sp.

Ochrobactrum sp.

* Aurantimonas sp.

Corynebacterium sp.

Leuconpstoc sp.
Hafnia sp.

Erwinia sp. .

{ )Schalk g4 agd Marrone

i Escherichia sp. Flavobacterium sp. Citrobacter sp.
ierococeus sp. < Sella Sp: . Staphylococcus sp. .

FIGURA 4.12 - Comparacado entre 0s géneros microbianos observados em insetos do

género Diabrotica. Géneros sublinhados no texto e marcados nos gréficos indicam
um microbioma central relacionado ao género. (SCHALK et al., 1987; TRAN e
MARRONE, 1988; CHuU et al., 2013).

Sabe-se que D. virgifera utiliza seus simbiontes intestinais para
suprimir defesas de plantas e aumentar as moléculas que atuam como pistas

guimicas (cues) para forrageamento (BARR et al., 2010), uma vez que a sua
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atividade €& mantida mesmo apdés remocdo de simbiontes intracelulares como
Wolbachia (ROBERT et al.,, 2013), indicando que os efeitos sédo relacionados a
simbiontes intestinais e nao intracelulares. Ademais, provou-se que a ac¢ao dos
simbiontes intestinais é responsavel por tornar a D. virgifera mais resistente a
deterréncia causada pela alimentacdo em soja (CHuU et al., 2013). Estes exemplos
ilustram a correlagéo entre a diversidade da microbiota intestinal e a capacidade de
expansdo da habitos alimentares e resisténcia a métodos de controle como a
rotacdo de culturas. Os insetos neste trabalho foram alimentados com brotos jovens
de milho enquanto larvas, e folhas de feijdo enquanto adultos, onde ambos possuem
associacbes com alguns dos géneros isolados neste trabalho como Acinetobacter,
Burkholderia, Enterobacter, Klebsiella, Luteibacter, Pseudomonas, Rhizobium,
Stenotrophomonas e Streptomyces (ZINNIEL et al., 2002; LOPEzZ-LOPEZ et al., 2010;
JONHSTON-MONJE e RAIZADA, 2011), que representam mais da metade dos isolados,
sendo que podem ter sido obtidos tanto por transmissédo direta via alimentagao
guanto por transferéncia vertical através do ovo.

Dos isolados mais abundantes observados neste trabalho, apenas o
género Streptomyces se mostrou presente em D. speciosa, porém ausente nos
demais insetos do género. Vale ressaltar que tem sido crescente o numero de
relatos de associacdes entre insetos da ordem Coleoptera que utilizam cepas de
Streptomyces para proteger ovos e fontes de alimentos das larvas de infestacdes
patogénicas, incluindo a espécie S. thermosacchari, que apresenta alta homologia
genética com um dos isolados obtidos (KALTENPOTH, 2009; HuLCr et al., 2011;
SEIPKE et al., 2012; RAMADHAR et al., 2014). Esta interacdo pode levar a novos
conhecimentos sobre a associacdo direta (além do microbioma intestinal)
relacionados a habitos alimentares de D. speciosa. Além do mais, até onde sabemos
este trabalho mostra pela primeira vez na literatura a associacdo de bactérias do

género Sphingobacterium e Streptomyces com insetos do género Diabrotica.

4.4 - Conclusdes

Um total de 73 cepas bacterianas foram isoladas e identificadas, sendo
69 identificados por MALDI-TOF MS, e 51 por sequenciamento do gene 16S rDNA.
Todos os organismos foram identificados pelo menos em nivel de género por uma

ou ambas as técnicas usadas. No total, foram identificados 17 géneros, sendo em
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sua grande maioria y-Proteobacteria, com predominio das ordens Pseudomonadales
e Enterobacteriales, com um terco dos isolados cada. O inseto D. speciosa
apresentou uma grande variacdo na constituicdo de seu microbioma, apresentando
uma das microbiotas com maior numero de espécies quando comparado com outros
insetos do mesmo género. Ainda comparando os resultados obtidos com o descrito
na literatura referente ao género, um microbioma central a todas as espécies do
género pode ser identificado. As duas metodologias se mostraram eficientes na
caracterizacdo dos micro-organismos, sendo que a técnica de MALDI-TOF MS se
mostrou vantajosa em diversos aspectos como custo, rapidez e acuracia nos
resultados. As técnicas moleculares e espectrométricas mostraram completa
concordancia nas classificacbes, porém as analises de agrupamento revelaram

padrées de agrupamento taxonémicos distintos.
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5 - Avaliacdo do potencial de bactérias isoladas de D. speciosa para

producédo de polihidroxialcanoatos (PHA).
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5.1 - Introducéao

Polihidroxialcanoatos  (PHA) sdo  poliésteres  biodegradaveis
acumulados intracelularmente por diversos micro-organismos, principalmente em
bactérias, como reserva de carbono, em resposta a um desbalanco nutricional
envolvendo excesso de carbono e limitacdo de crescimento devido a falta de outros
nutrientes, principalmente nitrogénio e fosforo (ANDERSON e DAWES, 1990). A
ocorréncia de PHA em células microbianas foi descrita pela primeira vez em 1888
por Beijerinck, e estudado de maneira sistemética por Lemoigne a partir de 1923
(LAYcock et al., 2014). Porém, sua aplicacdo como material estrutural para utilizacéo
em escala comercial como um possivel substituto aos polimeros petroquimicos néo
foi explorada até o comeco do século XIX. A Figura 5.1 apresenta uma micrografia
de uma célula de Cupriavidus necator DSM 545 com acumulo intracelular de PHA

(granulos mais claros).

EHT = 30,00V STEM Sog. Mode = DF F2 UA+Pb ‘ FELMI-ZFE GRAZ

Figura 5.1 - Micrografia de células microbianas de Cupriavidus necator DSM 545
contendo variaveis concentracdo de granulos de PHA (KOLLER et al., 2011).
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Os PHAs podem ser classificados pelo tamanho da cadeia lateral de
seus mondmeros. A classe de polimeros mais extensivamente estudada, por ser de
maior abundancia e produzidas por uma ampla gama de organismos produtores, sao
0os PHAs de cadeia curta (scl-PHA; short-chain length-PHA). Os PHASs sao polimeros
contendo mondémeros que possuem entre trés e cinco &tomos de carbono, sendo o
polihidroxibutirato (PHB) o mais estudado dentre os possiveis polimeros. A segunda
classe sdo os PHAs de cadeia média (mcl-PHA; medium-chain length-PHA), onde
seus mondmeros podem conter entre seis e quatorze atomos de carbono e
produzidos apenas por algumas pseudomonadas com condi¢cdes e substratos
especificos (TAN et al., 2014). A massa molecular do polimero pode variar de acordo
com o organismo, do cultivo e do processamento do material, e pode variar de
algumas centenas a alguns milhées de Da (BUGNICOURT et al., 2014). A Figura 5.2

apresenta a estrutura basica dos polihidroxialcanoatos.

R O
Xo%n

1 Hidrogénio Poli 3-hidroxipropionato (PHP)
scl-PHA < |1 Metil Poli 3-hidroxibutirato (PHB)
L 1 Etil Poli 3-hidroxivalerato (PHV)
— |1 Propil Poli 3-hidroxihexanoato (PHHXx)
1 Nonil Poli 3-hidroxidedacanoato
mcl-PHA= Hidrogénio Poli 4-hidroxibutirato
|3 Hidrogénio Poli 5-hidroxivalerato

FIGURA 5.2 - Estruturas quimicas das principais classes dos polihidroxialcanoatos.

A producédo e acumulo de PHAs estéao intimamente ligados a regulacao
extensiva por agregados de genes biossintéticos. A biossintese de scl-PHA

apresenta uma enorme versatilidade, como exemplifica a Figura 5.3.
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FIGURA 5.3 - Possiveis rotas biossintéticas descritas para assimilacdo de diferentes substratos na sintese de PHA. As letras A-M
representam o0s possiveis substratos iniciais passiveis de serem usados para biossintese de PHAs. Setas cheias indicam rotas
enzimaticas conhecidas; setas pontilhadas representam rotas biossintéticas putativas. 3-H2MB-CoA - 3-hydroxy-2-methylbutyryl-CoA;
3-H4MV-CoA - 3-hydroxy-4-methylvaleryl-CoA; 3-HV-CoA - 3-hydroxyvaleryl-CoA; 3-H2MV-CoA - 3-hydroxy-2-methylvaleryl-CoA; 4-
HB-CoA - 4-hydroxybutyryl-CoA; 3-HB-CoA - 3 -hydroxybutyryl-CoA; (R)-3-HA-CoA - (R)-3-hydroxyacyl-CoA; 4,5-HA-CoA - 4,5-
hydroxyacyl-CoA). Adaptado de Tan et al., 2014.
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A rota mais utilizada por organismos aerdbios, atraves da
metabolizacdo de acucares (Rota B, figura 5.3), envolve a condensacdo de dois
mondmeros do precursor acetil-CoA (podendo ser propionil-CoA no caso de
incorporacdo de valerato) pela enzima acetoacetil-CoA tiolase (PhaA), com
subsequente reducdo (R)-esteroespecifica catalisada por uma acetoacetil-CoA
redutase (ou 3-cetoacil-CoA redutase) (Pha B), formando o precursor (R)-3-
hidroxibutiril-CoA, que é subsequentemente polimerizado pela enzima PHA sintase
(PhaC) (RHEM, 2010). Para a sintese de polimeros de cadeia média, outras enzimas
estdo envolvidas no processo, mantendo sempre a esteroespecificidade devido aos
precursores e enzimas envolvidas (MITTENDORF et al., 1998; MADISON e HUSIMAN,
1999). PHAs séo depositados como inclusdes intracelulares com um nucleo amorfo
e hidrofobico de PHA cercado de proteinas envolvidas no metabolismo desta classe
de composto. Em certo sentido, o granulo atua como uma “organela”, regulando o
processo de producdo e degradacao pela atividade biossintética da enzima PHA
sintase e atividade tiolitica das enzimas PHA depolimerase (Lu et al., 2009). Devido
a esta grande plasticidade biossintética, ha a possibilidade de se obter diversos tipos
de mondmeros pela adicdo de precursores adequados, bem como o uso de uma
ampla diversidade de fontes de carbono. Além dos diversos homopolimeros
produzidos, diversos organismos sao capazes de produzir heteropolimeros contendo
em sua estrutura dois ou mais tipos de mondémeros. Sendo assim, de uma maneira
geral os PHAs sdo termoplasticos que podem variar substancialmente em sua
composicdo e suas propriedades quimicas e mecanicas de acordo com sua
composicdo e tamanho molecular. Mais de 150 polimeros ja foram identificados,
resultando em uma enorme diversidade de materiais com diferentes propriedades de
acordo com sua composicdo (VERLINDEN et al., 2007). A Figura 5.4 ilustra toda a
cadeia produtiva dos polihidroxialcanoatos, ilustrando a multidisciplinariedade
envolvida para o entendimento do processo, iniciando-se na parte bioldgica pelo
conhecimento da rota biossintética, passando pela caracterizacdo quimica e
mecanica, essencial para o entendimento das caracteristicas do material, o que

permite propor aplicacbes de mercado.
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. Proteina reguladora
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Forma-a Forma-p

FIGURA 5.4 - Visdo geral da cadeia de processos associados aos
polihidroxialcanoatos. A) Representacdo esquematica da polimerizacdo enziméatica
em cadeia. B) Representacdo esquematica de um granulo de PHA com suas
proteinas associadas. C) Formas a- e B- do polimero (apenas a B € encontrada
naturalmente). D) Estrutura semicristalina do polimero. E) Imagem de microscopia
de forca atbmica de um filme de PHBV. F) Produtos plasticos produzidos passiveis

de serem produzidos com o material obtido. (Adaptado de LAycock et al., 2014).

A literatura descreve diversos exemplos de acumulo de PHA a partir de
uma ampla diversidade de bactérias cultivadas em meios ndo balanceados, sendo
mais de 300 espécies, de 80 géneros ja descritos (CHODAK, 2008; KOLLER et al.,
2010; TAN et al., 2014). Um grande namero de géneros sdo descritos na literatura
como capazes de produzir scl-PHA, sob varias condicbes e com diferentes
rendimentos. A vasta maioria € capaz de produzir apenas PHB com condi¢cbes e
substratos comuns, sendo necessario o fornecimento de precursores especificos
para se alcancar novos polimeros. Mesmo assim, a producdo nao ocorre em
quantidades suficientes para que haja uma exploragdo comercial. Entretanto, um

namero limitado de cepas microbianas é capazes de producédo de PHA em altissima
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guantidade, com rendimentos superiores a 90% de sua massa seca, e outras
também sdo capazes de introduzir naturalmente alguns outros mondmeros,

principalmente valerato (CHODAK, 2008).

As propriedades dos polimeros sdo descritas de acordo com a
estrutura quimica do material, sendo a composicdo monomérica e 0 tamanho
molecular/ polidispersidade os mais importantes. Do ponto de vista de aplicacao
industrial, a producdo de PHB é considerada controversa. O polimero € produzido
utilizando-se fontes renovaveis, sendo completamente biodegradavel e
biocompativel, altamente hidrofébico e termoplastico, com alta cristalinidade, alto
ponto de fusdo, boa resisténcia a solventes organicos e excelente forga mecanica,
apresentando caracteristicas similares ao polipropileno (SubesH et al., 2000; PHILIP
et al., 2007). Apesar de todas estas propriedades, a aplicacado industrial deste
polimero é limitada a aplicagbes pontuais, devido principalmente a suas
caracteristicas mecanicas como sua grande fragilidade, baixa deformacao, alta
degradacdo térmica e consequente dificuldades no processamento quando
utilizados equipamentos atuais de tecnologia para termoplasticos (BUGNICOURT et al.,
2014). Porém, o custo ainda € apontado como o principal fator que inibe a entrada
deste material em aplicagbes em larga escala.

Por outro lado, seu copolimero com valerato (PHBV) é muito mais
aceitavel comercialmente, apresentando uma melhora em sua dureza em troca de
uma ligeira perda de for¢ca e modulo. Por apresentar estas melhoras significativas, é
considerado como um promissor substituto aos plasticos utilizados hoje em dia.
Entretanto, a producédo de PHBV necessita de tecnologias e precursores que elevam
ainda mais o custo da producdo (CHODAK, 2008). Outros mondmeros também
possuem promissoras aplicacdes. A Figura 5.5 descreve os PHAs de maior

interesse e suas possiveis aplicacdes.
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FIGURA 5.5 - Principais polimeros da classe dos PHAs e suas aplicacdes mais

promissoras. Adaptado de ISIKGOR e BECER, 2015

Apesar da grande disponibilidade de bactérias, o PHA comercialmente
encontrado é produzido de maneira economicamente viavel por apenas algumas
bactérias. Entretanto, estas espécies ainda apresentam alguns problemas como
baixas temperaturas de cultivo e longos periodos de crescimento, além de rotas
biossintéticas endbégenas para degradacdo concomitante de PHA. Idealmente, estes
problemas relacionados aos micro-organismos utilizados precisam ser superados
enguanto se mantém a alta producéo de polimero. Estes problemas, aliado ao pouco
conhecimento da variedade microbiana, tornam a busca por novas cepas produtoras

um importante objetivo de investigagao.

Além do problema de escolha do micro-organismo, a producao
competitiva do polimero em escala esbarra em outro problema. Os custos da
producdo de bioplasticos giram em torno de 5-10 vezes o custo de producdo de
polimeros derivados de petroquimicos, sendo a viabilidade econémica da producao
industrial de PHA determinada em grande parte (até 50% do custo de producéo)
pelo custo do substrato (TAN et al., 2014). Uma vantagem da producéo de PHA esta

72



na grande versatilidade metabdlica devido as diversas rotas biossintéticas existentes
para incorporagao de substratos na producao de PHA, o que permite que uma ampla
gama de compostos organicos possam ser usados como substrato para o acumulo
de polimero, tornando-se um alvo em potencial para promover o beneficiamento de
subprodutos agroindustriais ou outras fontes de carbono subutilizadas (BAGHERIASL
2012). O uso, portanto, de materiais de baixo custo como subprodutos industriais,
elencando-os a condicdo de matéria-prima de partida para a producdo de
biopolimeros constitui uma alternativa viavel para producdo economicamente

eficiente.

Desta forma, o objetivo deste estudo foi identificar, dentre os isolados
bacterianos obtidos de D. speciosa, aqueles que possuem capacidade de producao
de polihidroxialcanoatos em grande quantidade e com uso de fontes alternativas de

carbono.

5.2 - Experimental

5.2.1 - Métodos microbioldgicos para obtencdo de polihidroxialcanoatos

5.2.1.1 - Triagem Qualitativa da producédo de PHA

A avaliacdo qualitativa da capacidade de acumulacdo de PHA em
células bacterianas isoladas de D. speciosa, 0s micro-organismos foram cultivados
diretamente em meio de cultura sélido contendo em sua composi¢cdo vermelho do
Nilo, um corante lipofilico fluorescente que interage com os granulos intracelulares
de PHA permitindo a sua visualizacdo diretamente na placa, seguindo uma
metodologia proposta por BERLANGA et al. (2006), com modificagdes. Inicialmente os
isolados foram reativados em meio de cultura NA até crescimento vigoroso, sendo
posteriormente transferidos, com o uso de uma alca de platina estéril, para placas de
Petri com meio de cultura sélido definido, denominado NR, contendo em sua
composicéo 10.0 g.L™ de dextrose, 1.0 g.L™ de extrato de levedura, 0.5 mg.L™ de

corante vermelho do Nilo e 17.0 g.L™ de &gar. As bactérias foram cultivadas em

73



estufa BOD por até dez dias. Para avaliacdo, as bactérias foram submetidas a
iluminacdo com uma lampada de comprimento de onda de 245 nm, e a intensidade
da fluorescéncia produzida pelos acumulos intracelulares de PHA ranqueados
qualitativamente. As cepas foram classificadas em n&o-fluorescente (-); baixa

fluorescéncia (+); e alta fluorescéncia (++).

5.2.1.2 - Avaliagdo quantitativa da producao de PHA por cepas selecionadas

Os micro-organismos selecionados na etapa 5.2.1.1 foram cultivados
em meio liquido para a avaliacdo quantitativa de producado de PHA a caracterizagcao
quimica do polimero obtido. Para este experimento foi realizado um cultivo em
batelada de um estagio, onde o meio de cultivo utilizado para crescimento e acumulo
de polimero foi 0 mesmo. Para tanto, as cepas foram reativadas em meio NA e
cultivadas por pelo menos 48 h até observacdo de crescimento vigoroso e a
formacéo de colonias axénicas. Posteriormente, uma dessas colonias foi transferida
com uma alca de platina estéril para um tubo de vidro contendo 5 mL de meio de
cultura CN, mantido sob cultivo por 16 h e agitacdo de 160 rpm. ApGs o periodo
indicado o in6culo foi transferido para um erlenmeyer de 500 mL contendo 150 mL
de meio de cultivo liquido preparado com 10,0 g.L™ de dextrose, 5,0 g.L™* de acetato
de sédio e 0,1 g.L™" de extrato de levedura, e mantido nas mesmas condicées de

cultivo por mais 72 h.

Para a avaliacdo da producdo de PHAs usando fontes de carbono
alternativas, foi utilizado o método de cultivo em batelada em dois estagios, onde
foram usadas diferentes composi¢cdes de meio de cultura para as etapas de: i)
crescimento celular em meio CN e ii) acumulacdo de polimero em um meio de
cultura mineral minimo (M3) contendo em sua composicdo: Na,HPO, 7,0 g.L™;
KH,PO, 3,0 g.L™:; MgSO,4 1,0 g.L™; CaCl, 1,0 g.L™*, com a adicéo de cada fonte de
carbono para cada experimento distinto em uma concentracdo de 15,0 g.L™*. Como
fontes de carbono, foram investigados glicose, glicerol, e fracbes leve e pesada
(denominadas Extrato Acido e Bio-Oleo respectivamente) obtidas da pirdlise rapida
de biomassa de Eucalyptus spp., material este fornecido pela empresa Suzano
Papel e Celulose. Este material pirolenhoso apresenta caracteristicas similares ao

descrito por CHANG et al., (2013) e AMuUTIO et al., (2015), com alto teor de carbono e
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oxigénio devido a formacao de diversos compostos oxigenados como cetonas,
acidos, furanos e fendlicos, e um baixo teor de nitrogénio e fésforo. Para o
crescimento celular (i), uma coldnia obtida apds crescimento da cepa em NA foi
transferida para 5 mL de meio de cultura CN. Apo6s 16 h de cultivo sob agitacédo de
160 rpm, as células foram removidas de meio por centrifugacdo em tubos estéreis
(4630 x g, 28°C, 10 min), lavadas com agua, ressuspendidas em 1mL de meio de
cultura e transferidas para um erlenmeyer de 500 mL contendo 150 mL de meio M3

(ii). O cultivo foi mantido sobre agitacdo de 160 rpm e 28°C por mais 48 h.

5.2.2 - Caracterizagdo dos polihidroxialcanoatos obtidos

Diversas metodologias analiticas foram utilizadas com o objetivo de
observar a formacédo do biopolimeros e permitir a caracterizacdo da producédo de

PHA pelas cepas selecionadas.

