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RESUMO

ESTUDO DA PRODUCAO DE BIOPOLIMEROS
POLIHIDROXIALCANOATOS POR BACTERIAS ISOLADAS DO INSETO-
PRAGA Diabrotica speciosa. Materiais plasticos derivados do petréleo séo
fundamentais no nosso cotidiano devido as caracteristicas como resisténcia e
durabilidade. Todavia, o uso indiscriminado desses materiais € um dos grandes
responsaveis por problemas ambientais, uma vez que esses materiais nao sao
biodegradaveis e ficam acumulados no ambiente. Biopolimeros produzidos por
microrganismos se mostram uma alternativa para substituir os materiais plasticos
convencionais, sendo de origem renovavel, biodegradaveis e, ainda assim,
apresentarem propriedades semelhantes as dos polimeros sintéticos e adequadas
para diversas aplicacdes industriais. Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi
estudar a producdo de biolpolimeros PHAs por Delftia sp. e Aureimonas sp.
utilizando diferentes meios de cultivo e substratos, bem como descrever aspectos
da organizacdo do genoma dessas cepas com base na producdo de PHAs. A
analise do genoma das duas bactérias permitiu a identificacdo de possiveis genes
envolvidos na biossintese de PHAs, como phaA, phaB e phaC. Foi avaliado o
comportamento referente ao crescimento celular, producdo e composicdo dos
PHASs dessas cepas em diferentes meios de cultura (meio complexo e meio salino)
e utilizando diferentes substratos, como soro de leite, glicerol, lignina e 6leo
vegetal. Os PHAs produzidos para cada condicdo foram caracterizados em termos
de estrutura monomérica e composicdo por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas. Os resultados mostraram variabilidade na composicédo
monomeérica e crescimento celular dependendo do meio de cultivo utilizado, com
destaque para o cultivo de Delftia sp. em meio complexo com glicerol, que
apresentou os monémeros 3-HB, 3-HV, 3-HO e 3-HD no PHA produzido e
crescimento celular de 2,34 g/L.. Um método analitico foi desenvolvido e validado

por GC-MS para a analise quantitativa do monémero 3-HB. Com isso, uma



XV

anélise multivariada foi utilizada para determinar as varidveis que mais
influenciam o processo de crescimento celular e producdo PHAS, com base na
selecdo das melhores condicOes estabelecidas na avaliagdo dos meios de cultivo
para cada bacteria. As variaveis concentracdo de substrato, tempo de cultivo e
oxigenacdo do meio se mostraram influentes sobre o bioprocesso. As melhores
condicdes de cultivo apresentaram valores de 4,30 g/L, 1,19x10* g/L e 2,77%
para crescimento celular, concentracdo de polimero e rendimento,
respectivamente, para Delftia sp. em meio complexo com glicerol e 2,60 g/L,
1,30x101 g/L e 4,98% em meio soro de leite. Para Aureimonas sp. cultivada em
soro de leite as melhores condigdes apresentaram valores em torno de 1,51 g/L,
7,60x101 g/L e 5,05%. Nesse estudo, foi possivel perceber o potencial das
linhagens em produzir PHAs utilizando diferentes substratos, evidenciando e
destacando a possivel utilizacdo de fontes de carbono de baixo custo para a

producéo de moléculas de alto valor agregado.
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ABSTRACT

STUDY OF THE PRODUCTION OF POLYHYDROXYALKANOATE
BIOPOLYMERS BY BACTERIA ISOLATED FROM THE INSECT PEST
Diabrotica speciosa. Petroleum-derived plastic materials are fundamental in our
daily lives due to characteristics such as strength and durability. However, the
indiscriminate use of these materials is one of the main causes of environmental
problems, since these materials are not biodegradable and accumulate in the
environment. Biopolymers produced by microorganisms are an alternative to
replace conventional plastic materials, being of renewable origin, biodegradable
and, even so, presenting properties similar to those of synthetic polymers and
suitable for several industrial applications. In this context, the objective of this
work was to study the production of PHAs biopolymers by Deftia sp. and
Aureimonas sp. using different culture media and substrates, as well as describing
aspects of the genome organization of these strains based on the production of
PHAs. The analysis of the genome of the two bacteria allowed the identification
of possible genes involved in the biosynthesis of PHAs, such as phaA, phaB and
phaC. The behavior related to cell growth, production and composition of PHAs
of these strains in different culture media (complex medium and saline medium)
and using different substrates, such as whey, glycerol, lignin and vegetable oil,
was evaluated. The PHASs produced for each condition were characterized in
terms of monomeric structure and composition by gas chromatography coupled
to mass spectrometry. The results showed variability in the monomeric
composition and cell growth depending on the culture medium used, with
emphasis on the cultivation of Deftia sp. in complex medium with glycerol, which
showed the monomers 3-HB, 3-HV, 3-HO and 3-HD in the PHA produced and
cell growth of 2,34 g/L. An analytical method was developed by GC-MS for the
quantitative analysis of 3-HB monomer and showed satisfactory results of the