5.2.2.1 - Avaliagdo Quantitativa da producao de PHA

Para avaliacdo da quantidade de material e da estrutura quimica do
PHA produzido, as células foram removidas por centrifugacdo do meio de cultura
(12860 x g, 20°C, 10 min), lavadas com &gua deionizada e liofilizadas. Apods
completa secagem o peso em massa seca (CDW; Cell Dry Weight) foi avaliado e as
células submetidas a dois processos diferentes de extracdo do PHA. Para a
extragdo do polimero uma massa conhecida de células foi transferida para um tubo
de ensaio com tampa de rosca, suspendidos em cloroférmio e mantidas a uma
temperatura de 70°C por 72 h. Apds a extracao a suspensao foi filtrada, e o polimero
precipitado pela adicdo de hexano numa proporcao final de 9:1 hexano:cloroférmio
(v/v). O polimero foi recuperado por centrifugacdo (12860 x g, 0°C, 10 minutos).
ApoOs secagem do solvente residual o polimero foi novamente solubilizado em
cloroférmio sendo novamente precipitado pela adicdo de metanol numa proporcao
final de 9:1 metanol:cloroformio (v/v). ApGs outra etapa de centrifugagéo e secagem,
a massa de polimero obtida foi utilizada para o calculo da porcentagem de polimero
por massa celular (rendimento %).
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5.2.2.2-FTIR

Para analise por FTIR, 1 mg do polimero obtido foi inicialmente
macerado juntamente com 99 mg de KBr anidro. Apds homogeneizacdo a mistura foi
submetida a pressao de 10 kPa por 5 min em prensa com suporte para a formacéo
de uma pastilha.

5.2.2.3-NMR

Para a andlise por NMR, 5 mg do polimero foi dissolvido em 0,7 mL de
CDCl; e transferidos para tubos de 5 mm. As amostras foram submetidas aos

experimentos de *H NMR a 27°C no equipamento de 400 MHz.

5.2.2.4 - GC-MS

Para a identificacdo dos mondmeros presentes nos polimeros obtidos,
as amostras foram submetidas a reacdo de derivatizagdo para obtencdo de
moléculas compativeis com a analise pela técnica de GC-MS. A reacdo de
metandlise foi realizada tanto com o polimero extraido quanto com a propria massa
celular. Assim, foi transferido 1 mg de polimero extraido ou 10 mg de massa celular
seca (quando disponivel) para um tubo de ensaio com tampa de rosca, sendo entdo
adicionados 2 mL de uma solugéo de acido sulfurico:metanol (85:15 v/v) e 2 mL de
cloroférmio. Esta mistura foi mantida com o vaso selado, sob aquecimento por 100°C
por 100 min. Apés este periodo a mistura foi resfriada a temperatura ambiente e as
fases separadas pela adicdo de 2 mL de agua deionizada. O tubo foi centrifugado
brevemente (515 x g, 20°C, 1 min) para quebra da emulsdo formada e a fase
organica removida e acondicionada em um vial para analises por GC-MS. A reacédo

de metandlise esta representada na Figura 5.6.
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FIGURA 5.6 - Esquema da reacédo de metandlise de PHA sob condicdes acidas

Para a analise do produto da reacdo por GC-MS, foi utilizada uma
coluna Rtx-5 MS 30,00 m, 0,25 mm id, O, 20 um de recobrimento (Restek, Bellefonte,
PA, EUA). As temperaturas do injetor, interface e fonte de ions foram ajustadas para
250°C, 280°C e 250°C respectivamente. A injecao foi realizada no modo split, com
proporcdo de 1:30. A velocidade linear foi mantida constante, a 40,6 cm.s™. O
programa de temperatura do forno da coluna utilizado esté descrito na Tabela 5.1.

TABELA 5.1 - Parametros de temperatura do forno da coluna para o método de

andlise do produto de metandlise de PHA por GC-MS.

Temperatural (°C) Taxa (°C.min™") Tempo De Espera (min)

70 3
250 12 0
280 10 1

O tempo total de corrida foi de 22,0 min. O detector de massas foi
programado para registrar os espectros no modo fullscan no intervalo de massas de
40-400 m/z a partir de 3,5 min, com o corte do solvente programado para 3,0 min.
Apés as corridas, os compostos foram identificados através de comparagdo com
padrbes comerciais, banco de dados e pela area de cada sinal obtida pela

integracdo do sinal analitico.
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5.3 - Resultados e Discussao

5.3.1 - Avaliacdo qualitativa de acumulo de PHA usando o corante

Vermelho do Nilo

Todos 0s micro-organismos corretamente isolados de D. speciosa e
identificados foram submetidos a identificacdo qualitativa e quantitativa da
capacidade de produzir a classe de poliéster intracelular conhecida como
polihidroxialcanoatos. Um levantamento bibliografico prévio (CHoDAK, 2008; KOLLER
et al.,, 2010; TAN et al.,, 2014) indicou que diversos dos isolados apresentam

potencial para o acumulo destes polimeros.

O corante Vermelho do Nilo quando diretamente incorporado no meio
de cultura apresenta alta fluorescéncia quando solubilizado em meio apolar como
granulos de PHA, e nenhuma em meio aquoso. Ademais, o corante é prontamente
deslocado para inclus@es intracelulares, indicando através da emissdo de coloracéo
alaranjada a presenca de granulos lipofilicos (SPIEKERMANN et al., 1999). Apés o
tempo de crescimento, as placas de cultivo foram visualizadas por transiluminacéo
com uma lampada UV de 315 nm, para a visualiza¢do da inclusao de polimero, que
apresenta uma cor alaranjada quando irradiada. Foram definidos arbitrariamente trés
niveis de coloracédo, relacionadas com a intensidade da cor alaranjada observada.
Para cepas que ndo apresentaram mudanca na coloracdo, foram definidas como
N&o Fluorescente (-). Para isolados com uma sutil mudancga de cor, foram definidos
como Pouco Fluorescente (+), e isolados com intensa coloracdo alaranjada
mediante irradiacdo UV foram definidos como Muito Fluorescente (++). A Figura 5.7

apresenta um exemplo de cada classificacéo.
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FIGURA 5.7 - Tipos de fluorescéncia observada para os isolados no teste com o

corante Vermelho do Nilo em placa de Petri.

Os isolados foram avaliados a cada 48 h, até um total de dez dias de
cultivo. Foi constatado crescimento celular de todas as espécies, em quantidades
variaveis. Dos 73 isolados testados, 16 deles ndo apresentaram nenhuma
fluorescéncia durante toda a duracdo do experimento, 28 apresentaram uma ligeira
mudanca de coloracdo ao longo de tempo, apresentando uma ligeira coloracéo
alaranjada, e outros 29 isolados apresentaram uma intensa coloracdo quando
iluminados com ladmpada UV por transiluminacdo. Alguns, inclusive, foram t&o
eficientes em promover o acumulo do corante nos granulos que era possivel
observar a formacao de coloracdo mesmo na auséncia de irradiacdo UV. A Tabela

5.2 apresenta um resumo dos resultados para cada isolado.

Como pode ser observado na tabela 5.2, os resultados variaram
bastante entre as bactérias testadas, porém sempre similares para as bactérias
identificadas como sendo da mesma espécie, indicando uma robustez no resultado
obtido pelo método proposto. Entretanto, espécies proximas dentro do género
Pseudomonas produziram resultados diferentes, evidenciando a caracteristica de

acumular o polimero como algo intrinseco de cada espécie. Outro ponto a ser
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destacado é que dentre todos os isolados, apenas as bactérias dos géneros
Empedobacter, Ochrobactrum, Stenotrophomonas e  Streptomyces néao
apresentaram nenhuma evidéncia de acumulo de PHAs, sendo todos os outros treze
géneros capazes de promover algum acumulo. Alguns dos géneros observados
produzindo PHA s&o descritos na literatura como produtores de PHA, como
Acidovorax, Acinetobacter, Burkholderia, Delftia, Klebsiella, Pseudomonas e
Rhizobium (CHoDAK, 2008; KOLLER et al., 2010; MATIAS e RODRIGUES, 2011; TAN et
al., 2014), enquanto as bactérias do género Aurantimonas, Enterobacter, Kluyvera,
Luteibacter, Serratia e Sphingobacterium apresentam poucos ou nenhum relato
(TAmBOLI et al., 2010; NAHEeED et al., 2012; BALOGUN et al., 2013; ARAVIND e
SANGEETHA, 2014; ARUMUGAM et al., 2014). Uma lista detalhada da classificacao de

cada espécie pode ser encontrada no Apéndice 1.

TABELA 5.2 - Classificacdo qualitativa do acumulo de PHA pelos isolados, avaliados

pelo teste de Vermelho do Nilo.

(-) Nao Fluorescente (+) Pouco Fluorescente (++) Muito Fluorescente
Empedobacter (1) Acidovorax (1) Acinetobacter (12)
Ochrobactrum (3) Burkholderia* (1) Aurantimonas (1)

Stenotrophomonas (4) Enterobacter (15) Delftia (1)
Streptomyces (8) Kluyvera (1) Klebsiella (1)

Pseudomonas (7) Luteibacter (1)
Rhizobium (1) Pseudomonas (6)
Serratia* (1) Serratia (7)

Sphingobacterium (1)
* Indica a impossibilidade de avaliagdo por interferéncia de compostos fluorescentes e/ou

pigmentados produzidos pela bactéria.

5.3.2 - Avaliacdo Quantitativa da Producdo de PHA por isolados

selecionados

Para confirmar a utilidade do teste qualitativo de identificacdo de
bactérias produtoras de PHASs, oito isolados foram selecionados para avaliagéo

guantitativa em meio liquido. As cepas selecionadas estdo descritas na Tabela 5.3.
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TABELA 5.3 - Isolados bacterianos selecionados para a avaliagcdo quantitativa em
experimentos de producao de PHA.

Isolados selecionados

Aurantimonas sp. (DsA.N042) (++) Kluyvera sp. (DsF.N0O19) (+)
Burkholderia sp. (DsF.N013) (+) Ochrobactrum intermedium (DsA.N019) (-)
Delftia sp. (DsA.N049) (++) Serratia marcescens (DsA.N0O04) (++)

Empedobacter brevis (DsF.N002) (-)  Stenotrophomonas maltophilia (DsA.N028) (-)

Foram selecionados isolados de todos 0s grupos observados no ensaio
quantitativo (-, + e ++), com o objetivo de determinar a eficiéncia do método com
corante Vermelho do Nilo. Apds o cultivo das cepas e a realizacdo dos processos de
extracdo e purificacdo, foi avaliado o peso em massa seca das células microbianas,

bem como do polimero extraido. Os valores obtidos estéo descritos na Tabela 5.4.

Pode se observar na Tabela 5.4 uma enorme variagao tanto para peso
em massa seca como para porcentagem de acumulagédo de PHA. De maneira geral
os isolados apresentaram baixa producdo de células quando cultivadas em apenas
um estagio, pois o inoculo foi adicionado diretamente em um meio desbalanceado,
pobre em nutrientes essenciais. Esta condicdo de stress € importante para a
ativacdo do metabolismo de acumulo de PHA intracelular em células microbianas,
todavia pode acarretar na diminuicdo da capacidade do micro-organismo se
desenvolver. Apenas o0 género Delftia ndo demonstrou problemas em se

desenvolver e apresentou producao celular elevada em relacdo as demais.

Com relagdo ao acumulo de PHA, os resultados foram relativamente
compativeis com os apresentados pelo teste qualitativo, mostrando que o teste foi
atil na rapida identificacdo de potenciais cepas isoladas na producdo de PHA. A
Unica excecao foi a bactéria Serratia marcescens, que ndo apresentou alta producéo
de PHA apesar de apresentar alta fluorescéncia no teste qualitativo. Esta espécie
nao € descrita como um micro-organismo produtor de PHA em revisdes que
classificam os micro-organismos produtores (CHODAK, 2008; KOLLER et al., 2010; TAN
et al., 2014). Esse resultado obtido para S. marcescens pode ser resultado da
interacdo e acumulo do corante causado por outras moléculas apolares produzidas
em alta quantidade que ndo o PHA (TAN et al., 2014), ou entdo uma mudanca de
metabolismo provocada pelas diferentes condi¢bes de crescimento fez com que o
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acumulo de PHA observado nos teste qualitativo em meio sélido ndo fosse
reproduzido durante o cultivo em meio liquido nas condi¢cdes avaliadas neste
trabalho. Vale destacar o grande acumulo de PHA pelos isolados de Aurantimonas e
Delftia, produzindo cerca de 50% e 90% do peso em massa seca de PHA
respectivamente, mesmo quando inoculada diretamente em meio pobre de

nutrientes.

TABELA 5.4 - Avaliacdo quantitativa da producdo de massa celular e polimero pelos

isolados selecionados

Organismo Peso em massa PHA Vermglho
seca (g.L") (% da massa seca) do Nilo
Stenotrophomonas maltophilia 0,27 £ 0,12 2,0+£0,4 % -
Empedobacter brevis 0,10 £ 0,08 50£1,2% -
Ochrobactrum intermedium 0,20+ 0,10 59+£21% -
Serratia marcescens 0,07 £ 0,05 8,2+4,3% ++
Kluyvera sp. 0,14 + 0,02 10,4+ 3,0 % +
Burkholderia sp. 0,03 £ 0,01 12,2+4,9 % +
Aurantimonas sp. 0,02 £ 0,01 50,0 £ 9,7 % ++
Delftia sp. 0,49+0,10 89,8 +£5,3 % ++

ApoOs a obtencdo dos materiais secos e a avaliacado da producéao celular
e de polimero, foi realizada a metandlise para identificacdo da composicdo dos
mondmeros em cada isolado. Foi realizada a metandlise direto das células secas,
para avaliacdo da capacidade de aplicacdo da técnica mesmo sem a necessidade
de extracdo do polimero. ApOs a reacdo concomitante de extracdo e derivatizacao
ocorrida nas condi¢cdes experimentais, foi feita a injecdo da fracdo organica para
andlise por GC-MS. Nesses ensaios espera-se observar os derivados metilados dos
mondmeros componentes de PHAs de cadeia curta. Polimeros contendo (R)-3-
hidroxibutirato devem conter a molécula (R)-3-hidroxibutanoato de metila (3-HBMe).
Por sua vez, polimeros contendo (R)-3-hidroxivalerato deve também apresentar a
molécula (R)-3-hidroxipentanoato de metila (3-HPMe) respectivamente (Figura 5.6).

Os cromatogramas obtidos estéo na Figura 5.8.
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FIGURA 5.8 - Cromatogramas obtidos apés metandlise das células. A) Cromatograma

de ions totais (TIC). B) Ampliacdo da regido entre 4,0 e 7,0 min, com destaque para
os sinais dos compostos 3-HBMe (T.R. 4,26min) e 3-HPMe (T.R. 6,12 min)

O cromatograma de ions totais mostra a presenca de uma grande

guantidade de compostos. Os produtos 3-HBMe e 3-HPMe podem ser observados

com tempos de retencdo de 4,26 e 6,12 min respectivamente. Para facilitar a

identificacdo dos compostos, foi utilizado dois controles positivos de polimeros com
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composi¢cdo conhecida contendo 100% PHB ou uma blenda de PHBV contendo
aproximadamente 90% butirato / 10% valerato, que também foram submetidos a
derivatizacao por metanolise. Também foi realizada a derivatizacdo sem a presenca
de células, bem como a injecdo apenas do solvente organico usado na etapa de

extracdo como controles negativos para avaliar possiveis interferentes. A

Figura 5.9 apresenta as fragmentacdes observadas para as moléculas
3-HBMe e 3-HPMe, bem como as propostas de mecanismos de fragmentacdo que

levam aos principais ions observados.

Para ambas moléculas, podem ser observadas perdas por mecanismos
tradicionais, como por clivagem a e rearranjo de McLafferty. Outros ions néo
descritos podem ser confirmados a partir de perdas secundarias, como por exemplo
0 ion m/z 71 que € descrito na literatura como sendo derivado da perda de metanol
(CH3O0H, 32 Da) do ion de m/z 103 (DE R et al., 2005). O solvente apresentou
poucos interferentes na regiao de eluicdo dos compostos de interesse, entre 4,0 e
7,0 minutos, ndo prejudicando a interpretacdo da analise. A avaliacdo do branco da
reacdo mostrou a presenca de um sinal intenso com tempo de retencdo em 4,35
minutos, bem préximo a janela de observacdo do mondmero 3-HBMe. Este sinal foi
identificado através do banco de dados como sendo a molécula dimetil sulfato,
produzida pela reacédo paralela de metoxilacdo da molécula de acido sulfarico por
metanol. Avaliando-se os cromatogramas de todos os isolados, somente foi possivel
identificar a presenca do monémero 3-HBMe para os géneros Aurantimonas e
Delftia. Para todos os outros isolados, ndo foi possivel se identificar a presenca de
moléculas que fossem de alguma maneira relacionada a monbémeros de
polihidroxialcanoatos. Esses resultados de GC-MS séo condizentes aos ensaios
qualitativos nas amostras de Aurantimonas e Delftia, e novamente reforca a

observacéao da capacidade de producao destes isolados.
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A) 3-HBMe, e; B) 3-HPMe
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Os cromatogramas apresentaram outros sinais, derivados de outros
componentes celulares e reacfes paralelas. Além dos mon6émeros 3-HBMe e 3-
HPMe, pode ser observado o produto da reacdo paralela de desidratacdo do 3-
HBMe, 2-butenoato de metila, o éster metilico do acido croténico, com T.R. 11,27
min. A existéncia do produto em pequena quantidade indica uma condi¢éo favoravel
a reacdo de metoxilagdo. Também foi possivel identificar algumas classes de
compostos derivados dos micro-organismos, sendo identificados o0s ésteres
metilicos de &cidos graxos (FAME; Fatty Acid Methyl Esters) provavelmente
originario de paredes celulares microbianas, especialmente de lipopolissacarideos
(LPS) de bactérias gram-negativas. Estas moléculas estdo presentes em
abundancia e sdo comumente utilizadas como marcadores moleculares de espécie,
uma vez que as variacbes qualitativas e quantitativas destes compostos sao
particulares de cada espécie bacteriana, sendo inclusive possivel realizar a
identificagdo de micro-organismos de maneira similar as técnicas moleculares e
espectrométricas (Lu e HARRINGTON, 2010). Entre 11,2 e 22,6 min, foi observada a
presenca de diversos FAMES, variando entre oito a vinte dois atomos de carbono em
sua estrutura lipidica. Dentre os FAMEs foram observadas diversas estruturas como
saturados, insaturados, ramificados, hidroxilados e epoxidados. Além disso, também
foram encontrados alguns compostos aromaticos, como dimetil benzaldeido (T.R.
10,60 min) e 2,6-dimetoxi-p-benzoquinona (T.R. 15,43 min). Outra classe de sinais
caracteristicos identificados foi ésteres metilicos de &cidos organicos de cadeia curta
(SCFA; short-chain fatty acids), sendo encontrados os derivados metilados do acido
piravico (T.R. 6,02 min), &cido levulinico (T.R. 6,70 min), acido succinico (T.R. 7,50
min) e &cido adipico (T.R. 10,95 min). Estas pequenas moléculas sao consideradas
grandes promissoras como blocos de constru¢cdo quimicos derivados de fontes
renovaveis, também conhecidos como quimicos de plataforma (PERLATTI et al.,
2014) e fortalecem a hipbétese da exploracdo de micro-organismos de biomas
subexplorados como bactérias do trato digestivo de insetos na identificacdo de

novas cepas para uso em processos biotecnoldgicos.

Esses resultados deixam em evidéncia que as cepas de Aurantimonas
e Delftia sdo espécies microbianas com potencial para producdo de biopolimeros.
Além disso, ficou evidente a compatibilidade e exatiddo entre os testes quali e
guantitativos, indicando que o método de triagem usando Vermelho de Nilo pode ser

considerado eficiente para selecionar cepas promissoras na producao de PHA. Com
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base nesses resultados, as cepas de Aurantimonas sp. e Delftia sp. foram

selecionados para testes posteriores.

5.3.3 - Avaliacdo da producdo de PHA usando fontes alternativas de

carbono

Com o proposito de se avaliar a possibilidade do uso de diferentes
fontes de carbono na produc¢éo e acumulo de PHAS por micro-organismos. As cepas
Aurantimonas sp. e Delftia sp., foram selecionadas visto serem as espécies que
resultaram na maior producdo de polimero observada nos experimentos
guantitativos de determinacdo de porcentagem de PHA em massa seca. Nesta
etapa do trabalho, os experimentos foram realizados através do cultivo em dois
estagios através da transferéncia das células bacterianas do meio CN para o meio
M3. De imediato, pode-se perceber uma alta quantidade de células presentes ap6s o
termino do experimento pelo alto valor de peso em massa seca obtido,
principalmente para e espécie Aurantimonas sp., que tinha sido muito prejudicada
com o crescimento em apenas um estagio. Os processos de obtencdo de massa
seca e polimero foram realizados, e os valores obtidos estdo descritos na Tabela
5.5.

TABELA 5.5 - Valores quantitativos para a producdo de PHA usando fontes de
carbono alternativas por Aurantimonas sp. e Delfita sp.