validation parameters. With that, a multivariate analysis was used to determine
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the variables that most influence the process of cell growth and PHAS production,
based on the selection of the best conditions established in the evaluation of the
culture media for each bacterium. The variables substrate concentration,
cultivation time and oxygenation of the medium were influential on the
bioprocess. The best cultivation conditions showed values of 4,30 g/L, 1,19x10!
g/L and 2,77% for cell growth, polymer concentration and yield, respectively, for
Deftia sp. in complex medium with glycerol and 2,60 g/L, 1,30x10? g/L and
4.98% in whey medium. For Aureimonas sp. grown in whey the best conditions
showed values around 1,51 g/L, 7,60x10* g/L and 5,05%. In this study, it was
possible to perceive the potential of the strains to produce PHAs using different
substrates, evidencing and highlighting the possible use of low-cost carbon

sources for the production of molecules with high added value.
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1 INTRODUCAO

1.1 Plasticos convencionais e seus problemas ambientais

Desde o inicio da histéria, a humanidade tem se empenhado em
desenvolver materiais que oferecem beneficios ndo encontrados em materiais de
origem natural. O desenvolvimento de materiais plasticos teve inicio com a
utilizacdo de materiais naturais que apresentavam propriedades plasticas
intrinsecas, como a goma-laca e a goma de mascar; e, com base na modificacdo
quimica de diversos desses materiais, deu-se origem a ampla gama de materiais
totalmente sintéticos que conhecemos como plasticos modernos e que comegou a
ser desenvolvida ha cerca de 100 anos (PLASTICS EUROPE, 2019).

Plasticos sdo, por definicdo, polimeros solidos organicos amorfos
que compreendem uma ampla gama de produtos de polimerizacdo, adequados
para a manufatura dos mais diversos produtos (MEKONNEN et al., 2013).

Desde 1970, os plasticos derivados de petroleo (ou seja, tradicionais)
tém sido considerados o material mais usado no mundo (SRIRANGAN et al.,
2016), sendo amplamente utilizados em diversos setores, como embalagem de
alimentos, roupas, abrigo, comunicacéo, transporte, construcédo, saude e industrias
de lazer (IWATA, 2015). O petrdleo bruto é uma mistura complexa de milhares
de compostos, sendo necessaria a separacdo em fracdes para o processo de
producdo dos plasticos. Cada fracdo € uma mistura de cadeias de hidrocarbonetos
que se diferem no tamanho e estrutura de suas moléculas (PLASTICS EUROPE,
2019) e que, sob temperatura e condi¢Ges controladas, sdo quebradas em
moléculas menores chamadas de mondmeros. Esses mondmeros séo os blocos de
construgdo dos polimeros (HALDEN, 2010). No reator de polimerizagdo, 0s
mon6meros, como por exemplo o etileno e propileno, sdo ligados formando as
cadeias poliméricas, sendo que cada polimero tem suas propriedades, estrutura e

tamanhos caracteristicos dependendo dos varios tipos de mondémeros empregados



(PLASTICS EUROPE, 2019). Como resultado, esses polimeros de origem
quimica apresentam qualidades versateis como forca, leveza, durabilidade e
resisténcia a degradagio (LOPEZ-CUELLAR et al., 2011).

Os pléasticos podem ser divididos em duas principais categorias:
termoplasticos e termofixos. Um polimero termoplastico é aquele que amolece
com 0 agquecimento e depois endurece novamente com o resfriamento
(PLASTICS EUROPE, 2019). As moléculas sdo mantidas juntas por ligacoes
fracas, criando plasticos que amolecem quando expostos ao calor e voltam a
condicdo original em temperatura ambiente (HALDEN, 2010). J& um polimero
termofixo € aquele que se solidifica de forma irreversivel uma vez que é aquecido,
sendo Uteis por sua durabilidade e resisténcia e, portanto, usados principalmente
em automoveis e aplicacbes de construcdo (HALDEN, 2010). A Tabela 1.1

mostra exemplos de polimeros termopléasticos e termofixos.

TABELA 1.1 - Exemplos de termoplasticos e termofixos. Adaptado de
PLASTICS EUROPE, 2019.

Exemplos de termoplasticos Exemplos de termofixos

Acrilonitrila butadieno estireno ) _
Resina Epoxi (EP)

(ABS)

Policarbonato (PC) Resina fenol-formaldeido (PF)
Polietileno (PE) Poliuretano (PUR)

Polietileno tereftalato (PET) Resina poliéster insaturadas (UP)

Politetrafluoroetileno (PTFE)
Cloreto de polivinila (PVC)
Metacrilato de polimetila (PMMA)

Polipropileno (PP)
Poliestireno (PS)




Em 2020, a producdo global de plasticos atingiu, em media, 367
milhGes de toneladas, sendo s6 a Europa, responsavel por 55 milhdes. A Figura
1.1 mostra a distribuicdo da demanda de plasticos na Europa por setor e por tipo

de plastico no ano de 2020.
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FIGURA 1.1 - Distribuicdo da demanda de plasticos na Europa por setor e tipo de
polimero em 2020. Os setores de embalagens e construgdo representam o maior
uso de plasticos. Adaptado de PLASTICS EUROPE, 2021.

Muitas atividades humanas tém alterado o ecossistema natural,
produzindo grandes quantidades de residuos que estdo colocando em risco a
sobrevivéncia de todas as formas de vida na Terra (SUDESH; IWATA, 2008). O
tempo atil da maioria desses materiais € muito curto, especialmente quando sado
usados como embalagens (LOPEZ-CUELLAR et al., 2011). Assim, 0 enorme uso
de plésticos provenientes do petroleo ¢ a principal causa de polui¢cdo ambiental,
pois os plasticos sdo descartados no ambiente e levam anos para se degradarem

em mondmeros solluveis, além de produzirem varios tipos de gases toxicos
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durante o processo de decomposicdo (HASSAN et al., 2016). Além disso, existe
0 desejo crescente de minimizar a dependéncia do petroleo para necessidades
materiais da sociedade devido ao esgotamento antecipado desse recurso fossil
barato em um futuro proximo; sem falar na contribuicdo do aumento da emissédo
de CO; na atmosfera, que é considerada uma das principais razées do aquecimento
global e de mudangas climéticas no planeta, que também é causado pelo uso
excessivo do petréleo (SUDESH; IWATA, 2008).

O uso indiscriminado desses materiais sintéticos é um dos grandes
responsaveis por serios problemas ambientais, uma vez que esses materiais ndo
sdo biodegradaveis e ficam acumulados no ambiente. Isso porque os plasticos a
base de petr6leo sdo altamente resistentes a temperatura, pressdo, solventes
quimicos, luz UV, dentre outros fatores que favorecem o uso amplo em todos os
campos da industria (CARDOZO et al., 2016). Assim, hd uma demanda crescente
por plasticos ecologicos, para que se tenha uma sociedade mais sustentavel,
solucionando varios dos problemas ambientais e de gestdo de residuos (IWATA,
2015).

1.2 Plasticos ecologicamente corretos: os biopolimeros

Os bioplasticos sdo uma forma de plastico que podem ser tanto
derivados de fontes de biomassa renovaveis, como 0leos vegetais, amido,
proteinas, dentre outras (BUGNICOURT et al., 2014), quanto materiais
biodegradaveis, ou seja, quando expostos a determinados microrganismos
presentes no ambiente (na adgua ou no solo, por exemplo) sdo totalmente
degradados e mineralizados a CO, e H,O (REHM, 2010). Em outras palavras,
esses materiais sdo conhecidos como plasticos biobaseados (produzidos a partir
de recursos renovaveis) e plasticos biodegradaveis (que degradam no meio
ambiente) (IWATA, 2015). De forma geral, considerando sua biodegradabilidade



e matérias-primas, os plasticos podem ser classificados em quatro categorias, as

quais sdo mostradas na Tabela 1.2, juntamente com exemplos de cada uma.