Organismo Substrato Peso em massa seca (g.L™) % PHA
Glicose + Acetato * 0,49+0,10 89,8+ 5,3%
Glicose 0,69+0,14 86,4 +7,4%
Delftia Glicerol 0,71+0,10 81,2+ 8,2%
Extrato Acido 0,79 +0,17 5,8 + 3,2%
Bio-6leo 0,74 +0,15 6,1+2,2%
Glicose + Acetato * 0,02 + 0,01 50,0+ 9,7%
Glicose 0,97+0,14 549+41%
Aurantimonas Glicerol 0,45+0,12 53,5+ 3,5%
Extrato Acido 0,75+ 0,08 52+1,3%
Bio-6leo 0,83+ 0,06 53+ 3,2%

* Experimento realizado em cultivo de um estagio (Sec¢éo 5.3.2)
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Pelos valores dispostos na Tabela 5.5, pode-se concluir que o
crescimento em dois estagios foi muito eficiente na producdo de massa celular
gquando comparado ao cultivo em etapa Unica, pelo aumento no peso em massa
seca observado, com as duas cepas apresentando capacidades similares de
crescimento nos quatro meios de cultura avaliados. O acumulo de PHA foi detectado
nos cultivos onde foi utilizado apenas glicose ou glicerol como fonte de carbono,
porém nos meios de cultivo contendo como fonte de carbono as fracdes de pirdlise
de eucalipto, extrato acido e bio-6leo, ndo foram observados acumulo de PHA em
quantidades apreciaveis. Estes resultados indicam que independente da composi¢ao
complexa das fragcbes de bio-6leo, ndo s&o encontrados compostos em
concentracfes que inibam o crescimento microbiano. Todavia, estes meios néo
favorecem a producdo de PHAs, muito provavelmente por ndo promover as
condic¢des nutricionais necessarias para estimulacdo do metabolismo de acumulagéo

de biopolimero.

ApoOs a obtencdo dos produtos, foram realizados os procedimentos de
metandlise das amostras, através da derivatizagcdo, novamente realizando o
procedimento diretamente na célula bacteriana, sem isolamento prévio do
biopolimero. Os cromatogramas obtidos para as frac6es organicas obtidas apos o

processo de derivatizacdo estdo dispostos na Figura 5.10.

Além dos controles positivos e negativos (branco e solvente
respectivamente) utilizados nos experimentos quantitativos iniciais, fez-se também a
metandlise das duas fracdes de pirdlise (Extrato Acido e Bio-0leo) utilizadas como
fontes de carbono, para identificar possiveis interferentes presentes na matriz . As
duas fracBes apresentam certa complexidade, especialmente a fracdo mais pesada
bio-6leo, apresentando uma série de compostos, principalmente oxigenados (KUMAR
et al., 2010), porém nenhum deles prejudica a identificacdo dos monémeros. Pode-
se observar nitidamente a producdo de mondémeros de PHA nos cromatogramas,
com destaque para a producdo de co-polimero de PHBV nos cultivos de
Aurantimonas com glicerol, e de Delftia com glicose e glicerol. Os sinais dos
mondmeros 3-HBMe (R.T. 4,28 min) e 3-HPMe (T.R. = 6,12 min) foram integrados
para obter-se uma proporcdo relativa da presenca de cada mondmero na
comparagao com todos os cromatogramas. Os valores estdo dispostos na Tabela
5.6.
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FIGURA 5.10 - Cromatogramas obtidos apds metandlise das células dos isolados de
Aurantimonas sp. e Delftia sp. cultivadas em diferentes fontes de carbono (Glicose,
Glicerol, fracdo leve e pesada do bio-6leo de Eucalipto). A) Cromatograma de ions
totais (TIC). B) Ampliacdo da regiao entre 4,0 e 7,0 min, com destaque para 0s
sinais dos compostos 3-HBMe (T.R. 4,26min) e 3-HPMe (T.R. 6,12 min).
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TABELA 5.6 - Composicdo monomeérica relativa dos PHAs obtidos de Aurantimonas

sp. e Delftia sp., cultivadas com diferentes fontes de carbono.

Organismo Substrato % 3-HBMe % 3-HPMe
Glicose + Acetato * 99,62% 0,38%
Glicose 90,00% 10,00%
Delftia Glicerol 97,52% 2,48%
Extrato Acido <LOD <LOD
Bio-6leo <LOD <LOD
Glicose + Acetato * 99,86% 0,14%
Glicose 99,22% 0,78%
Aurantimonas Glicerol 95,91% 4,09%
Extrato Acido <LOD <LOD
Bio-6leo 98,69% 1,31%

* Experimento realizado em cultivo de um estagio

O cultivo dos micro-organismos na auséncia de acetato permitiu o
acumulo de outro monémero além de PHB. Foi verificada a presenca de 3-HPMe em
diferente proporcdes, de 0 até 10%, indicando a producdo do copolimero PHBV.
Aurantimonas sp. foi capaz de acumular entre 0,1 e 4,1% de 3-HPMe, sendo capaz
de produzir uma pequena quantidade de PHA utilizando bio-6leo, porém com os
maiores valores de copolimero sendo observados na presenca de glicerol como
fonte de carbono. Por sua vez, Delftia sp. produziu porcentagem semelhante de
valerato na composicao do biopolimero na presenca de glicerol, porém quando a
glicose foi utilizada como Unica fonte de carbono, produziu um copolimero de PHBV
com presenca de aproximadamente 10-12% de valerato em sua composicdo. Este
resultado corrobora com dados prévios da literatura que indicam a capacidade de
uma espécie do género Delftia, D. acidovorans, de produzir copolimeros de PHBV
em diferentes fontes de carbono (Loo e SuDeEsH, 2007). A cepa de Delftia sp.
utilizada neste estudo obteve como identificacdo de maior score por MALDI-TOF a
espécie D. acidovorans, porém com score inferior ao necessario para confirmar a

espécie.
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5.3.4 - Caracterizacéo do copolimero PHBV obtido por Delftia sp.

Para se obter informacfes mais detalhadas e confirmar a estrutura do PHBV
obtido por Delftia sp. utilizando glicose como fonte de carbono, foram realizados
experimentos de FTIR e *H NMR do biopolimero. A Figura 5.9 apresenta o espectro
de FTIR obtido por pastilha de KBr
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FIGURA 5.11 - Espectro de FTIR do copolimero de PBHYV obtido de Delftia sp.

O espectro de FTIR para o copolimero apresenta as bandas
caracteristicas associadas a este tipo de estrutura (SINDHU et al., 2011), como o sinal
em 3000 cm™ representando o estiramento da ligacdo C-H sp® presentes no
esqueleto do polimero, bem como uma banda mais intensa em 1760 cm™, referente
ao estiramento da ligagdo C=O do éster presente, e a banda 1280 cm™

correspondente a ligacdo C-O também da funcéo éster.

Realizou-se também a caracterizacdo do PHBV de Delftia sp. atravées
da técnica de 'H NMR, utilizada para avaliacdo da composicéo estrutural. A Figura
5.12 mostra o espectro obtido.
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FIGURA 5.12 - Espectro de *H NMR (CDCls, 400 MHz, 27°C) do copolimero de PBHV

obtido de Delftia sp. com glicose como fonte de carbono.

No espectro de 'H NMR se pode observar os sinais caracteristicos
para o polimero PHBV (ZAKARIA et al., 2008). Para cada hidrogénio ou conjunto de
hidrogénios equivalentes foi designado um simbolo, B1-B3 para o mondmero de 3-
hidroxibutirato e V1-V4 para o mondmero de 3-hidroxipentanoato, descritos na
estrutura da Figura 5.12. Um multipleto desblindado em & 5,26 (1H, m - B2/V2)
corresponde aos hidrogénios do grupo metino B-carboxila. A metila da unidade de 3-
hidroxibutirato produz um dubleto em & 1,28 ppm (d, J = 6,4 Hz - B3), enquanto a
metila da unidade de 3-hidroxivalerato produz um multipleto de alta complexidade
em 0 0,88 (m - V4). O grupo metileno do valerato apresenta um sinal em & 1,50 (sl -
V3) com complexa multiplicidade referente ao acoplamento dos hidrogénios metinico

e metilico préximos, que apresentou grande alargamento.

Ha a presenca de um sinal em 6 2,55, referente ao hidrogénio metinico
da estrutura do PHBV (B1/V1) atribuido rotineiramente na literatura como um dubleto
2015). Todavia, a

avaliacdo da estrutura quimica da molécula indica que a disposicdo de outros
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atomos de hidrogénio néo levaria ao aparecimento deste tipo de multiplicidade neste
sinal, e ao observar as constantes de acoplamento percebe-se que néo sdo todas

equivalentes, logo uma analise mais aprofundada deste sinal foi realizada.

Se considerarmos os dois hidrogénios metilénicos adjacentes a
carboxila diasterotdpicos e ndo equivalentes magneticamente, apresentando ambos
um perfil de duplo dubleto, pode-se considerar a existéncia de dois sinais, H, em 0
2.48 (1H, dd, J = 15,4; 59 Hz ) e H. em & 2,61 (1H, dd, J = 154, 7,3 Hz),
apresentando um padrdo de acoplamento de spins entre eles o hidrogénio metinico
como um sistema de spins do tipo ABX segundo a notacdo de Pople (SILVERSTEIN et
al., 2005). Como o polimero apresenta uma configuracdo estereoespecifica e uma
alta massa molecular, a estrutura pode ser considerada rigida, estando os
hidrogénios sob influéncia de ambientes quimicos diferentes apresentando
diferentes angulos entre as ligacdes, como ilustrado na Figura 5.13. Estes dois
efeitos fazem com que os hidrogénios apresentem diferencas tanto no deslocamento
como nas constantes de acoplamento. Observando os acoplamentos, a constante
de J = 15,4 Hz em ambos os duplo dubletos indicam um acoplamento %J 1 entre os
dois hidrogénios geminais. A partir dai, os acoplamentos vicinais gauche (Jg) entre
Ha e Hp e trans (J;) entre Hy e H; seguem as correlacdes entre os seus angulos
diedros (MINCH, 1994). Os valores tedricos de acoplamento indicam um angulo
proximo de 31° para Hy e 153° para Hc, indicando uma conformacao préxima a anti
entre o carbono carboxilico e o oxigénio ligado ao carbono B, 0 que torna a molécula
menos impedida estericamente (Figura 5.13), e corroborando com dados teoricos da

literatura (SASANUMA e KATSUMATA, 2013).

CH,
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Hc m Ha/ e C) A

FIGURA 5.13 - a) Estrutura quimica do polimero PHB indicando os hidrogénios néao
equivalentes. b) Acoplamentos entre os hidrogénios da cadeia principal. c)
Conformacéo entre os carbonos 2 e 3 de acordo com as constantes de acoplamento

observadas.
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5.4 - Conclusoes

Os resultados obtidos com estes experimentos mostraram que
experimento qualitativo utilizando Vermelho do Nilo foi atil na identificacdo de
potenciais isolados capazes de uma alta producdo de PHA, apresentando boa
correlacdo com os estudos quantitativos. O cultivo em um estagio se mostrou com
potencial para o cultivo de cepas especificas, porém observou-se uma alta influencia
na capacidade de desenvolvimento da maioria dos isolados testados, ndo permitindo
0 acumulo de uma grande quantidade de células. Em compensacédo, o cultivo em
batelada de dois estagios permitiu um melhor desenvolvimento celular, levando a
maiores indices de biomassa, sem perda na produtividade relativa de PHA. Dentre
as bactérias avaliadas quantitativamente, as cepas Aurantimonas sp. e Delftia sp.
apresentam as melhores taxas de acumulo, com até 60 e 90% de volume em massa
seca respectivamente. A bactéria Aurantimonas sp. produziu o homopolimero PHB,
enquanto que Delftia sp. foi capaz de produzir o copolimero PHBV, com
concentracdes de até 12% de valerato em sua composi¢ao, sendo este biopolimero
caracterizado por GC-MS, FTIR e 'H NMR. A utilizacdo de substratos simples como
glicose e glicerol para a producédo de PBHV, principalmente no caso da producéo de
PHBV com valores proximos a 10% de valerato mostram-se promissoras para a
exploracdo em futuros processos, visto que neste estudo obteve-se um polimero
com grandes interesses comerciais, em uma boa quantidade, com substrato de

baixo custo, sem a realizacdo de nenhuma etapa de otimizacéo.
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6 - Avaliacdo do potencial de bactérias isoladas de D. speciosa para

producao de exopolissacarideos (EPS).
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6.1 - Introducéo

Os polissacarideos (PS) sédo polimeros de carboidratos e seus
derivados, muito disseminados na natureza. S&o polimeros naturais, nao-toxicos e
biodegradaveis, compostos de unidades de monossacarideos, sendo de uma forma
geral encontrados em todos os organismos. Atuam na superficie da grande maioria
das células participando de papéis importantes em varios mecanismos biolégicos
como resposta imune, adesao, infeccdo, transducéo de sinal e reconhecimento de
epitopes, além de serem componentes majoritarios de estruturas de sustentacéo
celular e armazenamento de energia na maioria de suas células, como celulose,

amido, glicogénio, entre muitos outros (HERGET et al., 2008).

Os polissacarideos apresentam uma enorme diversidade em sua
composicdo monomérica e estrutural, sendo reconhecido entre os materiais
biolégicos de maior complexidade quimica. Inicialmente, deve-se considerar a
grande quantidade de blocos de construcdo disponiveis, ou monossacarideos. Eles
podem variar em classe de compostos tal como aldoses, cetoses, aminoagucares,
acidos urénicos, 6-desoxiagucares, acidos sialicos, etc., em numero de carbonos
entre trioses, tetroses, pentoses, hexoses, heptoses, etc., estereosseletividade de
centros estereogénicos, tamanho de anel quando ciclico, geralmente como furanose
ou piranose, e a configuracdo do centro anomérico (a ou ) (BERTOZzI € RABUKA,
2009). A Figura 6.1 ilustra a série de D-aldoses contendo entre trés e seis atomos de

carbono, e as variacbes que o monossacarideo D-glucose pode obter.

Além da grande diversidade de blocos monoméricos de construcao,
existem muitas maneiras desses monossacarideos se conectarem entre si. A juncao
destas moléculas leva a formacdo de oligo e polissacarideos de grande
complexidade, podendo apresentar variacbes na sequencia linear dos monémeros,
na posicao de ligacao de dois residuos, nas posi¢cdes de ramificacdo e na existéncia
de grupos auxiliares substituintes como acetil, piruvil, sulfatos, lactil, etc.

(BLACKWOOD e CHAPLIN, 2006).
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FIGURA 6.1 - A) Projecdes de Fischer das formas aciclicas da série D- das aldoses de
3 a 6 carbonos. B) Diferentes epimeros possiveis para o fechamento do anel

glicosidico na molécula de D-glicose (BERTOZzzI € RABUKA, 2009).

De acordo com a sua composi¢do monomeérica, 0os polimeros podem
ser classificados como homopolissacarideos e  heteropolissacarideos.
Homopolissacarideos apresentam um uUnico tipo de monossacarideo que podem
formar cadeias lineares, p. ex. pululana e celulose bacteriana, ou cadeias
ramificadas como dextrana, todos derivados de glicose. Por sua vez, o0s

heteropolissacarideos sdo compostos de dois ou mais diferentes tipos de
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monossacarideos, geralmente presentes em sequencias ordenadas de
oligossacarideos contendo de dois a oito residuos. S&o exemplos de
heteropolissacarideo o acido hialurénico, composto de acido glucurénico e N-
acetilglicosamina, e a goma xantana, composta de glicose, manose e acido

glucurdnico. A Figura 6.2 ilustra alguns homo e hetereopolissacarideos.
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FIGURA 6.2 - Estrutura de alguns exopolissacarideos a) Pululana; b) Celulose

bacteriana; c) dextrana; d) Acido hialurdnico; e) Goma xantana.

Devido a todas estas possiveis configuracdes, o niumero de isbmeros
possiveis em estruturas de carboidratos € extremamente elevado. Se considerarmos
um hexassacarideo, o numero possivel de combinacdes € calculado em torno de
1,05 x 10 diferentes polissacarideos, muitas ordens de magnitude maior do que a
mesma quantidade de combinac¢des de aminoacidos em um peptideo (~10°) ou de

nucleosideos em um &cido nucleico (4 x 10°) (LAINE, 1994).

Devido a enorme variacdo estrutural, diversas técnicas analiticas sao
utilizadas para a caracterizacdo de polissacarideos, sendo comumente avaliado o
tamanho de polimero, a composicdo e o tipo de ligagdo entre os monémeros. A

avaliacao do tamanho molecular e a polidispersidade do material pode ser avaliada
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por afericdes indireta, como a avaliacdo da viscosidade da solucdo, ou entdo por
Cromatografia de Exclusdo de Tamanho (SEC) (EREMEEVA, 2003). A avaliagdo dos
mondmeros pode ser feita por cromatografia liquida ou gasosa, apos a hidrélise do
material em seus monossacarideos constituintes e derivatizacfes, se necessario.
Apesar de serem materiais mais adequados para analise em liquido, este tipo de
andlise se torna dificultada pela necessidade de instrumentagéo especifica e falta de

capacidade de discriminac&o do tipo de ligacao glicosidica.

Por outro lado, diversas metodologias de derivatizacdo bem
estabelecidas na literatura tornam a analise por GC-MS uma importante ferramenta
na identificacdo dos mondémeros e tipos de ligacdo nos polissacarideos (PETTOLINO
et al., 2008; Ruiz-MATUTE et al., 2011). A derivatizacdo de mondmeros em acetato de
alditol (AA) permite a analise dos monossacarideos constituintes de acordo com sua
classe, pela geracao de sinais de relacdo massa/carga especificos de acordo com a
estrutura molecular, contudo ndo permite a distingdo entre monossacarideos de
mesmas classes por ndo apresentar diferenciacao entre as posi¢cdes especificas das
hidroxilas. Mesmo assim, o tempo de retencdo de padrbes derivatizados numa
andlise cromatografica permite a classificacdo. A Figura 6.3 apresenta os principais
ions formados para as hexoses glicose, manose e galactose, as pentoses arabinose

e xilose e as 6-desoxihexoses ramnose e fucose.

A reacdo de AA permite uma avaliacdo rapida da composicao
monomérica do polissacarideo, porém ndo apresenta nenhuma capacidade de
discernimento sobre a estrutura do monémero ou polimero em si. Para tanto, utiliza-
se uma segunda metodologia de derivatizacdo, conhecida como acetato de alditol
parcialmente metilados (PMAA; Partially Methyalted Alditol Acetate). A principal
diferenca desse método esta na metilacdo seletiva das hidroxilas livres previamente
a etapa de hidrélise, e ap6s a reducdo e acetilacdo gera-se uma biblioteca de
compostos com variagcdes nas posicdes metiladas e acetiladas das hidroxilas de
cada monossacarideo, representando as posicoes livres e envolvidas em ligacdes
glicosidicas respectivamente. A reacdo de derivatizacdo de PMAA dos
polissacarideos acaba por produzir uma grande quantidade de compostos, conforme
cada monossacarideo presente, e também de cada tipo de ligacdo glicosidica
existente dentro da estrutura biopolimérica (BJORNDAL et al., 1967).
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FIGURA 6.3 - Padrédo de fragmentacdo por GC-MS para derivados de acetato de

alditol de monossacarideos. A) Hexoses; B) Pentoses; C) 6-Desoxihexoses

Um dos grandes obstaculos para a analise dos polissacarideos é a

obtencdo de padrBes analiticos, devido a dificuldade na sintese de todos os

possiveis produtos. Desse modo, a caracterizacdo geralmente é feita pelo perfil da

fragmentacao obtido por espectrometria de massas, bem como a comparacdo com

bancos de dados disponiveis na literatura. Visto que as moléculas geradas

apresentam perfis de fragmentacédo constante e indicativa da presenca de grupos

funcionais em cada estrutura. Os perfis de fragmentacdo sao obtidos de acordo com

regras que governam a formacdo dos principais ions observados dentro do

espectrometro.

Em analises por espectrometria de massas com ionizacao por impacto

7

eletrbnico (El), o ion molecular geralmente ndo € observado, e em todos o0s

derivados o fragmento do ion acilio é o mais intenso (CHsCO®, m/z 43). A

localizacdo da carga nas moléculas pode ocorrer entre os diversos atomos de

oxigénio presentes na estrutura. A formagédo dos ions primarios comumente ocorre
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pela quebra da ligagdo no carbono a ao cation radical formado, onde a intensidade
do sinal reflete a estabilizacdo do cétion, sendo mais estaveis nos ions onde a
localizacdo de carga se da em um carbono metoxilado (-OMe) quando comparado
ao carbono acetoxilado (OAc), pois a metila estabiliza a carga por aumento de
densidade de carga no carbono ligado ao heteroatomo, enquanto o grupo acetil
desestabiliza o cétion por retirada de densidade eletrbnica da carboxila. Desta
maneira, no caso da ligacao estar entre duas metoxilas, ambos os ions podem ser
formados. Por outro lado, em caso de ambos os substituintes, um em cada atomo, o
ion observado sera com a carga na metoxila, e no caso da ligacdo estar entre dois
oxigénios acetilados ndo havera a formagédo de ions em quantidades apreciaveis.
Como a derivatizacdo de PMAA insere um atomo de deutério no carbono que
contém a carbonila (C-1) tornando a molécula assimétrica, ions com uma unidade de
m/z de diferenca podem ser observados, sendo ions de m/z pares portadores do
carbono um contendo o deutério, e ions de m/z impares nédo possuindo esta porcao.
A partir dos ions primarios pode ser observada a formacéo de diversos outros ions
secundarios, formados pela perda principalmente de metanol (CH3OH; 32 Da), acido
acético (CH3COOH; 60 Da), formaldeido (CH,O; 30 Da) e ceteno (CH,CO; 42 Da).
As fragmentagOes produzidas por diferentes hexoses, pentoses, desoxihexoses e
outros acgucares podem ser encontradas na literatura (PETTOLINO et al., 2008;
SASSAKI e SOUZA, 2013). A Figura 6.4 apresenta a fragmentacdo da molécula do tipo

1,5-diacetil-2,3,4,6-tetrametil hexose para exemplificagdo dos fragmentos

observados.
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FIGURA 6.4 - Fragmentacdo observada para a molécula 1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-tetra-

O-metil hexose.
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Os polissacarideos sao comumente extraidos de biomassas como
algas e plantas superiores, ou entdo recuperadas de caldos de fermentacdo de
culturas bacterianas ou fangicas. Para um sistema de producdo sustentavel e
economicamente viavel em escala industrial, processos de fermentacdo microbianos
sdo desejaveis, pois possibilita a producdo rpida e eficiente em condi¢cdes
completamente controladas, sendo possivel obter resultados em poucos dias, em
comparacdo a semanas Ou até meses necessarios para obter resultados com
plantas que ainda podem ser afetadas por variacbes geograficas e sazonais. Além
do mais, a fermentacdo nédo depende de radiacdo solar como plantas e algas, e
permite a utilizacdo de uma ampla gama de substratos orgéanicos como fonte de
carbono (ONER, 2013).