TABELA 1.2 - Classificagdo dos plasticos e exemplos de cada categoria.
Adaptado de IWATA (2015).

Plasticos Biobaseados Plasticos a base de petréleo
(Recursos renovaveis) (Recursos fdsseis)
Poliécido lactico (PLA) Policaprolactona (PCL)
Polihidroxialcanoato (PHA) Polibutileno succinato/adipato (PBS/A)
Plasticos Derivados de polissacarideos (baixo Polibutileno adipato-co-tereftalato
Biodegradaveis  DS*) (PBA/T)

Poli(aminoacidos)

Derivados de polissacarideos (alto DS) Polietileno (PE)
Plasticos nao- Poliuretano poliol Polipropileno (PP)
biodegradaveis  Bio-polietileno (Bio-PE) Poliestireno (OS)
Bio-polietileno tereftalato (Bio-PET) Polietileno tereftalato (PET)

*DS: grau de substituico

Os materiais biopoliméricos apresentam diversas vantagens em
comparacao aos polimeros de origem sintética, principalmente no que diz respeito
as questbes ambientais. Por esse motivo, tecnologias tém sido desenvolvidas e
direcionadas para a producédo de materiais menos agressivos ao meio ambiente e
0 mercado hoje é impulsionado pela evolucdo na ideia desses plasticos
ecologicamente corretos.

Atualmente, os plasticos biodegradaveis, dentre eles os PHAS, PLAS,
misturas de amido e outros, compreendem juntos mais de 64% (equivalente a mais
de 1,5 milhdo de toneladas) da capacidade global de producéo de bioplasticos
(EUROPEAN BIOPLASTICS, 2021). E estimado que a producdo de plasticos
biodegradaveis deva aumentar para quase 5,3 milhdes em 2026, resultado de um
grande desenvolvimento de polimeros, como PBAT (polibutileno adipato

tereftalato) e PBS (polibutileno succinato), além de um crescimento constante de



acidos polilaticos (PLAs) (EUROPEAN BIOPLASTICS, 2021). A Figura 1.2
apresenta a comparacdo da producdo global de bioplasticos em 2021 e uma

projecédo para 0 ano de 2026 por tipo de material.

Producio global de Bioplasticos em 2021 Produgdo global de Bioplasticos em 2026
(por tipo de material) (por tipo de material)
( Outros  §35% 19.2% PBAT Outros 0.3% 30.0% PBAT
(Biobaseados/ndo (Biobaseados/n&o
biodegradavel 3.5% PBS biodegradavel ) 16.0% PBS
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Biobaseado / ndo biodegradavel Biodegradavel Biobaseado / ndo biodegradavel Biodegradavel :
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FIGURA 1.2 — Comparacdo da producéo global de bioplasticos em 2021 e uma
projecdo para o ano de 2026, por tipo de material. Adaptado de EUROPEAN
BIOPLASTICS (2021).

Entretanto, apesar de todas as vantagens encontradas nos polimeros
biobaseados e biodegradaveis, 0s quais possuem caracteristicas que 0s tornam
melhores de um ponto de vista ambiental, quando comparados aos polimeros
convencionais, ainda assim apresentam algum problema ambiental associado ao
seu desenvolvimento e aplicacdo (PERLATTI, 2016). Pensando nisso, a
utilizacdo de polimeros que apresentem ao mesmo tempo as caracteristicas de
biobaseado e biodegradavel consiste na melhor alternativa para um material que
cause menor impacto ambiental, tanto na sua producdo quanto na sua disposi¢ao
(PERLATTI, 2016).

Para a producdo desses biopolimeros 0s microrganismos sao
utilizados como agentes sintetizadores, na maioria dos casos. Desde o inicio do
século XX tecnologias relacionadas a producdo microbiana de biomoléculas, tais

como enzimas, metabolitos, antibidticos e polimeros tém passado por um grande



avanco (ONER, 2013). Além de apresentarem um papel fundamental na
transformacéo de polimeros, através da biodegradacéo, diversos microrganismos
ja se mostraram capazes de sintetizar uma grande variedade de materiais
biopoliméricos, os quais podem exercer funcdes bioldgicas e possuir propriedades
adequadas para diversas aplicagdes industriais (REHM, 2010). A Figura 1.3
ilustra a estrutura quimica de alguns exemplos de biopolimeros sintetizados por

bactérias.
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FIGURA 1.3 - Estruturas quimicas de alguns exemplos de biopolimeros
produzidos por bactérias. Adaptado de REHM (2010).

Dentre as fungbes biolodgicas que os biopolimeros exercem nas
bactérias, destacam-se como material de reserva energética ou como protecéo
estrutural, fornecendo vantagens sob determinadas condi¢cbes ambientais. Desse

modo, existem caminhos regulatorios complexos para controlar a biossintese



desses polimeros, até mesmo os estimulos externos (condigdes ambientais) estdo
relacionados com a propriedades do material (REHM, 2010). Os biopolimeros
também estéo relacionados com a defesa da bactéria contra o ataque de fatores
ambientais (JAMIL; AHMED; EDWARDS, 2007). Além disso, 0s
microrganismos geralmente possuem um sistema enzimatico seletivo para
producéo de biomoléculas especificas, que sdo cultivados em condic¢des brandas,
tais como baixas temperaturas, pH fisiologico e &gua como solvente, eliminando
0 uso de reagentes e solventes toxicos (WHITTALL; SUTTON, 2012).

Outra vantagem que torna viavel o uso de bactérias para a producgéo
de biopolimeros € que esses organismos sdo capazes de converter, de forma
eficiente, diferentes fontes de carbono em polimeros com um ampla variedade
quimica e propriedades do material (REHM, 2010). Tendo em mente o possivel
uso de fontes de carbono variaveis como substrato, torna-se possivel a exploracéo
de subprodutos de processos industriais na producdo de biopolimeros
microbianos, como por exemplo, residuos da industria de milho, soja, agucar,
biocombustiveis, etc., 0 que substitui o0 uso de materiais de origem féssil (MEEKS
etal., 2015).

Com relacdo a estrutura, os biopolimeros podem ser classificados de
acordo com sua composicdo monomérica, e incluem diversos polissacarideos,
poliamidas (proteinas e acidos nucléicos), poliisoprenoides (borracha natural),
polifosfatos, poliésteres, etc. (JAMIL; AHMED; EDWARDS, 2007), que podem
ser produzidos por microrganismos, animais, vegetais, dentre outros. Um
exemplo desses poliésteres sdo os polihidroxialcanoatos (PHAS), que séo
considerados uma boa alternativa dentre outros polimeros biodegradaveis devido
a caracteristicas como biodegradabilidade, biocompatibilidade, uso de recursos
renovaveis como matéria-prima e propriedades plasticas e elastoméricas similares
aos polimeros de origem petroquimica (KUMBHAKAR; SINGH; VIDYARTHI,

2012). Sao termoplasticos de origem natural, sendo a maioria de suas aplicacfes



destinadas a substituicdo dos polimeros petroquimicos atualmente usados em
embalagens e aplicacdes de revestimento (MADISON; HUISMAN, 1999).

1.3 Os Polihidroxialcanoatos (PHAS)

Os polimeros polihidroxialcanoatos sdo poliésteres compostos por
diversos monémeros de acidos 3-hidroxialcandicos, sendo que o grupo carboxila
de um dos mondmeros forma uma ligacdo éster com o grupo hidroxila do
mondmero vizinho (MADISON; HUISMAN, 1999). A Figura 1.4 representa a
estrutura quimica dos PHAS. O grupo alquil R, representado na figura, pode variar
de grupos metila (C1) a tridecila (C13) e os acidos graxos com o grupo hidroxila
nas posi¢des 4, 5 ou 6 e os grupos alquila R contendo substituintes ou insaturagdes
também sdo conhecidos (VERLINDEN etal., 2007). Existe uma enorme variagao
possivel no comprimento e na composicédo das cadeias laterais desses polimeros,
sendo essas variagdes 0 que as tornam adequadas para diversas aplicagdes. Mais
de 150 mondmeros ja foram sintetizados como granulos no interior das células
por diversos microrganismos (KUMAR et al., 2017). Alguns dos PHAs mais
comuns, cuja estrutura é representada na Figura 1.4, sdo mostrados na Tabela 1.3.