Com a evolucédo da pesquisa em glicobiologia e as possibilidades de
producdo em fermentadores, o uso de ferramentas analiticas modernas capazes de
ajudar a superar essa grande barreira na parte de identificacdo e caracterizagao
estrutural dos polissacarideos microbianos vém recebendo grande atencédo. Entre as
moléculas encontradas em micro-organismos e que contém agucares como
componentes de parte ou toda a sua estrutura, as mais estudadas sao o0s
peptideoglicanos e os lipopolissacarideos, conjugados de polissacarideos
importantes em diversos processos intracelulares como construcdo da parede
celular e fatores de viruléncia (SUTHERLAND, 2002) e os polissacarideos microbianos,
polimeros de alta massa molecular feito de carboidratos. Os polissacarideos
microbianos podem ser divididos em polissacarideos capsulares secretados (CPS)
gue formam uma discreta camada superficial associada com as superficies das
células, ou exopolissacarideos (EPS) que estavam fracamente conectados com as
superficies celulares e fazem parte da matriz extracelular de comunidades
bacterianas atuando como mucos sollveis aumentando substancialmente a
viscosidade (ONER, 2013). Os EPSs, termo cunhado por lan W. Sutherland (1972)
sdo produzidos largamente por procariotos, sendo principalmente encontrados em
bactérias gram-negativas, porém, menos frequentemente, em eucariotos como

microalgas, leveduras e fungos filamentosos (SERRATO, 2008).

Os EPS tem importantes func¢des biolégicas nas bactérias. A estrutura
tridimensional formada pela interagdo das moléculas dos exopolissacarideos atua na

sinalizacdo molecular, em processos de simbiose e mutualismo com outros
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organismos, além de participarem ativamente no mecanismo de “quorum sensing” e
como componente principal na formacdo de biofilme (FERNANDES JUNIOR et al.,
2010). O biofilme € a matriz de sobrevivéncia de diversas comunidades bacterianas,
podendo ser composto de uma combinacédo de células de micro-organismos, além
de produtos extracelulares e outros detritos, sendo os EPS produzidos pelas
bactérias o responsavel por conferir a estrutura tridimensional (SUTHERLAND, 2001).
O biofilme apresenta um papel importante no desenvolvimento bacteriano, com
funcdes na evasdo e tolerancia contra agentes antibacterianos, manutencédo da
umidade e replicagéo, e sua estrutura exata varia de acordo com o ambiente na qual
se desenvolve (VUONG et al, 2004). Além do mais, o entendimento da formacao dos
polissacarideos pode beneficiar areas como a medicina. Pseudomonas aeruginosa e
Burkholderia cenocepacia sdo as principais causas de infec¢cdes pulmonares em
pacientes imunodeficientes, e as infeccdes estdo geralmente associadas a presenca
de um exopolissacarideo hidrofilico conhecido como alginato (BYLUND et al, 2006).
ABRAHAM et al. (2009) observaram uma grande mudanca na composi¢cao do EPS
formado por Staphylococcus aureus quando submetido a tratamentos de
esterilizagao fisicos e quimicos, o que € um indicio que as metodologias de assepsia
estdo diretamente relacionadas com a transformacdo e degradagdao do biofilme

bacteriano.

Bactérias produtoras de polimeros com estruturas inéditas e
propriedades inovadoras vém sendo isoladas em ambientes atipicos (LE COSTAOUEC
et al, 2012). Esta procura por diferentes exopolissacarideos se torna de extrema
importancia, visto que sua producdo € dependente do ambiente no qual os micro-
organismos se encontram. Um bom exemplo é a producdo de um EPS do tipo
hialurano, pela bactéria Vibrio diabolicus, isolada de um verme extremofilo
encontrado em fontes hidrotermais. O hialurano, também conhecido como &acido
hialurénico, € um dos principais componentes da pele humana, envolvido em
diversas funcdes como reparacdo da pele e o0ssos, hidrodindmica e proliferacéo
celular e processos de inflamacédo (SENNI et al, 2011) chegando a custar US$
100.000,00 por Kg (BOERIU et al., 2013). A Figura 6.5 ilustra os principais
monossacarideos encontrados em diferente classes de bactérias, e sua comparagao

com biopolimeros de glicanas humanas.
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FIGURA 6.5 - Monossacarideos comumente encontrados em diferentes classes de

bactérias. Adaptado de HERGET et al., 2008

Além do interesse no estudo das fungdes biolégicas que esta classe de
compostos pode mediar, os EPS apresentam muita utilidade para aplicagdes
tecnoldgicas. Pesquisas visando aplicacdo industrial, de modo geral, estédo

concentradas nos polissacarideos microbianos extracelulares, pois apresentam um
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processo de extracdo e purificacdo simplificado, além de possibilitarem uma
produtividade mais elevada e aumento de escala.

Além do interesse de utllizacdo em areas como saude e
bionanotecnologia, os polissacarideos podem ser usados como, emulsificantes,
floculantes, absorventes estabilizantes, bioadesivos, probidticos e agente de
gelificacdo para alimentos, cosméticos, farmacos e petroquimicos, etc. (FREITAS et
al., 2011; DoNorT et al., 2012). A maioria das aplicagbes dos EPS estéo relacionadas
ao seu comportamento em meio aquoso. Suas caracteristicas fisicas e quimicas
como a capacidade de retencdo de agua, comportamento de polieletrolito, estrutura
molecular e a possibilidade de modificacdo quimica permitem seus usos em diversas
aplicacoes (DumiTRIU, 2004). A Figura 6.6 ilustra a correlacdo entre as propriedades

mais relevantes dos polissacarideos com suas principais areas de aplicacao.

Al
Medicina 9 Alg Hyall
GPol Curd
Farmacéutica Cell | Scn ‘ GPol
Xant Gell
FPol FPol
Alg Xant GPol
Ali
imentos | Hyall GPol Lev R
o b " » ’
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[ \ /
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[ e ————————————
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De petroleo [ Xant FPol
Alg
Tratamento GPol
De agua FPol

Formagao Materiais Emulsificant Espessante Gelificante Atividade Floculante
de filmes estruturais biolégica

Propriedades
FIGURA 6.6 - Correlacdo entre as propriedades dos polissacarideos com suas
principais areas de aplicacdo. Adaptado de FREITAS et al., 2011. Alg, Alginato
bacteriano; Curd, Curdlana; FPol, FucoPol; Gell, Goma Gellana ; GPol, GalactoPol;

Hyall, Hialuronana; Lev, levan; Scn, Succinoglicana; Xant, Goma Xantana.
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Apesar do potencial de producdo e demanda de mercado, os EPS
bacterianos ainda representam uma pequena fracdo do mercado global de
polimeros, principalmente por conta de seu custo de producdo (RocA et al., 2015).
Além de gerar uma matéria prima de alto valor agregado, o processo de producéo
através da fermentacdo bacteriana pode ser beneficiado pelo uso de certos tipos de
residuos industriais como substrato para o crescimento microbiano, devido a alta
guantidade de acUcares presente, sendo uma boa alternativa para a resolucéo
simultanea de dois problemas, a diminuicdo da quantidade de residuos industriais e
a economia no processo de producdo pelo uso de matéria-prima de baixo valor
agregado (NERY et al., 2008). No entanto, para aperfeicoar o processo de producao
e torna-lo viavel é de extrema importancia a obtencdo de micro-organismos capzes
de produzir compostos de alto valor agregado e em grandes quantidades, além do
desenvolvimento de processos mais econdmicos que visam a reducdo de custos

com relacdo a composicdo dos meios de cultura e tempo de cultivo.

6.2 - Experimental

6.2.1 - Métodos microbiolégicos para obtencéo de exopolissacarideos

6.2.1.1 - Avaliacdo qualitativa da producéao de EPS

Para iniciar a avaliacdo da producédo de EPS pelas cepas isoladas de
D. speciosa, foi selecionado o teste de ponto bacteriano (BST; Bacterial Spot Test),
com o intuito de observar o vigor do crescimento e a morfologia das coldnias, na
busca por caracteristicas como viscosidade e forma, indicios capacidade de
producdo de EPS por coldnias (BOuNAIX et al., 2009; MALANG et al., 2015). Para a
realizacdo dos experimentos, uma colénia de uma cultura bacteriana reativada em
meio NA foi transferida com alca de platina estéril para um tubo de ensaio com
tampa de rosca contendo 5 mL de meio CN. ApOs crescimento por 16 h, as células
foram centrifugadas em tubo estéril (12.860 x g, 20°C, 10 min) e o meio de cultura
descartado. As células foram lavadas com 2 mL de 4gua estéril, e apos a dissolugéo

da pastilha de células a suspenséao foi centrifugada (12.860 x g, 20°C, 10 min). Apos
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remocdo da &gua foi novamente adicionado 2 mL de agua, e apés a
homogeneizacdo das células um volume de 20 pL desta suspensdo foi
cuidadosamente transferida, com o auxilio de uma pipeta, para uma placa com meio
de cultura NA enriquecido com 20 g.L™ de glicose. Ap6s 48 h, foram avaliados
parametros como auséncia ou presenca de muco, além de diametro e fendétipo da

coldnia.

6.2.1.2 - Avaliacao quantitativa e isolamento de EPS

Micro-organismos selecionados na etapa anterior foram selecionados
para avaliagdo quantitativa da producéo e isolamento e caracterizacdo do EPS. Para
o cultivo em meio liquido, as bactérias foram cultivadas em meio NA, e apos
crescimento uma col6nia foi transferida com uma alca de platina estéril para um tubo
de vidro com tampa contendo 5 mL de meio de cultura CN, mantido sob agitacéo de
160 rpm em incubadora orbital por 16 h. Apos este tempo o inéculo foi transferido
para um erlenmeyer de 500 mL contendo 250 mL de meio especifico composto por
7,5 g.L" de dextrose, 7,5 g.L™* de glicerol, 5 g.L™* de peptona e 3 g.L"! de extrato de
carne, cultivado por 72 h sob as mesmas condi¢des. Para cada micro-organismo
foram utilizados quatro erlenmeyers com 250 mL de meio, totalizando 1 L de meio
de cultura. A Figura 6.7 ilustra o processo de cultivo dos micro-organismos.

FIGURA 6.7 - Cultivo de células bacterianas para obtencéao de EPS.
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Ao final do cultivo as células foram removidas por centrifugagéo (12860
X g, 20°C, 15 min), e o EPS foi precipitado pela adicdo de 3 volumes de etanol a 4°C
e posterior resfriamento da solugéo a -15°C por 16 h. O precipitado foi coletado por
centrifugagéo (12860 x g, -5°C, 15 min), solubilizado em agua e &cido triluoroacético
foi adicionado até obter-se uma solu¢do aquosa de acido trifluoroacético 30% (v/v),
para precipitacdo de proteinas. Esta solucdo foi armazenada a 5°C por 1 h, seguido
de centrifugagéo (12860 x g, 5°C, 30 min). O sobrenadante foi submetido novamente
ao processo de purificacdo por precipitacdo com etanol sendo o sobrenadante
descartado. O EPS obtido foi dissolvido em um pequeno volume de agua ultrapura,
congelado em N liquido e liofilizado. Apos secagem a massa obtida foi registrada e

o EPS submetido a caracterizacao.

6.2.2 - Caracterizacdo analitica dos exopolissacarideos

Os EPS obtidos na etapa anterior foram caracterizados, para identificar
os componentes do polimero bem como a sequencia de ligacbes e o tamanho

molecular da cadeia polimérica.

6.2.2.1-FTIR

Os espectros de FTIR foram obtidos por pastilha. As amostras foram
preparadas macerando 1 mg de EPS com 99 mg de KBr anidro e producdo de
pastilha por prensa a 10 KPa por 5 min, sendo a amostra avaliada no modo

transmitancia, com 32 scans com varredura entre a faixa de 4000-400 cm™.

6.2.2.2 - SEC-UV-ELSD

Para as analises de Cromatografia por exclusdo de tamanho com
deteccdo por ultravioleta e espalhamento de luz evaporativo, tanto para a

solubilizacdo das amostras e dos padrfes quanto para a composi¢cao da fase movel
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foi utilizada uma solucdo 20 mM de acetato de amonio, sendo injetado 30 pL de

amostra e eluido com vazéo de 1,0 mL.min™.

6.2.2.3 - MALDI-TOF MS

Para os experimentos de MALDI-TOF MS, as amostras de EPS (10
mg) foram solubilizadas em 1 mL de agua ultrapura, e apos completa solubilizacéo,
1pL da solucao de EPS foi gotejada em placa MTP 384-well ground steel TF (Bruker
Daltonics GmbH, Germany), e a placa deixada em capela para secagem. Apos
completa secagem da gota, foi depositado em cima do residuo sélido 1,5 pL de
matriz que consiste em uma solugéo 20 mg. mL™ de acido-a-ciano-4-hidroxicinamico
(a-CHCA) em acetonitrila / solucdo aquosa de acido trifluoroacético 0,1% (1:1 v/v).
ApoOs evaporacédo do solvente a analise foi realizada, percorrendo janelas de faixa de
massas entre 1.000 e 100.000 Da.

6.2.2.4 - NMR

As andlises de EPS por NMR foram realizadas em temperaturas de 27,
50 e 80°C, pois a variacdo de temperatura permite o deslocamento do sinal da agua,
que pode encobrir algum sinal da molécula (GoTTLIEB et al, 1997). As amostras
foram preparadas diluindo até 10 mg de EPS em 0,7 mL, com posterior filtracdo em
algodao e transferéncia da solucdo para um tubo de 5 mm. Como referéncia foi
utilizado o sinal de acido 3-(trimetilsilil) propiénico-d4 (TMSP-d4) (0,00 Hz). Para
permitir uma correta atribuicdo estrutural, foram realizados experimentos 1D e 2D
tais como 'H, *C, COSY, TOCSY, HSQC e NOESY. Andlises de **C no estado
solido foram feitas no modo CP/MAS.

Para as analises de NMR de amostra insoluveis, foram realizados
experimentos em estado sélido, realizadas no modo de polarizagdo cruzada com
rotagdo no angulo magico (CP/MAS; Cross Polarization - Magic Angle Spinning).
Para o preparo da amostras, aproximadamente 50 mg de solido foi acondicionado
em rotor de 4 mm especifico para este tipo de analise.
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6.2.2.5 - GC-MS

Para a determinac&o dos monossacarideos e identificacdo das ligacdes
glicosidicas por cromatografia gasosa, as amostras foram submetidas a uma série
de reacOes de derivatizacdo em pote Unico. A obtencdo dos monémeros na forma de
acetato de alditol (AA) foi utilizada nos ensaios de avaliagdo da composicao
monomérica, e a derivatizacdo para obtencdo de acetato de alditol parcialmente

metilado (PMAA) da andlise glicosidica.

6.2.2.5.1 - Obtencgéao dos derivados de acetato de alditol (AA)

Para obtencdo dos derivados de acetato de alditol para cada EPS, em
um tubo de ensaio com tampa de rosca e vedacgao de teflon foi adicionado 1,0 mg de
EPS e 1,0 mL de solucdo aquosa de TFA 2,0 mol. L™, mantidos por 2 h a 121°C em
bloco de aquecimento. Apds este periodo, a tampa foi removida e o solvente
evaporado com passagem de fluxo de N, pela amostra. Para favorecer a
evaporacao e eliminar o acido, 200 uL de isopropanol foram adicionados, e apos
secagem novamente 200 pL de isopropanol foram adicionados e removidos. Apos
completa secagem, foi adicionado 1,0 mL de uma solucdo recém-preparada de
NaBH, 2,6 x 10 mol. L™, preparada logo antes do uso, pela adicdo de 100,0 mg de
NaBH, em 10 mL de uma solucdo 1,0 mol. L* de NH4OH, mantendo a reacdo a
temperatura ambiente por 16 h. Depois termino da reacéo, a solucéo foi neutralizada
pela adicdo de &cido acético em gotas até o término da formacado de bolhas. A partir
do momento que néo foi mais notada a formagé&o de bolhas, a solucdo foi evaporada
com o auxilio de um fluxo de N,. ApOs secagem quase completa, 500 uL de uma
solucdo acido acético:metanol (1:9 v/v) foi adicionada e novamente o0 solvente
removido com auxilio de fluxo de N,. O procedimento foi repetido, e apds nova
secagem sob fluxo de N2, 1,0 mL de metanol foi adicionado e evaporado sob fluxo
de N, sendo o procedimento repetido por mais uma vez. Apdés completa
neutralizagdo e secagem do solvente, foram adicionados 250 pL de anidrido acético
e 230 uL de piridina, sendo o frasco novamente selado e mantido a 50°C por 20 min.
ApoOs este periodo, a reacdo foi resfriada a temperatura ambiente e 1,0 mL de

isopropanol foi adicionado, para facilitar a remocdo dos reagentes volateis. A
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solucéo foi evaporada em fluxo de N,. ApGs secagem, 250 pL de isopropanol foram
novamente adicionados e evaporados até secagem. Posteriormente, 250 pL uma
solucdo de Na,COs; 0,2 mol. L™ foram adicionados e os produtos acetilados
extraidos pela adicdo de 2,0 mL de cloroférmio, com agitacdo branda em vortex por
30 s, sendo em seguida submetidos a centrifugacdo branda (515 x g, 20°C, 1 min)
para quebra de emulsdo. A fase organica foi removida e lavada por duas vezes com
1,0 mL de agua. O solvente organico foi separado e removido sobre evaporacao até
guase a totalidade, ajustando o volume para 250 pL com cloroférmio. Finalmente, as

amostras foram acondicionadas em inserts para frascos de GC-MS.

A Figura 6.8 apresenta um fluxograma das etapas reacionais para

obtencéo dos derivados de AA.
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o) TFA 2M 0
0 HO HO——H
HO O+ 2h,121°C "'ho OH H——OH
OH OH
n H——OH
CH,OH
CH,OH CH,OAc
H——OH H——OAc
HO——H Ac,0, py - AcO——H
H——OH o . H——O0Ac
H—|on 50°C, 20min H——0Ac
CH,OH CH,0Ac

FIGURA 6.8 - Fluxograma dos processos de derivatizacdo dos polissacarideos para

obtencao dos derivados de AA.

6.2.2.5.2 - Obtencéo dos derivados de acetato de alditol parcialmente metilados
(PMAA)

Para as reacdes de derivatizacdo para obtencdo do PMAA de cada

EPS, primeiramente foi realizada uma etapa de metilacdo. O método de per-O-
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metilacdo empregado foi derivado do método proposto por CIUCANU e KEREK (1984),

com a utilizacdo de uma base preparada previamente.

Para o preparo da base, foi feita uma solucdo 12,5 mol. L™* de NaOH
em agua, diluindo 5 g de NaOH em 10 mL de &gua ultrapura em um balédo
volumétrico, com cuidado pois a dissolugdo é bastante exotérmica. Um volume de
100 pL desta solucéo foi transferida para um tubo de vidro, com posterior digdo de
200 pL de metanol e 4 mL de DMSO, ambos anidros. Ap0Os agitacdo vigorosa em
vortex e centrifugacéo, obteve-se uma pasta ao fundo do frasco, e um soélido branco
flutuando na parte superior do liquido. Com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, o
liquido e o sélido branco foram removidos, restando apenas a pasta translicida. A
esta pasta novamente foi adicionado 4 mL de DMSO e o procedimento repetido
outras quatro vezes, até observar a pasta adquirir uma coloracdo quase
transparente. Neste momento, 1 mL de DMSO anidro foi adicionado e novamente
agitado, estando a base pronta para o uso. Recomenda-se o uso da base

imediatamente apds o preparo, e sempre se utilizar bases recém-preparadas.

Para as reacfes de PMAA, 1 mg de EPS e 500 pL de DMSO foram
adicionados a um tubo de ensaio com tampa de rosca e vedagdo, e a mistura
mantida sob agitacdo até completa dissolugdo, empregando leve aquecimento se
necessario. Apés este periodo, 500 pL de base foram adicionados e a reacao foi
mantida a temperatura ambiente, selada e com agitacdo por 20 min. Apos esse
periodo, 100 pL de iodometano foram adicionados, e a reagdo mantida sob agitacéo
por mais 10 minutos. O processo de adi¢cdo de base e iodometano foram realizados
por mais duas vezes. Ap6s 20 min da ultima adicdo de iodometano, o frasco foi
aberto, e com o auxilio de uma pipeta de Pasteur foi borbulhado nitrogénio
levemente ao fundo do frasco, até a solucdo passar de uma cor branca turva para
incolor, indicando a remocao do excesso de CHsl. Logo em seguida, 2 mL de
diclorometano foi adicionado e o tubo agitado em vortex por 30 segundos e
centrifugado (12860 x g, 5°C, 30 min), com posterior remoc¢do da fase aquosa. A
fase orgéanica foi lavada com 2 mL de agua ultrapura duas vezes, e a fase organica
resultante transferida para um novo tubo de ensaio e seca. Deste ponto em diante,
as reacoes de hidrolise, reducao a acetilacado foram as mesmas que foram descritas
para a formacao dos acetatos de alditois descrito na se¢do 6.2.2.5.1, com uma unica

alteracdo. Ao invés de usar NABHy, foi utilizado NABD,4, com o intuito de promover a
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reducdo com a adicdo de um deutério ao invés de hidrogénio no carbono
carbonilico, permitindo a marcacdo do carbono reduzido, permitindo uma maior

discriminacéo dos produtos formados.