Nos PHAs que tém sido caracterizados, o atomo de carbono
substituido com uma hidroxila apresentam uma estereoquimica de configuracao
(R) devido a estereoespecificidade da enzima polimerase, PHA sintase
(SUDESH; ABE; DOI, 2000).

FIGURA 1.4 - Estrutura quimica dos PHAsS.
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TABELA 1.3 — Exemplos de PHAs e grupos alquil R correspondentes.

X Grupo R Nome completo Abreviacao
1 H Poli(3-hidroxibpropionato) PHP

1 CHs Poli(3-hidroxibutirato) PHB

1 CH2CHs Poli(3-hidroxivalerato) PHV

1 CH2CH2CHs Poli(3-hidroxihexanoato) PHHXx

1 CH2CH2CH2CH2CH2CH2CH2.CH.CH3s Poli(3-hidroxidedacanoato) P3HDD

2 H Poli(4-hidroxibutirato) P4HB

3 H Poli(5-hidroxivalerato) PSHV

Os PHAs podem ser classificados com base no comprimento da

cadeia, ou seja, nimero de carbonos, sendo os PHASs de cadeia média (PHA-mcl)

aqueles que constituem cadeias carbénicas entre C¢-Ci4, € 0s PHAS de cadeia curta
(PHA-scl), que constituem cadeias entre C3-Cs (REHM, 2010).

Também conhecidos como bioplasticos bacterianos, os PHAS se

acumulam no interior das células na forma de material de reserva como resultado

do excesso de fonte de carbono disponivel no meio quando o crescimento €

limitado devido a falta de outros nutrientes, como nitrogénio e fosforo (REHM,
2010) e oxigénio (DE PAULA et al., 2017). A Figura 1.5 ilustra os granulos de
PHAs dentro de uma célula bacteriana.

Granulos
de PHAs — ——

T

e

FIGURA 1.5 — Micrografia eletrénica de transmissdo de células recombinantes

de R. eutropha PHB4 contendo grandes quantidades de PHAs. Adaptado de
SUDESH; ABE; DO, 2000.
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Os PHAs, insoliveis em &gua, exibem massas moleculares
relativamente altas, caracteristicas termoplasticas e/ou elastoméricas e algumas
outras propriedades fisicas e materiais interessantes (REHM, 2003) (TABELA
1.4).

TABELA 1.4 - Propriedades materiais de duas classes principais de PHAs em
comparacgao com o polipropileno (PP). Adaptado de REHM, 2003.

Propriedades PHA PHAy Polipropileno
Tm (°C) 177 71 176

Tg (°C) 2 36 -10
Cristanilidade (%) 70 30 60
Alongamento até a ruptura (%)5 300 400
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Além disso, varios métodos como epoxidacdo, carboxilacdo,

cloracdo, hidroxilagdo e pirdlise ja foram empregados para modificar as
propriedades dos PHAs, o que permite diversas aplicacdes desses materiais,
dentre elas no setor de embalagens, engenharia téxtil, energia, implantes e suturas,
sistema de liberacéo de farmacos, agricultura, etc. (GADGIL; KILLI; RATHNA,
2017). A Tabela 1.5 apresenta alguns exemplos de PHAs comercialmente
importantes, bem como informagbes sobre seus produtores antigos e mais

recentes.
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TABELA 1.5 - Exemplos de PHAs comercialmente importantes para aplicacoes.
Adaptado de SUDESH; IWATA, 2008.

Categoria Polimero Produtor Nomg
comercial
Biomer, Alemanha Biomer®
Telles, EUA Mirel™
Polimero o _ Mitsubishi Gas, Japéo Biogreen®
o Polihidroxialcanoato ) ) )
Biosintético PHB Industrial S/A, Brasil Biocycle®
Metabolix, EUA Biopol®