A Figura 6.9 apresenta um fluxograma das etapas reacionais para

obtencao dos derivados de PMAA.
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O/ﬁ, O ° 2h,121°c HO ©
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FIGURA 6.9 - Fluxograma dos processos de derivatizacao dos polissacarideos para

obtencéo dos derivados de PMAA.

6.2.2.5.3 - Analise Instrumental

Para a andlise dos produtos obtidos pelas reacBes de derivatizacado
descritas nas sec¢fes 6.2.2.5.1 e 6.2.2.5.2 por GC-MS, foi utilizada uma coluna Rtx-
2330 (30,00 m, 0,25 mm id, 0,10 um) (Restek, Bellefonte, PA, EUA). As
temperaturas do injetor, interface e fonte de ions foram ajustadas para 250°C, 240°C
e 250°C respectivamente. A injecao foi realizada no modo split, com propor¢édo de

1:10. O programa de temperatura do forno da coluna esta descrito na Tabela 6.1.

O tempo total de corrida foi de 47,5 min, com velocidade linear
constante de 39,7 cm.s™. O detector de massas foi programado para adquirir os
espectros no modo fullscan no intervalo de massas entre 40-400 m/z. Os

cromatogramas foram registrados a partir de 2,5 minutos, com o corte do solvente
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programado para 2,0 min. Os compostos foram identificados através de comparagéo
com padrdes comerciais ou banco de dados NIST 11 (National Institute of Standards
and Technology - EUA).

TABELA 6.1 - Parametros de temperatura do forno da coluna para o método de
andlise do produto de AA e PMAA por GC-MS.

Temperatura (°C) Taxa de aquecimento (°C. min") Tempo De Espera (min)

80 2
170 30 5
240 4 20

6.3 - Resultados e Discussao

A capacidade de producédo de EPS por micro-organismos isolados de
D. speciosa foi inicialmente avaliada através de um teste qualitativo, para observar
fenétipos que permitam a selecédo de coldnias de cepas bacterianas como potenciais
produtores de EPS dentre de isolados testados.

6.3.1 - Triagem Qualitativa de isolados bacterianos de D. speciosa frente

sua producédo de exopolissacarideo (BST)

Para a avaliacdo do crescimento e producdo de exopolissacarideos
dos 73 cepas bacterianas isoladas de D. speciosa, foi realizado o teste da gota foi
adotado. Os cultivos microbianos foram executados por um periodo de 48 h apos a
inoculacdo da gota contendo a suspensao de células. Para a avaliacdo da producéo
de EPS, foram avaliados dois parametros: i) Diametro da colbnia formada e ii)
Classificacdo de acordo com o fenoétipo da colbnia, sendo possiveis quatro fenoétipos;
A) onde ndo ocorre a producdo de grandes formacodes extracelulares (EPS-); B)
colonias produtoras de muco compactos; C) cremosos ou D) liquidos (BOUNAIX et al.,

2009). A Figura 6.10 exemplifica cada fenotipo observavel.
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A) EPS- B) Compacto C) Cremoso D) Liquido

FIGURA 6.10 - Exemplos de fendtipos observados pelo teste de ponto bacteriano
(BST). A) EPS-; B) Compacto; C) Cremoso; D) Liquido

Todos os 73 isolados foram submetidos ao teste de ponto bacteriano. A
Figura 6.11 ilustra algumas cepas bacterianas isoladas de D. speciosa durante a
avaliacdo da triagem, com destaque para os tipos de fendtipos usados na

classificagao.

EPS-

Compacto

Cremoso Liquido

FIGURA 6.11 - Imagens de alguns dos isolados durante o teste de ponto bacteriano

(BST) para triagem de cepas produtoras de EPS.
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Nos ensaios de triagem qualitativa pela técnica de BST, foram
observadas variagbes nas formas e intensidade de crescimento dos organismos
durante o experimento. Foram observados crescimentos que variaram de 2 a 20 cm
apos 48 h de cultivo, bem como as quatro classificagcbes de fendtipos, mostrando
uma grande variacdo de colonizacdo das cepas isoladas. As Tabela 6.2, 6.3 e 6.4
descrevem todos os resultados de coloragdo, diametro e fendtipos observados para
todos os 73 isolados de D. speciosa, e a Figura 6.12 apresenta uma analise
descritiva dos valores de diametro e dos tipos de fendétipos observados para todos

os isolados.
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FIGURA 6.12 - Avaliacdo dos resultados obtidos no teste de ponto bacteriano (BST)
A) Variacdo do diametro de coldnia por numero de isolado B) Variacdo de acordo

com o fen6tipo observado

O diametro das colénias bacterianas apds 48 h de crescimento
apresentou uma distribuicdo centrada em valores médios, com maiores
crescimentos entre 6 e 14 cm, e uma média centrada em um crescimento de 8,8 cm.
Com base nos resultados descritivos apresentado nas Tabela 6.2, 6.3 e 6.4, foi
observada uma relacdo entre as duas variaveis observadas, o fenétipo e o diametro
da col6nia, sendo verificando que o aumento no diametro segue a relacdo EPS- <
Compacto < Cremoso < Liquido. Os valores observados com baixo crescimento (2-4
cm) sdo referentes as espécies que produziram fenétipos do tipo EPS-, enquanto
gue o isolado que produziu um crescimento de 20 cm apresentou fenétipo liquido. O
fendtipo cremoso foi 0 mais observado, seguido do fen6tipo compacto, como mostra
afigura 6.12. B).
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TABELA 6.2 - Resumo dos resultados do teste de triagem de cepas para producao de EPS

N° Caodigo® Identidade” Cor da colonia Fenaotipo Diametro da col6nia (cm)
1 DsA.NO15 Streptomyces griseus Branca EPS - 2
2 DsA.N0O17 Streptomyces badius Branca EPS - 2
3 DsA.N0O30 Streptomyces griseus Branca EPS - 3
4 DsA.N040 Streptomyces badius Branca EPS - 3
5 DsA.NO14 Streptomyces sp. Branca EPS - 3
6 DsA.NO16 Streptomyces griseus Branca EPS - 3
7 DsA.N020 Streptomyces griseus Branca EPS - 3
8 DsA.N027 Streptomyces badius Branca EPS - 3
9 DsA.N025 Sphingobacterium multivorum Creme EPS - 4
10 DsA.N037 Acinetobacter junii Branca Compacto 6
11 DsA.N047 Acinetobacter junii Branca Compacto 6
12 DsA.N049 Delftia acidovorans Branca Compacto 6
13 DsF.N0O14 Pseudomonas monteilii Amarela Compacto 7
14 DsF.NO17 Pseudomonas monteilii Amarela Compacto 7
15 DsA.N002 Acinetobacter junii Branca Compacto 7
16 DsA.N042 Aurantimonas sp. Amarela Compacto 7
17 DsA.N048 Acinetobacter junii Branca Compacto 7
18 DsF.N0O04 Enterobacter cloacae Branca Cremoso 8
19 DsF.NO05 Pseudomonas monteilii Amarela Compacto 8
20 DsF.NO06 Pseudomonas monteilii Amarela Compacto 8
21 DsF.NO10 Enterobacter cloacae Amarela Compacto 8
22 DsF.NO13 Burkholderia gladioli Branca Cremoso 8
23 DsF.N015 Acinetobacter calcoaceticus Creme Compacto 8
24 DsF.N016 Stenotrophomonas maltophilia Amarela Compacto 8
25 DsA.NOO1 Acinetobacter baylii Creme Cremoso 8
26 DsA.N036 Acinetobacter junii Branca Compacto 8
27 DsF.N002 Empedobacter brevis Amarela Cremoso 9

3 Cédigo do isolamento (Tabela 4.2). ® Identidade obtida de acordo com as identificacOes realizadas por 16S rDNA e MALDI-TOF MS.
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TABELA 6.3 - Continuacdo do resumo dos resultados do teste de triagem de cepas para producéo de EPS

N° Codigo® Identidade” Cor da colbnia Fendtipo Diametro da col6nia (cm)
28 DsF.NOOQ7 Enterobacter cloacae Branca Cremoso 9
29 DsF.NO09 Serratia marcescens Creme Cremoso 9
30 DsF.N019 Kluyvera intermedia Branca Compacto 9
31 DsA.N029 Ochrobactrum grignonense Branca Cremoso 9
32 DsA.N031 Enterobacter cloacae Branca Cremoso 9
33 DsA.N041 Stenotrophomonas maltophilia Amarela Compacto 9
34 DsA.N018 Ochrobactrum galinifaciens Branca Cremoso 9
35 DsA.N006 Acinetobacter pittii Creme Cremoso 9
36 DsA.N019 Ochrobactrum intermedium Branca Cremoso 9
37 DsA.N007 Stenotrophomonas maltophilia Amarela Compacto 9
38 DsA.N008 Pseudomonas mosselii Branca Compacto 9
39 DsA.N023 Pseudomonas mosselii Branca Compacto 9
40 DsA.N024 Acinetobacter pittii Creme Cremoso 9
41 DsA.NO11 Enterobacter cloacae Branca Cremoso 9
42 DsA.N028 Stenotrophomonas maltophilia Amarela Compacto 9
43 DsF.NO08 Acidovorax sp. Amarela Cremoso 10
44 DsF.NO11 Enterobacter cloacae Branca Cremoso 10
45 DsF.NO12 Enterobacter asburiae Creme Cremoso 10
46 DsF.NO18 Enterobacter asburiae Creme Cremoso 10
47 DsF.N020 Serratia marcescens Branca Cremoso 10
48 DsA.N033 Acinetobacter pittii Creme Cremoso 10
49 DsA.N034 Serratia marcescens Vermelha Cremoso 10
50 DsA.N043 Rhizobium radiobacter Creme Cremoso 10
51 DsA.N045 Enterobacter cloacae Branca Cremoso 10
52 DsA.N0O03 Serratia marcescens Branca Cremoso 10
53 DsA.NO13 Serratia marcescens Branca Cremoso 10
54 DsA.N021 Pseudomonas mosselii Branca Compacto 10

2 Cédigo do isolamento (Tabela 4.2). ® Identidade obtida de acordo com as identificacdes realizadas por 16S rDNA e MALDI-TOF MS.
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TABELA 6.4 - Continuacdo do resumo dos resultados do teste de triagem de cepas para producéo de EPS

N° Caodigo® Identidade” Cor da colbénia Fendtipo Diametro da colbnia (cm)
55 DsA.N022 Pseudomonas mosselii Branca Compacto 10
56 DsA.N009 Pseudomonas mosselii Branca Compacto 10
57 DsA.N010 Pseudomonas chlororaphis Rosa claro Cremoso 10
58 DsA.N026 Enterobacter cloacae Branca Cremoso 10
59 DsA.N035 Enterobacter cloacae Branca Cremoso 11
60 DsA.N039 Enterobacter cloacae Branca Cremoso 11
61 DsA.N044 Enterobacter cloacae Branca Cremoso 11
62 DsA.NO05 Serratia marcescens Branca Cremoso 11
63 DsA.N0O12 Serratia marcescens Branca Cremoso 11
64 DsF.NOO1 Pseudomonas putida Branca Cremoso/Liquido 12
65 DsA.N0O38 Enterobacter cloacae Branca Cremoso 12
66 DsA.N004 Serratia marcescens Branca Cremoso 12
67 DsA.NO50 Acinetobacter junii Branca Compacto/Liquido 12
68 DsA.N052 Pseudomonas sp. Branca Cremoso/ Liquido 12
69 DsA.N046 Klebsiella oxytoca Branca Cremoso 13
70 DsA.N0O51 Acinetobacter junii Branca Compacto/Liquido 13
71 DsA.N032 Enterobacter cloacae Branca Cremoso 14
72 DsA.N053 Pseudomonas sp. Branca Cremoso/Liquido 14
73 DsF.NOO3 Luteibacter sp. Amarela Liquido 20

2 Cédigo do isolamento (Tabela 4.2). ® Identidade obtida de acordo com as identificacdes realizadas por 16S rDNA e MALDI-TOF MS.
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A maioria das cepas de mesma espécie produziram resultados
similares, porém para alguns dos isolados, foi observado um crescimento com
caracteristicas de dois diferentes fenotipos, e para estas cepas foi realizada a
classificacdo em ambos os fendtipos, fenbmeno também observado por outros
autores (MALANG et al., 2015). A variacdo do fenotipo ficou ainda mais evidente em
casos como, o isolado DsA.N034 de Serratia marcescens, 0 Unico entre os isolados
do género Serratia (8 no total) com o metabolismo de produgdo do pigmento
prodigiosina ativo (WILLIAMSON et al., 2006), resultando em uma coloragédo vermelha
bem caracteristica (Figura 6.11), e também o isolado de Enterobacter cloacae
DsF.N0O10, que produziu um fenétipo amarelado e com fendtipo compacto, diferente
das demais cepas da mesma espécie que produziram colbnias brancas e com
grande producdo de muco. TORRES-RODRIGUES et al. (2014) também observaram
isolados de mesma espécie de Leuconostoc kimchii produzindo fenétipos variados,
com influéncia direta na caracteristica do EPS obtido. Variagdes mais sutis entre
espécies de mesmo género também foram notadas nos géneros com maiores
representantes, como em Acinetobacter e Pseudomonas, onde fendtipos, cores e
diametros diferentes podem ser observados. Esses resultados atestam a
importancia de se explorar todos os isolados de uma mesma espécie, visto que 0
fendtipo da colénia pode ser bem diferente e consequentemente apresentarem
variada capacidade de producdo. Com a identificacdo das bactérias, é possivel
avaliar a extensao dos dados descritos para 0os géneros obtidos com relagédo a sua
capacidade de producéo de EPS.

6.3.2 - Avaliacdo quantitativa da producdo de EPS por isolados

selecionados

A partir dos resultados obtidos no teste de triagem, bem como a
avaliacdo das informagdes presentes na literatura, foram selecionados 5 isolados
para uma avaliagdo quantitativa da producdo de EPS. REDDY et al. (1996)
identificaram uma relacdo entre a presenca de muco na coldnia e a producdo de
EPS, porém a literatura ndo indica uma clara relagéo entre os fenodtipos (BOUNAIX et
al., 2009; TORREZ-RODRIGUEZ et al., 2014; MALANG et al., 2015). Foram escolhidas

cepas bacterianas de todos os fenotipos encontrados e com diametros diferentes,
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priorizando géneros com pouca ou nenhuma descricdo de espécies produtoras de
EPS. Essa escolha foi feita para avaliar se algum dos fenétipos esta associado a
producdo de EPS, e também se o diametro pode ser um indicativo do acumulo do
biopolimero, além de permitir a obtencdo de EPS ainda ndo descritos na literatura.

Os isolados selecionados estao descritos na Tabela 6.5.

TABELA 6.5 - Isolados selecionados para avaliacdo quantitativa e caracterizacdo do
EPS

Cddigo ldentidade Cor Fendtipo Diametro (mm)
DsA.N042 Aurantimonas sp. Amarela Compacto 7
DsF.NO13 Burkholderia gladioli ~ Branca Cremoso 8
DsF.NOO08 Acidovorax sp. Amarela Cremoso 10
DsA.N053 Pseudomonas sp. Branca  Cremoso/Liquido 14
DsF.NO03 Luteibacter sp. Amarela Liquido 20

Apbs realizar os processos de cultivo, extracdo e purificacdo definidos
na secéo 6.2.1.2, foi obtida a quantidade em massa seca de EPS para cada isolado

bacteriano. Os rendimentos estéo dispostos na Tabela 6.6

TABELA 6.6 - Resumo dos resultados quantitativos para a producdo de EPS pelos

isolados selecionados

Isolado Massa (g EPS .L™Y) Fenétipo Diametro (mm)
Burkholderia gladioli 0,028 Cremoso 8
Acidovorax sp. 0,040 Cremoso 10
Luteibacter sp. 0,060 Liquido 20
Pseudomonas sp. 0,120 Cremoso/Liquido 14
Aurantimonas sp. 1,502 Compacto 7

Ao analisar os resultados de massa seca de EPS obtidos dispostos na
Tabela 6.6, ndo se pode observar uma relacdo direta entre os parametros
observados, fenétipo e diametro, com a quantidade de producéo de EPS. Imagens
da aparéncia final de cada EPS obtido estéo ilustradas na Figura 6.13.
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FIGURA 6.13 - Tipos de EPS obtidos para os isolados selecionados

Foi obtido um tipo de EPS com caracteristicas semelhante para os
isolados DsF.NO0O3 (Luteibacter sp.), DsF.NO0O8 (Acidovorax sp.) e DsF.NO13
(Burkholderia sp.), de coloracdo branca, rigidez e aparéncia de poliestireno
expandido, coincidentemente também conhecido pela sigla EPS. Os trés isolados
produziram uma baixa quantidade de EPS, apresentando o diametro da col6nia no
teste de triagem e a quantidade de EPS que cada isolado produziu em meio liquido
similares e baixas. Um segundo tipo de EPS foi produzido pelo isolado DsA.N0O53
(Pseudomonas sp.), de coloragcdo amarelada, sendo um material extremamente
solivel em agua. O material também apresentou alta caracteristica higroscopica,
absorvendo grande quantidade de umidade do ar em pouco tempo apds a remogao
da amostra de dentro do equipamento de liofilizacdo, sendo obtido na forma de gel.
O EPS produzido pelo isolado DsA.NO42 (Aurantimonas sp.) apresentou uma
coloracdo creme, sendo completamente insolivel em agua. Esse material, ao
contato com a agua, apresenta retencdo da mesma e aumento de volume, porém
sem aparente solubilizacdo. Esta € uma propriedade incomum em polissacarideos
microbianos, visto que em sua grande maioria sd0 extremamente sollveis.
Entretanto, a literatura indica que existem estruturas com maior quantidade de
ligagbes glicosidicas de tipo B em EPS microbianos que podem conferir esta
propriedade ao material, como por exemplo, em curdlanas, $-1,3-glucanas lineares
ou ramificadas, ou mesmo celulose bacteriana (-1,4-glucana) (McCINTOSH et al.,
2005).

Nesses ensaios foi observada uma tendéncia entre a relacdo do teste
de triagem e a quantidade de EPS produzido nos isolados DsF.NO0O3, DsF.N0O8,
DsF.N0O13 e DsA.N053, aparentemente o isolado que produziu a maior quantidade
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de EPS foi a cepa DsA.N042, que produziu um fenétipo compacto e com menor
diametro de colbdnia. Assim, vale a pena destacar que: i) O teste de ponto auxilia na
identificacdo de cepas produtoras de EPS das que ndo sdo capazes de produzir
muco (EPS-), entretanto ndo foi observada uma relacdo direta entre diametro e
fendtipo com a quantidade de polimero observado, ii) O tempo de avaliagdo do teste
qualitativo pode nao ter sido a otimizada, visto que alguns isolados, inclusive o
DsA.N042, apresentou um crescimento mais lento porém ainda presente mesmo
apos as 48 horas do teste e iii) a possibilidade deste tipo de polissacarideo ser
expresso apenas em meio liquido, visto que bactérias podem produzir mais de um
tipo de EPS de acordo com situacfes ou fendtipos especificos (FRANKLIN et al.,
2011).

6.3.3 - Caracterizacao Estrutural dos EPS obtidos

Uma vez obtidos os exopolissacarideos purificados e secos, iniciou-se
a exploracdo de técnicas analiticas na tentativa de desvendar o maior numero

possivel de informacdes sobre a estrutura quimica dos materiais obtidos.

Inicialmente, os EPS foram submetidos a andlises de FTIR, para busca
de informacdes referentes a grupos funcionais, uma vez que 0s agucares possuem
uma estrutura quimica muito diversa. O apéndice 2 traz os espectros obtidos, e as

principais frequéncias observadas estdo na tabela 6.7.

TABELA 6.7 - Frequéncias vibracionais observadas nos espectros de FTIR dos EPS

obtidos dos isolados bacterianos.

v (cm™) Tipo de vibracéo
3600-3200 (F) Estiramento simétrico O-H c/ ligagcéo de hidrogénio
2950-2900 (f) Estiramento C-H sp®
1590-1660 (m) Estiramento do anel de galactose e manose
1200-1000 (F) Estiramento C-O
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Os espectros de FTIR mostram uma grande similaridade entre as
amostras, indicando a existéncia de um nucleo comum a todos, no caso 0s
monossacarideos. Uma banda muito intensa e alargada na regidao entre 3600-3200
cm™ é atribuida ao estiramento da ligacdo O-H das hidroxilas presentes. As bandas
de baixa intensidade na regido de 2950-2900 cm™ estdo relacionadas com os
estiramentos simétricos das ligacées C-H em carbono sp® (FREITAS et al., 2009).
Uma banda intensa na regido de 1650 cm™ observada em todos os espectros e
apresenta duas possiveis atribuicdes. Primeiramente, pode ser atribuida a um grupo
funcional amida, proveniente de um amino agucar acetilado ou ligacdes peptidicas
de aminoacidos substituintes ou proteinas contaminantes, entretanto a auséncia das
bandas de confirmacdo caracteristicas em torno de 1550 cm™ e 1400 cm™ permitiu
descartar esta possiblidade. Outra vibracdo que pode contribuir para o aparecimento
da banda estd na absorcdo C-C de aclUcares na sua forma ciclica como os
observados em galactose e manose, observadas em 1641 e 1657 cm™ (WANG e
SOMASUNDARAN, 2007; KAVITA et al., 2011). Finalmente, uma conjun¢édo de bandas
sobrepostas de alta intensidade na regido de 1150-1000 cm™ pode ser relacionada a
vibracBes como estiramento assimétrico C-O-C e estiramento C-O-H de alcoois
secundarios, caracteristicos para polissacarideo (BOoTELHO et al., 2014). Todos estes
sinais indicam que o material obtido de fato possui polissacarideos como constituinte

principal.

Apbs a caracterizacgdo inicial por FTIR, os EPS das bactérias DsA.N042
(Aurantimonas sp.), DsF.N0O08 (Acidovorax sp.) e DsF.NO03 (Luteibacter sp.) foram
selecionadas para a caracterizacao estrutural do polimero e tentativa de elucidacéo

estrutural.

6.3.4 - Elucidacéo estrutural do EPS produzido pela cepa DsA.N042

(Aurantimonas sp.)

O polissacarideo produzido pela bactéria isolada do inseto D. speciosa,
Aurantimonas sp., apresentou baixa solubilidade em agua e em outros solventes
como solucdo aquosa de NaOH (0,1 mol L™), solucéo aquosa de &cido acético (0,1

mol. L"), etanol, acetona, acetato de etila e cloroférmio. Sendo assim, o EPS foi
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analisado no estado sélido por *C NMR de alta resolucéo usando a técnica de HR-
MAS, como mostra a Figura 6.14.

T T T T T T T T T T T T T T T
240 220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 =20 pPpm

FIGURA 6.14 - Espectro de *C CP/MAS NMR para o EPS isolado de Aurantimonas
sp.

A primeira andlise indicou a presenca de sinais de carboidratos como o
componente principal da amostra, porém a largura do sinal ndo permitiu uma
avaliacdo posterior. Uma segunda andlise foi realizada adicionando algumas gotas
de agua deuterada a amostra, uma vez que a hidratacdo de materiais amorfos
resulta em uma melhor definicho dos sinais por permitir uma estrutura mais
ordenada das cadeias poliméricas (SAITO et al., 1989; FRICOVA e KOVAL'AKOVA,
2013). A Figura 6.15 apresenta o espectro de *C CP/MAS NMR obtido desta forma.

1 T T T T T T T T
240 220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 =20 ppm

FIGURA 6.15 - Espectro de *C NMR em estado sélido apés hidratacdo do EPS

isolado de Aurantimonas sp.
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O espectro de *C NMR em estado sélido com a hidratacdo da amostra
confirma que a amostra é constituida carboidratos, e ndo apresenta sinais em
regides conhecidas para outros biopolimeros como proteinas e acido nucleicos. Os
sinais observados indicam a presenca predominante de acucares neutros, como
pentoses ou hexoses, pois pela auséncia de sinais na regido de 15-20 ppm o EPS
nao apresenta desoxiagucares, e 0s sinais de baixa intensidade em 25ppm e
préximo a 170 ppm dao indicios da presenca, em baixa quantidade, de monémeros
acetilados. Os sinais na regidao de 100 ppm, referentes aos carbonos anomeéricos
indicam a presenca de mais que uma unidade de monossacarideo. Geralmente,
anbmeros a apresentam descolamento inferior, entre & 97-101, enquanto anémeros
B apresentam deslocamento na faixa de & 103-106 (Busg, 2003). Deste modo, pela
maior intensidade dos sinais proximo a 105 ppm, a maior parte da cadeia se

apresenta com ligagdes glicosidicas na forma 3.

Alguns EPS produzidos por bactérias e com caracteristicas similares
ao EPS obtido de Aurantimonas sp. sdo bastante descritos na literatura. A celulose,
uma [B-1,4-glucana obtida comercialmente de arvores e um dos biopolimeros mais
abundantes da superficie do planeta, também pode ser produzido por micro-
organismos. Gluconacetobacter xylinus e Rhizobium radiobacter (anteriormente
conhecida como Agrobacterium tumefaciens) sédo conhecidas como produtoras de
microfibrilas de celulose, material com caracteristicas distintas do material obtido de
plantas devido a uma menor quantidade de contaminantes, e facilidade de
isolamento e purificagdo (KEsHk, 2014). Outra classe de glucana conhecida e
produzida por micro-organismo € a curdlana, uma [(-1,3-glucana observada em
culturas de bactérias dos géneros Rhizobium, Agrobacterium, Cellulomonas e
Sinorhizobium. Esse biopolimero € utilizado como espessante e gelificante na
indUstria por suas propriedades de formacdo de géis de estruturas variadas,
conforme a temperatura de aquecimento (ZHANG et al., 2012). De maneira similar, as
galactanas sao polimeros formados por galactose, através de ligacbes [B-1,4. Esses
materiais sdo mais conhecidos como componentes estruturais de plantas, porém
existem alguns relatos de espécies de bactérias que produzem galactana, como
Bifidobacteria catenulatum (DELATTRE et al., 2011), Methylobacterium sp. (VERHOEF
et al., 2003), Lactococcus lactis subspecies cremoris H414 e Lactococcus lactis
subsp. cremoris B891 (VAN CASTEREN et al., 2000).
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A familia Aurantimonadaceae, com destaque para 0s géneros Aurantimonas
e Aureimonas foram apenas recentemente descritos, sendo o primeiro registro na
literatura feito por DENNER et al. (2003), contam um baixo nimero de representantes,
sendo assim escasso 0 volume de informacdo com relacdo a producao de EPS por
suas espécies. Esta familia pertence a ordem Rhizobiales, possuindo certa
proximidade filogenética com a familia Rhizobiaceae que contém diversos exemplos
de espécies produtoras de B-glucanas insollveis (ABE et al., 2015; BREEDVELD €
MILLER, 1994; ESTRELLA et al., 2000; McINTOSH et al., 2005; NAIR et al.; 2016),

reforcando a possibilidade da estrutura explorada.

6.3.5 - Elucidacdo estrutural do EPS produzido por DsF.NOO8

(Acidovorax sp.)

Para a analise do EPS produzido por Acidovorax sp., primeiramente, foi
realizada uma analise de SEC-UV-ELSD para avaliacdo do tamanho do polimero.
Para conseguir avaliar aproximadamente a massa molar do polimero, foi construida
uma curva de calibracdo com padrées de dextranas lineares com 12, 25, 81, 270,
670 e 1100 kDa. A Figura 6.16 apresenta um cromatograma obtido para os padrées
de dextrana bem como a regressdo polinomial de terceira ordem utilizada para o

ajuste dos pontos e obtencéo da curva de calibracao.

Os padrdoes apresentaram eluicdo crescente de acordo com a
diminuicdo da massa molar, como pode ser observado na Figura 6.16. A Tabela 6.8
traz os dados cromatograficos tabulados, bem como a equacdo polinomial de

terceira ordem realizado para ajuste da curva analitica.
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FIGURA 6.16 - A) Cromatograma obtido para os padrdes de dextrana; B) Curva de

calibracdo de tempo de retencdo x Log MM para os padrbes de dextrana, e ajuste

polinomial de terceira ordem

TABELA 6.8 - PadrOes de dextrana usados na construcdo da curva de calibracéo e

estatisticas de regressao polinomial de terceira ordem para os padrdes de dextrana.

Massa Molar (Da) TR2 Log MM" Erro %°
1100000 7,553 6,041 2,566
670000 7,639 5,826 -7,322
270000 7,913 5,431 9,431
81000 8,278 4,908 -7,772
25000 8,964 4,398 3,015
12000 9,382 4,079 -1,021

Ajuste da curva - Regresséao polinomial de terceira ordem
log MM= (-0,2337415x3)+ (1,388335x?)- (3,433678x)+7,544206; x=(T.R-7,000)

®T.R. - Tempo de retencéo; °- MM - Massa Molar; © - Erro percentual do ponto da curva
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O ajuste da regressao polinomial de terceira ordem obtida pelo gréafico
de tempo de retencéo x log MM apresentou um coeficiente de correlacdo de R? =
0.99865, indicando um bom ajuste entre os pontos usados no modelo de regresséo
polinomial. Através desta regressdo, foi possivel a avaliacdo do MM do EPS
produzido, através de seu tempo de retencdo, obtendo-se MM = 66.522 Da, ou 66,5
KDa. O cromatograma produzido pela amostra de EPS da bactéria Acidovorax sp.

esta representado na Figura 6.17.
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T.R. = 8,39 minutos
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FIGURA 6.17 - Cromatograma de SEC-UV-ELSD para o EPS produzido pela cepa
DsF.NOO08 (Acidovorax sp).

A analise do mesmo EPS por MALDI-TOF MS é ilustrada na Figura
6.18. O espectro de massas do EPS apresenta um padrdo de ions com intervalos de
unidades de m/z de 162 Da referente a unidades de anidrohexoses (CgH1005),
condizente com uma estrutura composta predominantemente por hexoses (Al et al.,
2015; GONzALEZ-GIL et al., 2015; Yu et al., 2016).

Os fragmentos observados por MALDI representam repetitivas de
mondmeros de hexoses, porém nado foi observado sinais de m/z similares a massa
molar obtida por SEC-UV-ELSD. Este fato pode ter ocorrido pela necessidade de
maior otimizacdo nas condi¢cdes experimentais de analise, especialmente na
avaliacdo da matriz usada, uma vez que o composto selecionado pode influenciar
muito na capacidade de ionizacdo, sendo os polissacarideos de alta massa
molecular compostos quimicos que necessitam de grande energia para ionizagcao

(HunG et al., 2012). Mesmo assim, através da observagdo de m/z relacionados a
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fragmentos menores foi possivel confirmar que o esqueleto da estrutura é composto

por hexoses.
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FIGURA 6.18 - A) MALDI-TOF MS do EPS produzido por Acidovorax sp. B)

Fragmentacdo com perda da unidade de anidrohexose, 162 Da.

Na sequencia a elucidacédo estrutural do polimero produzido se deu
pela analise mais detalhada do cromatograma de GC-MS dos derivados de acetato

de alditol (AA) do EPS. A Figura 6.19 apresenta o cromatograma obtido.
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FIGURA 6.19 - Cromatograma obtido para os derivados de AA do EPS produzido por
Acidovorax sp. A) Padrdes derivatizados de monossacarideos; B) Cromatograma da
EPS produzido por Acidovorax sp.; C) Ampliacdo do cromatograma em B). As

condic¢des instrumentais estao descritas na se¢éo 6.2.2.5.1.

O cromatograma dos derivados de alditol acetato dos padrdes de
monossacarideos eritrose, ramnose, fucose, arabinose, xilose, manose, galactose e
glicose permitiu a identificacdo dos tempos de retencdo de cada um dos
monossacarideos utilizados como referéncia. Esses tempos de retencdo serdo
utilizados como marcadores para identificacdo monomeérica em amostras de EPS. A
TABELA 6.9 apresenta os tempos de retencdo observados para os derivados de AA

dos monossacarideos.
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TABELA 6.9 - Tempos de retencdo dos derivados de AA de padrbes de

monossacarideos

Monossacarideo® Tempo de Retencéo

Eritrose 17,035
Ramnose 20,905
Fucose 21,415
Arabinose 24,035
Xilose 26,145
Manose 29,200
Galactose 30,160
Glicose 31,270

% O tempo de retencéo é referente ao derivado de acetato de alditol do monossacarideo.

Através da avaliacdo do cromatograma dos derivados de AA do EPS
de Acidovorax sp. e comparacdo com os tempos de retencdo produzidos pelos
padrées, pode-se atribuir uma composicdo majoritaria de manose (T.R. = 29,200
min), além de sinais de baixa intensidade para glicose (T.R. = 31,270 min), e tracos
de fucose (T.R. = 21,415 min), arabinose (T.R. = 24,035 min) e galactose (T.R. =
30,160 min) (Figura 6.19 C)).

Apés a confirmacdo dos principais monémeros presente no EPS, foi
realizada a andlise dos derivados de PMAA, para identificar as ligacdes glicosidicas
entre os monossacarideos. O cromatograma referente a esta andlise esta disposto

na Figura 6.20.
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FIGURA 6.20 - Cromatograma obtido para os derivados de PMAA do EPS produzido
por Acidovorax sp. A) visdo geral do cromatograma. B) Ampliacdo da regido entre 15
e 30 minutos do cromatograma, com destaque aos compostos de interesse referente

aos derivados de PMAA, numerados de 1 a 6.

Foi observada no cromatograma a presenca de um sinal majoritario de
T.R. 17,059 min, além de outros de menor intensidade. Dentre os sinais analiticos
observados no cromatograma, 0os que apresentaram fragmentacao condizente com
os esperados para derivados de PMAA de monossacarideos quando comparados a
bancos de dados do software do fornecedor do equipamento de GC-MS (NIST 11);
publicado por SAssAkl et al., (2013); e fornecido pelo CCRC (Complex Carbohydrate
Research Center; https://www.ccrc.uga.edu/specdb/ms/pmaa/pframe.html) foram
numerados de 1-6 de acordo com sua ordem de eluicdo no cromatograma, como
mostra a Figura 6.20 B). Os espectros de massas obtidos para cada um dos sinais

destacados estao dispostos na Figura 6.21.
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FIGURA 6.21 - Espectros de massas para os sinaisl-6 destacados no cromatograma
de derivados de PMAA do EPS de Acidovorax sp. . A) Sinal 1, T.R. 17,069 min; B)
Sinal 2, 17,208 min; C) Sinal 3, T.R. 20,861 min; D) Sinal 4, T.R. 21,947 min; E)
Sinal 5, 22,047 min; F) Sinal 6, T.R. 26,072 min
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De acordo com os ions observados nos espectros de massas de cada
sinal analitico numerado, foram identificadas as quais classes de derivados de
PMAA cada pertence. As fragmentacdes e o0s ions usados para determinar a
identidade estrutural de cada tipo de derivado de PMAA, como descrito na secao

6.1, estdo representadas na Figura 6.22.

D D
HC-OAc HC-0Ac
1 1& H——OMe H——0Ac
102502  MeO——H — “pos_qa5 SISO\ MeO——H 101
H——OMe g2 H——OMe Mg1—129—87
H——O0Ac (-MeOH) H——O0Ac (MeCH) (-CH,CO)
A) CH,OMe B) CH,OMe
D D
HC-0Ac HC-OAc
100
118 H——Ome 1o H——0Ac
102502 MeO——H 1233 881802190 MeO——H - 9
H——OMe “1gg—129—87 H——OMe “1gg9—129—87
H OAc (-ACcOH)  ~(CH,CO) H——0Ac (-AcOH)  -(CH,CO)
C) CHQOAC D) CH20AC

FIGURA 6.22 - fons observados para as classes de derivados de PMAA observados
no cromatograma dos derivados de PMAA do EPS de Acidovorax sp.. A) 1,5-di-O-
acetil-2,3,4,6-tetra-O-metil hexose; B) 1,2,5-tri-O-acetil-3,4,6-tri-O-metil hexose; C)
1,5,6-tri-O-acetil-2,3,4-tri-O-metil D) 1,2,5,6-tetra-O-acetil-3,4-di-O-metil
hexose

hexose;

Entre os principais sinais, foram identificados apenas compostos
referentes a derivados parcialmente metilados de hexoses. Os sinais com tempos de
retencdo de 17,069 e 17,208 (Sinais 1 e 2), sendo o primeiro muito mais intenso,
foram identificados como moléculas de 1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-tetra-O-metil hexose
(hexose terminal) através principalmente da observacdo dos ions (m/z 102, 118,
129, 145, 161, 162, 205). A observacédo destes dois sinais com boa resolucao
mostra o potencial da técnica de derivatizacdo de PMAA, capaz de promover
separacdo cromatografica de epimeros como manose e glicose, de mesma
composi¢cdo molecular. O sinal em T.R. = 20,861 min (sinal 3), o segundo de maior
intensidade foi descrito como referente a molécula 1,2,5-tri-O-acetil-3,4,6-tri-O-metil
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hexose (hexose com ligacéo glicosidica na posicao 2), identificado pelos ions (m/z
87, 88, 101, 129, 130, 161, 190) . Os sinais com T.R. = 21,947 e 22,047 min (Sinais
4 e 5 respectivamente), de menor intensidade entre os derivados de PMAA
identificados, foram atribuidos a estruturas da classe das 1,5,6-tri-O-acetil-2,3,4-tri-
O-metil hexoses pela observacdo dos ions (m/z 87, 102, 118, 129, 162, 189, 233,
hexose ligada na posicéao 6), e o sinal 6, com T.R. = 26,072 min foi identificado como
a molécula de 1,2,5,6-tetra-O-acetil-3,4-di-O-metil hexose (hexose disubstituida nas
posicdes 2 e 6), caracterizados pela presenca de grande simetria no espectro de
massas e observacao dos ions (m/z 87, 88, 99, 100, 129, 130, 189, 190).

Devido a grande quantidade de manose observada nos derivados de
AA, sabe-se que a grande parte dos compostos serd derivada deste
monossacarideo. Além disso, a migracdo de derivados de hexoses terminais e de
hexoses substituidas na posicdo 6 segue a ordem de manose e depois glicose,
como observado por outros autores (BIERMANN e MCGNNINS, 1988; CCRC; NIST 11;
SAssAKI et al, 2013; STENUTZ, 2016). Sendo assim, pela avaliagdo dos tempos de
retencao, perfil de fragmentacéo, comparacdo com os dados de derivados de AA e
com banco de dados, pode-se atribuir a identidade de cada sinal conforme descrito
na Tabela 6.10.

TABELA 6.10 - Identidade dos sinais identificados no cromatograma do derivado de
PMAA do EPS produzido por Acidovorax sp.

Sinal T.R. Monbémero Sigla
1 17,069 1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-tetra-O-metil manitol t-Man
2 17,208 1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-tetra-O-metil glucitol t-Glc
3 20,861 1,2,5-tri-O-acetil-3,4,6-tri-O-metil manitol 2-Man
4 21,947 1,5,6-tri-O-acetil-2,3,4-tri-O-metil manitol 6-Man
5 22,047 1,5,6-tri-O-acetil-2,3,4-tri-O-metil glucitol 6-Glc
6 26,072 1,2,5,6-tetra-O-acetil-3,4-di-O-metil manitol 2,6-Man

Aléem dos mondmeros identificados para o EPS isolado de Acidovorax
sp., outros sinais apresentam fragmentacbes similares as produzidas pelos
derivados de monossacarideos convencionais, porém ndo apresentam alta

similaridade com nenhum dos perfis de fragmentacdo de PMAA explorados, sendo
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provavelmente produtos de reacdes paralelas, ou apresentam baixa intensidade e a
qualidade de seu espectro de massa nao foi suficiente para comparagdo com 0s

espectros.

Uma vez identificados os monossacarideos majoritarios presentes no
EPS isolado do cultivo de Acidovorax sp., foi iniciada a avaliacdo do padréo de
ligagdes glicosidicas obtidas pela analises dos derivados de PMAA. De acordo com
a intensidade dos sinais do cromatograma na figura 6.20 e correlacdo com a
identificacdo dos sinais, € possivel observar a existéncia de uma grande quantidade
de hexoses terminais, principalmente manose, seguido de derivados apresentando
ligacBes glicosidicas na posi¢do 2 e de mondmeros disubstituidos nas posicdes 2 e
6 e em menor quantidade dois monémeros substituidos na posicdo 6. De acordo
com os resultados obtidos, propde-se uma estrutura contendo um ndcleo de manose
conectado por ligagdes glicosidicas a 1—2, apresentando ramificagdes na posi¢céo 6
de alguns dos monémeros da cadeia principal, sendo estes substituidos por
monossacarideos terminais de glicose ou manose, ou entdo em menor pProporcao
por dissacarideos do tipo a-Man-(1—6)-a-Man-(1— ou a-Glc-(1—6)-a-Glc-(1—, ndo

sendo possivel determinar a quantidade de cada (Figura 6.23).

a-Man a-Glc
1 1
1 1
6 6
a-Man a-Man a-Glc a-Glc
1 1 1 1
1 | i |
6 6 6 6
2)-a-Man-(1-p2)-a-Man-(1—2)-a-Man-(1-2)-a-Man-(1—2)-a-Man-(1

x = —y 2= —“m n

FIGURA 6.23 - Proposta de estrutura do EPS produzido por Acidovorax sp.

Polissacarideos contendo manose como Unico acucar sao conhecidos
como mananas, podendo ser chamada também de glucomananas, galactomananas
ou mesmo glucogalactomanas quando estes possuem também residuos de glicose,
galactose ou ambos, respectivamente, sendo estes encontradas de maneira ubiqua
na natureza. A glucomanana € o componente principal da hemicelulose de coniferas
e minoritario em madeira de lei, mas também pode ser encontrada em diversos
outros tecidos celulares de plantas e algas, na forma de um polimero linear de (3-

(1,4)-manose (LOEWUS e TANNER, 2012). Em fungos, a-(1,6) mananas ramificadas na
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posicoes 2 e 3 como componentes estruturais das paredes celulares (YIDIz e ONER,
2014).