Kaneka, Japao

Um dos beneficios mais importantes desses polimeros
biodegradaveis é que eles sao totalmente degradados produzindo como residuos
agua, dioxido de carbono e metano por muitos microrganismos em condigdes
anaerdbias e em varios ambientes como solo, mar, agua de lago e esgoto e,
portanto, sdo facilmente descartados em fluxo de residuos sem exercer qualquer
efeito prejudicial sobre 0 meio ambiente (SINGH; GOSWAMI; VIDYARTHI,
2015). Na natureza, um vasto consércio de microrganismos é capaz de degradar
PHAs por meio de PHA hidrolases e depolimerases secretadas; e a atividade
dessas enzimas pode variar dependendo da composic¢édo do polimero, de sua forma
fisica (amorfo ou cristalino), das dimensdes e condi¢bes ambientais (MADISON;
HUISMAN, 1999). Além disso, em condi¢Ges normais, isto €, na auséncia de
agentes biologicos, da mesma forma que o0s polimeros sintéticos, os PHAS
praticamente ndo estdo sujeitos a perda de massa (BOYANDIN et al., 2013). A
Figura 1.6 mostra a biodegradacdo de filmes de PHAs em menos de quatro meses

em solo.
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FIGURA 1.6 — A) Biodegradacéo de PHA colocado em solo. O filme desapareceu
completamente em menos de quatro meses; B) Microscopia eletrénica de
varredura mostrando microrganismos de degradacdo na superficie do PHA.
Adaptado de IWATA, 2015.

1.4 Potencial bacteriano para a producédo de PHAs

Diversas espécies de bactérias ja se mostraram capazes de acumular
PHA como material de reserva. O PHA promove a sobrevivéncia de bactérias a
longo prazo sob escassez de nutrientes, atuando como reserva de carbono e
energia para uma série de bactérias Gram positivas e Gram negativas (TAN et al.,
2014). Para valorizar as grandes quantidades de espécies bacterianas produtoras
de PHAs, € necessario isola-las do ambiente natural e projetar suas cepas
geneticas recombinantes (SINGH; GOSWAMI; VIDYARTHI, 2015). A Tabela
1.6 ilustra alguns exemplos de microrganismos produtores de PHAS a partir de
diferentes fontes de carbono e a diversidade de locais em que eles podem ser

encontrados.
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TABELA 1.6 - Exemplos de microrganismos isolados de diferentes origens com

potencial para a producdo de PHAs a partir de diferentes fontes de carbono.

PHA
Microrganismo Origem ) Substrato REF.
produzido
Bacillus sp. Amostras de solo P3HB Glicose (HASSAN et al., 2016)
Pseudomonas sp. . . (JAMIL; AHMED;
Sedimento marinho mcl-PHA Gluconato
CMG607w EDWARDS, 2007)
Pandorea sp. MAO3 Mata Atlantica P3HB Glicerol (DE PAULA et al., 2017)
, , (KUMBHAKAR et al.,
Burkholderia VK-12 Nodulos radiculares P3HB Sacarose
2012)
Corynebacterium )
Solo P-(3HB-co-3HV) Glicose (MA et al., 2018)

glutamicum WMO001

Apesar da grande diversidade de espécies ja conhecidas para a
producdo desses materiais, a busca por novas espécies e novos biomas para
isolamento desses microrganismos se faz muito necessaria. Por exemplo, a
procura por cole¢des de microrganismos com cepas capazes de produzir PHB a
partir de sacarose trouxe resultados insatisfatorios, ja que algumas cepas eram
capazes de utilizar sacarose, mas realizavam a conversdao a polimero de modo
ineficiente. Outras cepas se mostraram capazes de acumular altas quantidades do
polimero de forma eficiente a partir de glicose e frutose, mas ndo foram capazes
de crescer em sacarose (SILVA et al., 2007). Desse modo, o estudo de
microrganismos provenientes de um inseto-praga se mostra bastante interessante,
pois alem da prépria producdo de biopolimeros degradaveis em si, € possivel
relacionar o impacto do envolvimento dessas bactérias no processo de digestao

do inseto-praga com a relacdo de simbiose entre esses organismos.
1.5 Biossintese de PHAS e genes envolvidos
A partir de varios estudos envolvendo os diversos genes que

codificam enzimas envolvidas na formacgéo dos PHAs, foi ficando mais claro que

a natureza aprimorou diferentes caminhos para essa sintese, cada um otimizado
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para 0 nicho ecolégico do microrganismo produtor de PHA (MADISON;
HUISMAN, 1999).