Apesar de serem comuns em eucariotos, os relatos de producéo de
mananas por procariotos sdo escassos, embora jA tenham sido observadas em
culturas de Bacillus polymyxa (MuRPHY et al.,, 1956), Brevibacillus thermoruber
(RADCHENKOVA et al., 2011), Edwarsiella tarda (Guo et al, 2010),
Pseudoalteromonas sp. SM20310 (Liu et al.,, 2013), Pseudomonas aeruginosa
(CARSON e EAGON, 1964), Pseudomonas mutabilis (Kuzma et al., 2012),
Pseudomonas syringae pv. ciccaronei (CORSARO et al., 2001) e Thermococcus

litoralis (RINKER e KELLY, 1996).

Com relacdo ao género Acidovorax, a literatura apresenta apenas um
trabalho de caracterizacdo de exopolissacarideos produzidos pelo género (HEIJSTRA,
2010), sendo o EPS produzido por uma espécie diferente do género, A. temperans,

diferente do polimero aqui descrito.

6.3.6 - Elucidacdo estrutural do EPS produzido por DsF.NOO3
(Luteibacter sp.)

A cepa de Luteibacter sp. isolada de D. speciosa foi cultivada meio
liquido, e seu EPS foi obtido com rendimento de 60 mg. L™*. Esse EPS foi
caracterizado usando diversas técnicas espectrométricas e espectroscopicas, tais
como SEC-UV-ELSD, GC-MS e NMR.

Inicialmente, sua massa molar foi avaliada por SEC-UV-ELSD. A

Figura 6.24 ilustra o cromatograma obtido.

Através da andlise realizada por SEC-UV-ELSD se pode observar a
presenca de dois sinais no cromatograma obtido pelo detector de ELSD, com
tempos de retencao de 7,821 e 9,147 min. Para confirmacdo da natureza do
polimero, foi utilizado também o monitoramento da eluigdo com um detector de UV,
em comprimentos de onda de 254 e 280 nm. Entre os biopolimeros encontrados na
matriz extracelular, além dos exopolissacarideos, podem ser encontradas proteinas
e acidos nucleicos extracelulares, igualmente importantes para interacdo entre 0s

micro-organismos (DiAz et al., 2013; OKSHEVSKY e MEYER, 2015). Tanto proteinas
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guanto A&cidos nucléicos possuem cromoforos que produzem sinais nestes
comprimentos de onda, enquanto polissacarideos em geral ndo apresentam
resposta analitica de intensidade significativa em detectores de UV, sendo uma
maneira de diferenciar polissacarideos dos outros dois biopolimeros (FENG et al.,
2010).
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FIGURA 6.24 - Cromatograma de SEC-UV-ELSD para o EPS produzido pela bactéria
Luteibacter sp. A) Deteccao por ELSD; B) Deteccéo por UV (280 nm)

Sendo assim, € possivel a discriminacdo dentre polissacarideos e
outros polimeros de acordo com a intensidade dos sinais em ambos 0s detectores.
Na Figura 6.24 observa-se claramente a primeira banda, mais intensa (T.R. 7,821
min), produzindo sinais analiticos em ambos os detectores, e a segunda banda (T.R.
9,147 min) sendo observada principalmente no detector de ELSD. Sendo assim,
pode-se atribuir a primeira banda como ndo sendo um polissacarideo microbiano.
Todavia, a banda em 9,147 minutos pode ser considerada como candidata a um
polissacarideo, pela diferenca de resposta analitica. Em comparacdo com a curva de

calibracédo de terceira ordem obtida com padrbes de dextranas (Figura 6.16), a
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massa molar da segunda banda observada no cromatograma de SEC-UV-ELSD e
atribuida ao EPS de Luteibacter sp. foi calculada em MM = 18.111 Da, ou 18,1k Da.

A avaliacdo da composicdo monomérica do EPS de Luteibacter sp.,
iniciou-se através da derivatizacdo do polissacarideo para obtencdo dos derivados
de acetato de alditol (AA), e posterior andlise por GC-MS. O cromatograma dos
derivados de AA dos padrbes de monossacarideos e do EPS de Luteibacter sp.

obtido estéo ilustrados na Figura 6.25.
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FIGURA 6.25 - Cromatograma dos derivados de AA para o EPS produzido por
Luteibacter sp. a) Padrdes analiticos (em ordem de eluicdo: Eri, Rha, Fuc, Ara, Xyl,
Man, Gal, Glc); b) Cromatograma obtido para a amostra derivatizadas de Luteibacter
sp.; ¢) Ampliagdo no eixo x do espectro apresentando em b). *Indicam sinais
referentes a compostos possivelmente derivados de monossacarideos que nao

correlacionam com os padrdes avaliados.
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O EPS produzido por Luteibacter sp. apresentou alta complexidade
sendo observado na andlise de AA a presenca, de todos os padrdes analiticos
presentes no controle, exceto a eritrose. Nessa analise, pode ser observada a
presenca de manose como sinal majoritario (T.R. = 29,200 min), seguido de sinais
de intensidade intermediaria para os derivados de fucose (T.R. = 21,415 min), xilose
(T.R. = 26,145 min) e glicose (T.R. = 31,270 min), e a presenca de sinais em
quantidade de tracos referentes a ramnose (T.R. = 20,905 min), arabinose (T.R. =

24,035 min) e galactose (T.R. = 30,160 min).

Para um melhor compreendimento da composicdo monomérica do EPs
de Luteibacter sp. e realizacdo da analise de ligacdes, foi produzido o derivado de
PMAA, e os produtos analisados por GC-MS. O cromatograma da analise encontra-

se ilustrado na Figura 6.26.
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FIGURA 6.26 - Cromatograma obtido para os produtos de PMAA do EPS de

Luteibacter sp.

No cromatograma dos produtos de reacédo de derivatizacdo de PMAA
do EPS de Luteibacter sp. podem ser observados 6 sinais mais intensos, numerados
de acordo com a ordem de eluigdo. Os espectros de massas correspondentes aos 6

compostos identificados como majoritarios estao dispostos na Figura 6.27
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FIGURA 6.27 - Espectros de massas para os sinais dos derivados de PMAA do EPS
de Luteibacter sp.. A) Sinal 1, T.R. = 14,870 min; B) Sinal 2, T.R. = 15,682 min; C)
Sinal 3, T.R. = 17.041 min; D) Sinal 4, T.R. = 20.849 min; E) Sinal 5, T.R. = 24.858
min; F) Sinal 6, T.R. = 26,065 min
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A maior complexidade observada nos derivados de PMAA também se
refletiu na observacdo de moléculas com perfis variados de fragmentacdo. A
identificacdo dos derivados de PMAA foi realizada pela comparacdo dos espectros
de massa obtidos com banco de dados do GC-MS (NIST 11), publicado por SASSAKI
et al., (2013) e fornecido pelo CCRC (Complex Carbohydrate Research Center;
https://www.ccrc.uga.edu /specdb/ms/pmaa/pframe.html), sendo identificados de

acordo com os perfis de fragmentacao ilustrados na FIGURA 6.28.
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FIGURA 6.28 - Perfl de fragmentacdo para as moléculas observadas no
cromatograma de derivados de PMAA do EPS de Luteibacter sp. A) 1,5-di-O-acetil-
2,3,4-tri-O-metil xilitol (Sinal 1, T.R = 14,870 min); B) 1,3,5-tri-O-acetil-2,4-di-O-metil-
6 fucitol (Sinal 2, T.R. = 15,682 min); c) 1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-tetra-O-metil hexose
(Sinal 3, T.R. = 17.041 min); d) 1,2,5-tri-O-acetil-3,4,6-tri-O-metil hexose (Sinal 4,
T.R. = 20.849 min); e) 1,2,4,5-tetra-O-acetil-3,6-di-O-metil hexose (Sinal 5, T.R. =
24.858 min); f) 1,2,5,6-tetra-O-acetil-3,4-di-O-metil hexose (Sinal 6, T.R. + 26,065
min).
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O primeiro sinal, com T.R. = 14,870 min, foi atribuido como uma
molécula de 1,5-di-O-acetil-2,3,4-tri-O-metilpentose, apresentando em seu espectro
de massas ions m/z 101, 102, 117, 118, 161 e 162. Como o 1,2,3,4,5-penta-O-acetil-
xilitol foi observado entre os derivados de AA e este foi 0 Unico derivado de pentose
observado, atribui-se este sinal a molécula de 1,5-di-O-acetil-2,3,4-tri-O-metil-xilitol.
O sinal 2 apresentou perfil de fragmentacdo com ions m/z 89, 101, 118, 131 e 161,
com tempo de retencédo e perfil de fragmentacdo condizente com uma molécula de
1,3,5-tri-O-acetil-2,4-di-O-metil-6-desoxihexose. De maneira similar ao sinal anterior,
apenas o 6-desoxiagucar fucose foi observado no cromatograma de acetato de
alditol, sendo o sinal 2 atribuido & molécula 1,3,5-tri-O-acetil-2,4-di-O-metil-6-fucitol.
Os outros quatro sinais observados foram identificados como derivados de hexoses,
sendo atribuidos a moléculas de 1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-tetra-O-metil hexose (sinal 3,
T.R. =17,041 min, m/z 102, 118, 129, 145, 161, 162, 205), 1,2,5-tri-O-acetil-3,4,6-tri-
O-metil hexose (sinal 4, T.R. 20,849 min, m/z 87, 88, 101, 129, 130, 189, 190),
1,2,4,5-tetra-O-acetil-3,6-di-O-metil hexose (sinal 5, T.R. 24,858 min, m/z 88, 99,
113, 130, 131, 173, 190, 233) e 1,2,5,6-tetra-O-acetil-3,4-di-O-metil hexose (sinal 6,
T.R. = 26,065 min, m/z 87, 88, 99, 100, 129, 130, 189, 190).

De acordo com os perfis de fragmentacdo, tempo de eluicao,
composicdo monomeérica observadas nos cromatogramas de AA, e comparacdo com
bancos de dados da literatura, os sinais de hexoses foram identificadas como sendo
1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-tetra-O-metil manitol, 1,2,5-tri-O-acetil-3,4,6-tri-O-metil
manitol, 1,2,4,5-tetra-O-acetil-3,6-di-O-metil glucitol e 1,2,5,6-tetra-O-acetil-3,4-di-O-
metil manitol respectivamente. A Tabela 6.11 apresenta um resumo da composi¢ao

do EPS produzido por Luteibacter sp.

A composicdo dos mondmeros obtida pela identificacdo dos sinais
cromatograficos observados por GC-MS aponta uma estrutura de EPS ramificada,
pela presenga de dois agUcares terminais (t-Xyl e t-Man), dois agucares contendo
uma ramificacao (3-Fuc e 2-Man), e dois acucares contendo duas ramificacbes (2,4-
Glc e 2,6-Man). Dessa forma, pode ser proposta algumas composi¢coes destes seis
monossacarideos como o mondémero do EPS. A estrutura pode conter de dois a
guatro monémeros em sua cadeia polimérica principal e duas ramificacdes, podendo
ser constituidas por mono ou dissacarideos. A Figura 6.29 ilustra as possiveis
combinacdes entre os monossacarideos que podem ser construidas a partir dos

dados de GC-MS.
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TABELA 6.11 - ldentificagdo da composicdo monomeérica do EPS produzido por

Luteibacter sp.

Sinal T.R. Mondmero Sigla
1 14,870 1,5-di-O-acetil-2,3,4-tri-O-metil xilitol t-Xyl
2 15,682 1,3,5-tri-O-acetil-2,4-di-O-metil-6 fucitol 3-Fuc
3 17,041 1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-tetra-O-metil manitol t-Man
4 20,849 1,2,5-tri-O-acetil-3,4,6-tri-O-metil manitol 2-Man
5 24,858 1,2,4,5-tetra-O-acetil-3,6-di-O-metil glucitol 2,4-Glc
6 26,072 1,2,5,6-tetra-O-acetil-3,4-di-O-metil manitol 2,6-Man

FIGURA 6.29 - Possiveis combinacdes para a estrutura do monémero do EPS de
Luteibacter sp. de acordo com os derivados de PMAA observados por GC-MS. t:
Monossacarideo terminal; 1: Monossacarideo com 1 ramificacdo; 2: Monossacarideo

com 2 ramificacGes

Com o proposito de complementar a identificagdo estrutural do EPS
isolado de Luteibacter sp., foi realizada uma série de experimentos de NMR para a
avaliacdo da composicéo estrutural do EPS. A andlise do espectro de *H NMR na
Figura 6.30.

O espectro apresenta sinais caracteristicos de carboidratos, com sinais
que reforcam os dados observados por GC-MS, além de apresentar outros que
aprimoram a caracterizacdo. O sinal em & 1,24 é caracteristico de metilas de
acucares reduzidos como fucose (CEscuTTI et al., 1998; ALE et al., 2011), reforgando
observado por GC-MS. E importante destacar a presenca de um sinal em & 2,18,
geralmente relacionados com grupos metilas presentes em acucares O- ou N-
acetilados (CAMPESTRINI et al., 2013). Estes sinais ndo foram observados durante as
analises por GC-MS, pois possuem estrutura similar aos derivados completa e/ou

parcialmente acetilados de AA e PMAA. Este sinal pode apresentar intensidade
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variavel, uma vez que o polissacarideo pode ser apenas parcialmente acetilado
(DERTLI et al., 2013).
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FIGURA 6.30 - Espectro de *H NMR (400MHz, 70°C, D,0) para o EPS de Luteibacter
sp.

A regido entre & 3,0 e 4,2 apresenta um elevado numero de sinais
sobrepostos, referentes majoritariamente aos hidrogénios presentes nos carbonos
do anel glicosidico. A regido entre & 4,5 e 5,4 se destaca pela presenca de
hidrogénios anoméricos, indicando a presenca e a quantidade de monossacarideos.
Uma primeira observacdo a ser realizada é a diferenciacdo entre as ligacdes
glicosidicas a e B. Devido a angulos diedros diferentes, a ligagao glicosidica exerce
influéncia direta no deslocamento quimico e na constante de acoplamento 3J(H-H,).
Andmeros B tendem a ter menores deslocamentos quimicos e constantes de
acoplamento maiores do que anémeros a (Duus et al., 2000). A analise dos sinais
dos hidrogénios anoméricos indicou, conforme os deslocamentos quimicos e
constantes de acoplamento 3J(H1-H,), uma Unica ligacdo glicosidica na configuracdo
B (6 4,51, d; J= 7,6 Hz), e as outras por ligagbes a, identificadas pelos sinais entre 6
4,9 - 5,3 e constantes de acoplamentos pequenas, a ponto de ndo apresentarem

resolucédo suficiente para o calculo.

Pode-se observar até 12 sinais na regiao dos hidrogénios anomeéricos

no espectro de *H NMR, nimero de monossacarideos maior que o esperado,
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levando em consideracéo os resultados obtidos por GC-MS. Inicialmente houve a
suspeita de contaminacdo da amostra, contudo apds a realizagdo dos experimentos
se observou um precipitado formado no fundo do tubo de ressonéancia. Foi realizada
a transferéncia do sobrenadante para um novo tubo, e a amostra foi submetida
novamente ao experimento de *"H NMR em um instrumento com maior resolucéo
(600 MHz). A Figura 6.31 apresenta a comparacao da regido de 4,4 a 5,5 ppm entre
os espectros de 1H NMR obtido para o EPS de Luteibacter sp..
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FIGURA 6.31 - Espectro de *H NMR para o EPS de Luteibacter sp. A) 400 MHz, 70°C,
D,0O; B) 600 MHz, 80°C, D,0, sobrenadante.

Comparando os espectros de 'H NMR obtidos antes e apds a
transferéncia da amostra, pode se perceber o desaparecimento de alguns sinais,
melhorando a observacéo dos sinais referentes aos hidrogénios anomeéricos do EPS

de Luteibacter sp.. A impureza removida poderia estar relacionada com outro
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biopolimero de menor solubilidade presente na amostra, ou entdo produtos de
hidrélise decorrente de altas temperaturas durante o tempo de realizagcdo dos
experimentos. Comparando-se 0s dois espectros, 0s seis sinais observados em
ambos os espectros foram identificados com possivelmente oriundos de hidrogénios
anoméricos do EPS, e foram identificados de A a F de acordo com sua ordem
decrescente de deslocamento quimico. A TABELA 6.12 apresenta a relacdo dos

deslocamentos de cada hidrogénio anomérico dos residuos.

TABELA 6.12 - Valores de deslocamento quimico para os hidrogénios anoméricos (H;)
dos residuos A-F do EPS de Luteibacter sp.

Residuo Deslocamento Quimico Hjy (ppm)
A 5,26

5,15

5,09

5,05

4,90

4,52

m m O O W

Para uma maior compreensao da relacédo entre os sinais pertencentes
a cada monossacarideo, foram realizados experimentos de correlacdo. A Figura

6.32 mostra o espectro de COSY da amostra de EPS de Luteibacter sp..

O experimento de COSY fornece uma primeira avaliagdo da relacéo
entre os hidrogénios vizinhos, permitindo a atribuicdo dos deslocamentos quimicos
dos hidrogénios ligados ao carbono 2 de cada residuo através de suas correlacdes
com os respectivos hidrogénios anoméricos (Figura 6.32 B). Os valores obtidos

estéo dispostos na TABELA 6.13.

A Figura 6.32 C) evidencia as correlagdes observadas para o sistema
de proétons do residuo F, iniciada pela correlacdo entre o hidrogénio anomérico Hg;
em & 4,52 e o hidrogénio Hg, em & 3,34. Podem ser observadas as outras
correlacdes entre He, € Hes (Hes, © 3,95), Hes € Hesq (Hes, © 3,66) € Heg € Hes (O 3,46).
O residuo F apresentou um numero maior de correlacdes possiveis de identificacao

no espectro, devido ao acoplamento escalar entre seus prétons promoverem
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correlagbes de alta intensidade e por estarem em regides relativamente afastadas

da parte mais densamente povoada por sinais dos anéis (Figura 6.32 C).
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FIGURA 6.32 - Experimento de COSY (400MHz, 70°C, D,0O)
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Luteibacter sp. A) Visao geral do espectro; B) Ampliacdo da regido dos hidrogénios

a-anoméricos entre d 4,7 e 5,5, mostrando a interacdo H;-H, para os residuos A - E

do monbémero do EPS. C) Ampliacdo da regido entre & 3,2 e 4,6, mostrando a

correlacdo de todos os sinais dos hidrogénios do residuo F. D) Ampliagdo da regido

entre & 1 a 4, mostrando a interagao dos sinais Hs, Hs € Hg do residuo de fucose.
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TABELA 6.13 - Valores de deslocamento quimico para os hidrogénios ligados ao
carbono 2 (H,) dos residuos A-F do EPS de Luteibacter sp. e a correlagdo com o

deslocamento do hidrogénio ligado ao carbono 1 (H,).

Residuo Deslocamento Quimico Hy, ppm Deslocamento Quimico Hy (ppm)

A 4,11 5,26
B 4,09 5,15
C 4,05 5,09
D 4,02 5,05
E 3,99 4,90
F 3,34 4,52

Pode ser observada também a correlacdo entre Hs-Hs e Hs-Hg do
residuo de fucose, uma vez que a correlacdo de Hs e Hg também aparece em regido
destacada (Figura 6.32 D). Foram observados os valores de & 3,83 para o
hidrogénio H4, e 6 4,30 para 0 Hs.

O sinal em & 2,18 nédo apresenta correlagdo com nenhum outro sistema

de hidrogénios, reforgcando a ideia de este sinal ser referente a um grupo O-acetil.

Para incrementar a avaliacdo dos sistemas de spins presentes na
amostra, foi realizado o experimento de TOCSY. Através do experimento de TOCSY
pode se constatar diversos conjuntos de sinais dispostos no espectro, sendo cada
linha ou coluna indicativa em um sistema de hidrogénios de um monossacarideo,
gue podem apresentar variacdes na quantidade de sinais observados, relacionadas
com a constante de acoplamento entre cada um dos hidrogénios que compdes o
sistema de spins. que por sua vez apresentam comportamento regido pelos angulos
diedros como descrito pela correlacdo de Karplus (KARPLUS, 1959). Esta variacao
pode ser utilizada para discriminar entre conformac¢des manno, galacto ou gluco,
pois enquanto a B-glicose apresenta excelente resolucdo por possuir os hidrogénios
todos em axial, a manose, sendo o epimero em C, da glicose, apresenta baixos
3J(H-H) entre Hi-H, e Hp-Hs tanto na forma a quanto B, prejudicando a observacéo
de sinais posteriores. A a-galactose (epimero de C,4 da glicose) e a fucose, tambéem
denominada 6-desoxi-galactose, apresentam comportamento intermediario do tipo

galacto, com observacdo do sistema de spins até H; (GHEYSEN et al.,, 2008). O
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espectro de TOCSY obtido para o EPS de Luteibacter sp. esta ilustrado na Figura
6.33.
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FIGURA 6.33 - Experimento de TOCSY (400 MHz, 70°C, D,O) para o EPS de
Luteibacter sp. A) Visao geral do espectro; B) Visdo ampliada da regido dos prétons

anomeéricos e do anel glicosidico.
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No experimento de TOCSY para o EPS de Luteibacter sp., o tempo de
relaxamento foi definido em 100 ms, suficiente para o completo relaxamento do
sistema e transferéncia total da magnetizacdo relacionada com os acoplamentos
escalares entre os hidrogénios. Observa-se a presenca de uma quantidade de sinais
diferentes em cada sistema de spin, com apenas um sinal de correlacdo para os
sistemas A em 0 4,11; para C em 8 4,05 e E em 0 3,99, duas correlacdes para o
sistema D em & 4,02, trés para o sistema B em & 4,09, 6 3,93 e & 3,83 e quatro para

o sistema F, com os mesmos deslocamentos observados no experimento de COSY.

O sinal em & 3,83 observado para o residuo B no experimento de
TOCSY apresenta o0 mesmo deslocamento quimico observado para o hidrogénio Hy
do residuo de fucose observado no experimento de COSY. Unindo as duas
informacdes, define-se o residuo B como sendo o monossacarideo fucose. De
acordo com os monossacarideos identificados por GC-MS (3 manoses, 1 xilose, 1
fucose e 1 glicose) e as observacdoes de diferentes sistemas de spins no
experimento de TOCSY de acordo com a conformacéo, designou-se o residuo A, C
e E como manose, e o residuo F como glicose, sendo finalmente o residuo D
designado como xilose. A pequena correlagdo entre dois hidrogénios na regiao dos
H anoméricos, em 4,97 e 5,16 ppm foi atribuida a relacédo de protons de interferentes

presentes na amostra.

Para uma avaliacdo mais profunda da estrutura, foi feito um
experimento de *H-*3C HSQC, permitindo observar o acoplamento entre hidrogénios
e carbonos diretamente ligados. O espectro de *H-**C HSQC obtido para o EPS de
Luteibacter sp. esté ilustrado na Figura 6.34.

O espectro de 'H-*C HQSC apresenta deslocamentos quimicos que
corroboram com os resultados anteriores, além de apresentar novas informacoes.
Os prétons da metila acoplam com sinais de **C em & 18,5. De maneira similar os
hidrogénios do grupo acetil acoplam com carbonos na regido de & 23,4 (Figura 6.34
A)). Utilizando os valores de deslocamentos quimicos dos hidrogénios anoméricos e
do esqueleto dos anéis glicosidicos obtidos pelos experimentos de 'H, COSY e
TOCSY, foram atribuidas as correlacbes entre os prétons e seus carbonos
correspondentes (Figura 6.34 B) e C)). Através dos dados obtidos pelos
experimentos de correlacdo realizados, podem ser atribuidos os deslocamentos de

alguns dos atomos do EPS, dispostos na Tabela 6.14.
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FIGURA 6.34 - Espectro de 'H-C HQSC (600 MHz, 80°C, D,O) do EPS de
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Luteibacter sp. A) Visao geral do espectro; B) Ampliacdo da regido entre 6 4,4 e 5,4

mostrando as correlacbes Ci/H; dos hidrogénios anoméricos nos residuos A-F; C)

Ampliacdo da regidao entre & 3,3 e 4,3 mostrando as designacdes de algumas

correlagdes C/H de &tomos dos anéis glicosidicos dos residuos de monossacarideos
A-F do EPS de Luteibacter sp.

Com a identificacdo dos monossacarideos de cada residuo, foi

realizado o experimento de NOESY na tentativa de identificar as conexdes. O

espectro de NOESY permite observar as interacdes de hidrogénios proximos

espacialmente, sendo possivel inferir as ligacdes glicosidicas entre os residuos de

monossacarideos a partir das correlagdes entre o hidrogénio anomeérico de um anel,
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sempre adjacente a liga¢gfes glicosidicas, e hidrogénios do anel glicosidico de outros

residuos.

TABELA 6.14 - Atribuicdo parcial dos deslocamentos quimicos de 'H e *C dos

monossacarideos constituintes do EPS de Luteibacter sp.

Residuo Atomo 1 2 3 4 5 6/6’
A H 5,26 4,11 - - - -
Man C 102,5 80,1 - - - -
B H 5,15 4,09 3,93 3,83 4,30 1,24
3-Fuc C 103,9 72,3 80,2 72,8 70,4 18,1
C H 5,09 4,05 - - - -
Man C 100,4 80,6 - - - -
D H 5,05 4,02 - - -
t-Xyl C 104,0 68,2 - - -

E H 4,90 3,99 - - - -
Man C 101,4 72,1 - - - -
F H 452 3,34 3,95 3,66 3,46 -
2,4-Glc C 104,9 75,3 62,2 77,0 72,0 -

O espectro de NOESY para o EPS de Luteibacter sp. esta ilustrado na
Figura 6.35. Na figura, as relacdes espaciais observadas foram anotadas, sendo que
as correlacdes envolvidas em ligacfes glicosidicas entre dois residuos apresentam

um traco para destaca-las.

Dentre as diversas correlagbes espaciais observadas, quatro sinais
foram identificados como intera¢des entre os glicosideos.

O residuo A, identificado como manose, apresentou correlacao entre
seu hidrogénio anomérico e seu hidrogénio ligado ao carbono 2 (Ha2) de maneira
similar ao observado no experimento de COSY. Além desta correlacao
intraglicosidica, apresentou correlagdo com o hidrogénio ligado ao carbono 2 do
residuo C (Hcz), outra manose, indicando uma conexao do tipo a A1 — C2 entre 0s
dois residuos. Devido a esta conexao, o residuo C ndo pode ser um substituinte de

manose terminal, uma vez que ele apresenta uma ligagao no carbono 2.
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FIGURA 6.35 - Experimento de NOESY (400MHz, 70°C, D,0O) para o EPS de
Luteibacter sp.. As correlacdes sublinhadas correspondem a interacbes entre

hidrogénios de dois monossacarideos diferentes

O residuo B, caracterizado como 3-Fuc, apresenta correlacbes entre
seu hidrogénio anomeérico (Hg1) € os hidrogénios dos carbonos 2 e 3 (Hgz € Hgs),
bem como uma correlagdo com dois sinais que apresentam forma e deslocamentos
condizentes com uma interacdo com hidrogénios 6 e 6° de uma hexose, numa

ligacdo do tipo a B1— 6.

O residuo F, previamente caracterizado como sendo o residuo B-2,4-
Glc, apresentou correlagéo entre seu hidrogénio anomerico (Hgi) e o hidrogénio
ligado ao carbono vizinho (Hgz), bem como uma correlagdo com o hidrogénio ligado
ao carbono 3 do residuo B (Hg3), indicando uma conexdo do tipo B-F1—B3. Os
resultados de GC-MS dos derivados de PMAA indicam que o Unico monossacarideo
dentre os residuos encontrados que apresenta ligacéo glicosidica no carbono 3 era

o residuo de 3-Fuc, reforcando a identificagéo do residuo B como 3-Fuc.
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O hidrogénio anomérico do residuo D (Hp1), por sua vez, apresenta
uma relagdo com o hidrogénio ligado ao carbono 4 do residuo F (Hg4), indicando
uma conexao do tipo a-D1—F4, novamente corroborando com os dados de GC-MS
dos derivados de PMAA, que mostram uma glicose substituida nesta posicdo. O
residuo D foi identificado previamente como sendo uma xilose terminal, confirmando

a ramificac@o existente neste monossacarideo.

O residuo D (t-Xyl) esta ligado através da ligacdo glicosidica entre seu
carbono anomérico e o carbono 4 do residuo F (2,4 Glc) por meio de uma ligacéao
1— 4. O residuo F por sua vez encontra-se ligado por sua ligacdo glicosidica do
carbono anomérico ao carbono 3 do residuo B (3-Fuc) através de uma ligacdo 1—3,
constituindo um trissacarideo apresentando os residuos de glicose, fucose e xilose

como mostra a figura, restando os trés residuos de manose para serem atribuidos.

o 3-Fuc (B)

FIGURA 6.36 - Trissacarideo constituido de Xylp-a-1—4-Glcp-p-1—3-Fucp-a-1—
identificado como parte constituinte do EPs de Luteibacter sp. As setas indicam as

correlagdes observadas por NOESY.

Com a definicdo das ligacBes glicosidicas entre os trés primeiros
residuos, prosseguiu-se com a atribuicdo dos trés residuos de manose A, C e E,
sendo que de acordo com os resultados de GC-MS dos derivados de PMAA, os

residuos se dividem entre t-Man, 2-Man e 2,6-Man.

Ao observar os trés residuos A, C e E, percebe-se que dois deles

apresentam ligacdes glicosidicas em seu carbono 2, podendo esta caracteristica ser
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utilizada para discriminar os residuos. E bem descrito na literatura que carbonos
envolvidos em ligac@es glicosidicas tendem a ter um deslocamento de seu sinal para
regides desblindadas (LEMOINE et al., 1999; YANG et al., 2009, Liu et al., 2013), e
observando os deslocamentos atribuidos aos C, dos residuos A, C e E, claramente
pode se observar que os carbonos dos residuos A e C apresentam deslocamento
mais desblindado (80,1 e 80,6 ppm respectivamente) do que o carbono do residuo E
(72,1 ppm), sendo entdo designado o residuo E como sendo uma manose terminal
(t-Man), anico dos trés residuos a ndo possuir ligacao glicosidica no C,. A conexao

entre os residuos A e C ocorre na forma A1—2C.

De acordo com o experimento de NOESY, o residuo B esta conectado
através de uma ligacdo a-1— 6, sendo o residuo 2,6-Man o Unico dentre os trés
residuos de manose capaz de realizar esta conexdo, levando este residuo a estar

diretamente ligado ao residuo de fucose.

Juntando todas as informacdes do experimento de NOESY com as
obtidas pelos outros experimentos de NMR e GC-MS, chega-se a duas provaveis
estruturas para a composicdo do monémero do EPS. Como nao foi possivel atribuir
os deslocamentos dos hidrogénios metilénicos das manoses, ndo pode se afirmar se
a ligacao glicosidica entre o residuo de fucose e a posicdo 6 da manose ocorre no

residuo A ou C. A Figura 6.37 ilustra as possiveis estruturas para 0 mondémero.

(D) (E)
a-Xylp a-Man
1 1
14 F) (B) 12 (A) ()

—2)-B-Glc-(1—3)-a-Fuc-(1—6)-a-Man-(1—2)-a-Man-(1—

(E)

a-Man
1
() 12 )
a-Xylp a-Man
1 1
l4 (F) () l2 ©

—2)-B-Glc-(1—3)-a-Fuc-(1—6)-a-Man-(1—

FIGURA 6.37 - Propostas de estrutura do mondmero constituinte do EPS de

Luteibacter sp.
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Apesar de ndo ser possivel a observacéo da correlacdo da conexao a-
1C— 2F dos residuos C e F, a conexdo entre eles satisfaria a proposta de
componentes do mondémero atribuida por GC-MS e NMR. Dessa maneira, apesar de
nao ser possivel a completa atribuicdo de todos os deslocamentos de cada atomo e
de todas as conexdes glicosidicas, foi possivel propor um esqueleto com as
informagdes obtidas.

A posicdo do grupo O-acetil também n&o pode ser definida com
precisdo, pois a principal ferramenta utilizada para esta avaliacdo se baseia na
comparacao dos deslocamentos dos carbonos para identificar quais apresentam
variacbes quando confrontados com dados conhecidos de estruturas nativas. Para

tanto, seria necessario a completo designio de todos os sinais.

O género Luteibacter apresenta uma historia recente, sendo descrito
pela primeira vez em 2005, e até o presente momento possui trés espécies validas
descritas (JOHANSEN et al., 2005). Entretanto, nenhum registro de caracterizacao de
EPS para estas espécies foi encontrado sendo, até onde sabemos, o primeiro relato
de caracterizacdo de um EPS produzido por um isolado deste género. Com relacéo
a estrutura observada, uma busca no banco de dados “Bacterial Carbohydrate
Structure Database” (http://csdb.glycoscience.ru/ bacterial/index.html) ndo forneceu

nenhuma estrutura similar, reforcando o ineditismo da estrutura observada.

6.4 - Conclusodes

A microbiota encontrada em associacdo ao inseto D. speciosa apresentou
uma boa capacidade de producdo de EPS. O teste qualitativo de ponto permitiu a
observacdo da morfologia das colénias de cada isolado, sendo possivel notar
grande diferenca na forma e na quantidade de material extracelular produzido. O
teste permitiu a classificacdo dos isolados de uma maneira qualitativa. Entre os
organismos selecionados para a avaliagcdo da producdo de EPS em meio liquido,
uma grande variagdo na produtividade e nas caracteristicas fisicas e quimicas do
EPS foram observados, sendo o EPS produzido por Aurantimonas sp. 0 que
apresentou melhor rendimento, de 1,5 g.L™. A caracterizacdo dos materiais obtidos

por técnicas como SEC-UV-ELSD, GC-MS e NMR permitiu a elucidacdo estrutural. A
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caracterizacdo estrutural do EPS insolavel de Aurantimonas sp. indicou uma
composicao predominantemente de [-glucanas. O EPS de Acidovorax sp.
apresentou uma composicao similar a manoglucana (ou glucomanana) de 66,5 kDa.
O EPS de Luteibacter sp. apresentou a maior complexidade, sendo um EPS
ramificado de 18,1 kDa composto por seis monossacarideos de quatro tipos
diferentes, com destaque para presenca de fucose, um agucar relativamente raro em

EPS microbianos.
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7 - Conclusdes e Perspectivas

A compreensdo da existéncia e da importancia das associacdes entre
seres superiores e micro-organismos € uma area de que apesar de ainda incipiente
se demonstra cada vez mais importante para se compreender diversos
comportamentos e funcionalidades de ambos, bem como expandir a diversidade

microbiana conhecida.

A possibilidade de exploracdo da microbiota de D. speciosa permitem
diversas oportunidades. Os isolados obtidos através de técnicas de cultivo foram
caracterizados utilizando-se tanto técnicas gendémicas tradicionais como modernas
técnicas espectrométricas, obtendo-se resultados robustos e similares por ambas,
com 100% de convergéncias entre as identificacdes, sendo identificados 17 géneros
diferentes. Uma comparacdo com a literatura indicou uma correlacéo entre estes o
microbioma de D. speciosa e outros insetos do género Diabrotica. Relatos mostram
gue estes insetos, utilizam estas associacdes para obter vantagens ecoldgicas, logo
com a identificacdo de quais bactérias compdes a microbiota deste inseto-praga
conhecido por devastar diversos cultivos de importancia econdmica, novas
estratégias mais eficientes e menos impactantes para seu controle populacional
através de manipulacbes nesta relacdo ecologica poderdo comecar a ser

exploradas.

Outros tipos de oportunidades, mais profundamente exploradas neste
trabalho, estdo na avaliacdo destes micro-organiSmos como promissores nha
producdo de moléculas de alto valor agregado. Este trabalho mostrou que este
microbioma é uma fonte interessante de organismos, sendo possivel a obtencéo de
uma ampla gama de géneros, alguns ja conhecidos e eficientes na producédo de
diversas classes de compostos, bem como diversos géneros de pouca exploragao,
qgue apresentaram capacidade de producdo de biopolimeros com composicdo e
propriedades importantes. Devido ao grande nimero de isolados, metodologias de
triagem propostas foram satisfatorias na capacidade de ranquear os isolados na
tentativa de aumentar a chance de alcancar bons resultados de maneira eficiente.
Os organismos foram capazes de produzir biopolimeros em quantidades e
caracteristicas diferentes, sendo alguns deles como Aurantimonas sp. e Delftia sp.

eficientes tanto na capacidade de utilizacdo de diferentes substratos quanto na
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quantidade de material e eficiéncia de acumulagdo. Do ponto de Vvista
biotecnoldgico, Delftia sp. apresentou um grande potencial, visto que foi capaz de
produzir o copolimero PHBV em alta quantidade e eficiéncia, utilizando apenas
substratos de baixo custo. Este fato apresenta-se como uma vantagem competitiva
visto que a maioria dos organismos produtores deste tipo de material necessita da
suplementacdo de substratos especificos para a produgdo, inviabilizando
economicamente o processo. Na producdo de exopolissacarideos, as técnicas de
analise utilizadas permitiram a identificacdo de diversos aspectos da composicéo
quimica dos polimeros, sendo possivel a caracterizacdo de boa parte das estruturas.
Foram obtidos EPS inéditos produzido pelos isolados Acidovorax sp. e Luteibacter
sp. com diferentes composi¢cées. O género Aurantimonas sp. apresentou um EPS
interessante, insolivel em agua e com alto rendimento, podendo esta espécie ainda

ser considerada para a produgédo concomitante dos dois biopolimeros explorados.

De maneira geral, o trabalho realizado apresentou uma grande
interface entre diversas areas do conhecimento, como Quimica Organica, Quimica
de Produtos Naturais, Microbiologia, Biologia Molecular, Ecologia Quimica e
Biotecnologia, sendo utilizadas ferramentas e conhecimentos de maneira integrada,
gue contribuiram para o aumento do conhecimento ecoldgico da espécie Diabrotica
speciosa e do género Diabrotica, através da identificacdo de sua microbiota
associada, ao passo que mostrou a viabilidade de exploracdo da microbiota de
insetos como um vasto reservatdrio de micro-organismos, um nicho relativamente
pouco explorado, que possam ter diversas aplicacdes biotecnolégicas, como a

producado de biopolimeros como PHA e EPS.
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9 - Apéndice

Apéndice 1. Resumo dos resultados obtidos com o teste de Vermelho de Nilo para

avaliacao qualitativa da producao de PHA pelos isolados obtidos

Numero Cédigo Identidade Fluorescéncia
1 DsF.NO15 Acinetobacter johnsonii ++
2 DsA.N002 Acinetobacter junii ++
3 DsA.N036 Acinetobacter junii ++
4 DsA.N037 Acinetobacter junii ++
5 DsA.N047 Acinetobacter junii ++
6 DsA.N048 Acinetobacter junii ++
7 DsA.NO50 Acinetobacter junii ++
8 DsA.NO51 Acinetobacter junii ++
9 DsA.NO06 Acinetobacter pittii ++
10 DsA.N024 Acinetobacter pittii ++
11 DsA.N033 Acinetobacter pittii ++
12 DsA.NOO1 Acinetobcater baylii ++
13 DsF.NO13 Burkholderia gladioli ++
14 DsA.N049 Delftia acidovorans ++
15 DsF.N002 Empedobacter brevis -
16 DsF.N0O12 Enterobacter asburiae +
17 DsF.N0O18 Enterobacter asburiae +
18 DsA.NO11 Enterobacter cloacae +
19 DsA.N026 Enterobacter cloacae +

20 DsA.N031 Enterobacter cloacae +
21 DsA.N032 Enterobacter cloacae +
22 DsA.N035 Enterobacter cloacae +
23 DsA.N038 Enterobacter cloacae +
24 DsA.N039 Enterobacter cloacae +
25 DsA.N044 Enterobacter cloacae +
26 DsA.N045 Enterobacter cloacae +
27 DsF.N004 Enterobacter cloacae +
28 DsF.NOO07 Enterobacter cloacae +
29 DsF.NO10 Enterobacter cloacae +
30 DsF.NO11 Enterobacter cloacae +
31 DsA.N046 Klebsiella oxytoca ++
32 DsF.NO19 Kluyvera intermedia +
33 DsA.N014 Not reliable identification -
34 DsF.N003 Not reliable identification +
35 DsF.N0O08 Not reliable identification +
36 DsA.N042 Not reliable identification ++
37 DsA.NO18 Ochrobactrum galinifaciens -
38 DsA.N029 Ochrobactrum griggonense -
39 DsA.N019 Ochrobactrum intermedium -
40 DsA.N010 Pseudomonas chlororaphis +
41 DsF.NOO5 Pseudomonas monteilii +
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Numero Cdédigo Identidade Fluorescéncia
42 DsF.NOO06 Pseudomonas monteilii +
43 DsF.NO14 Pseudomonas monteilii +
44 DsF.NO17 Pseudomonas monteilii +
45 DsA.N008 Pseudomonas mosselii ++
46 DsA.NO09 Pseudomonas mosselii ++
47 DsA.N021 Pseudomonas mosselii ++
48 DsA.N022 Pseudomonas mosselii ++
49 DsA.N023 Pseudomonas mosselii ++
50 DsF.NOO1 Pseudomonas putida ++
51 DsA.N052 Pseudomonas sp. +
52 DsA.N053 Pseudomonas sp. +
53 DsA.N043 Rhizobium radiobacter +
54 DsA.NO05 Serratia marcensens ++
55 DsF.N020 Serratia marcescens ++
56 DsA.N034 Serratia marcescens +
57 DsA.N003 Serratia marcescens ++
58 DsA.N004 Serratia marcescens ++
59 DsA.N012 Serratia marcescens ++
60 DsA.N013 Serratia marcescens ++
61 DsF.NO09 Serratia marcescens ++
62 DsA.N025 Sphingobacterium multivorum +
63 DsA.NOO7 Stenotrophomonas maltophilia -
64 DsA.N028 Stenotrophomonas maltophilia -
65 DsA.N041 Stenotrophomonas maltophilia -
66 DsF.NO16 Stenotrophomonas maltophilia -
67 DsA.NO17 Streptomyces badius -
68 DsA.N027 Streptomyces badius -
69 DsA.N040 Streptomyces badius -
70 DsA.NO15 Streptomyces griseus -
71 DsA.NO16 Streptomyces griseus -
72 DsA.N020 Streptomyces griseus -
73 DsA.N030 Streptomyces griseus -
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Apéncide 2. Espectros de FTIR para os EPS obtidos neste trabalho. A) DsF.NOO3
(Luteibacter sp.); B) DsF.N0O08 (Acidovorax sp.); C) DsF.N013 (Burkholderia sp.); D)
DsA.N042 (Aurantimonas sp.); E) DsA.N0O53 (Pseudomonas sp.)
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