As propriedades dos polimeros PHAS sdo dependentes das matérias-
primas constituintes da fonte de carbono, das vias metabdlicas para a conversao
dessas matérias-primas em precursores de PHAs e das atividades especificas e
especificidades de substratos e enzimas envolvidas no processo (LU; TAPPEL,;
NOMURA, 2009). As vias biossintéticas dos PHAs estdo intimamente ligadas as
vias metabolicas centrais da bactéria, incluindo glicolise, ciclo de Krebs, B-
oxidacéo, catabolismo de aminoacidos, ciclo de Calvin e via da Serina (TAN et
al., 2014).

Até hoje, trés diferentes rotas metabdlicas de biossintese de PHAS
que envolvem moléculas de acetil-CoA ou acil-CoA como intermediarios séo
descritas; sendo essas rotas dependentes tanto da natureza da fonte de carbono
empregada, quanto da especificidade da enzima PHA sintase (PhaC) do
microrganismo (THOMAS et al., 2019).

A rota | de biossintese de PHAs, voltada para os polimeros de cadeia
curta, envolve a condensacao de dois mondmeros acetil-CoA (obtidas no processo
de glicolise de acgucares), catalisada pela enzima B-cetotiolase (PhaA), também
conhecida como 3-cetoacil-CoA tiolase ou acetil-CoA acetiltransferase, com
subsequente reducdo (R)-especifica catalisada por acetoactil-CoA redutase
(PhaB), levando a formacéo de (R)-3-hidroxibutiril-CoA (ou (R)-3-hidroxivaleril-
CoA) (REHM, 2010), que é convertido em PHA pela polihidroxialcanoato sintase
(PhaC) (THOMAS et al., 2019) (Figura 1.7). A incorporacdo de outros
mono6meros de cadeia curta, como por exemplo o 3-hidroxivalerato (3HV) ou 4-
hidroxibutirato (4HB) aos PHAs pode fornecer melhorias relacionadas as
propriedades fisicas do polimero, e essas melhorias ampliam o numero de
aplicacbes nas quais os polimeros de cadeia curta podem ser usados (LU;
TAPPEL; NOMURA, 2009).
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A rota Il é derivada da p-oxidacdo de &cidos graxos. Diversos
mondmeros podem ser incorporados ao polimero PHA através da suplementacéo
do meio de cultivo com substratos relacionados ao monémero precursor, sendo
esses precursores relacionados geralmente a variedades de acidos graxos que
podem ser processados em mondmeros de PHA através da atividade enzimatica
via B-oxidacdo (LU; TAPPEL; NOMURA, 2009). A biossintese dos PHAs de
cadeia média recruta enzimas especificas como a enzima especifica (R)-enoil-
CoA hidratase (Phal) e (R)-3-hidroxiacil ACP: CoA transacilase (PhaG) para
desviar intermediarios do metabolismo de acidos graxos (tais como enoil-CoA e
proteina transportadora (R) -3-hidroxiacil acila (ACP)) para as vias de biossintese
de precursores (FUKUI; SHIOMI; DOI, 1998; REHM; KRUGER;
STEINBUCHEL, 1998). Consequentemente, a molécula 3-hidroxiacil-CoA é
usada pela PHA sintase para a sintese de PHAs.

Finalmente, a rota 11l envolve a conversao da proteina transportadora
3-hidroxiacila (ACP), derivada da sintese de acidos graxos a partir de agucares,
para 3-hidroxiacil através da 3-hidroxiacil-ACP-CoA transferase, seguido pela
sintese de PHA pela PHA sintase (THOMAS et al., 2019).

A Figura 1.7 ilustra as rotas biossintéticas descritas envolvidas na

formacéo dos PHAS por bactérias.
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FIGURA 1.7 — Representacdo esquematica das trés vias metabolicas de producao
de PHAs ja identificadas em espécies bacterianas. Adaptado de THOMAS et al.,
20109.

A PHA sintase (PhaC) é a enzima chave envolvida na biossintese de
PHAs e funciona atuando na polimerizacdo de substratos de mondmeros de
hidroxialcanoatos (CHEK et al., 2017). A Figura 1.8 ilustra uma reacdo de
polimerizacéo catalisada pela enzima. A PhaC pertence a familia de enzimas o /
B hidrolases e catalisa a conversdo estereosseletiva do precursor ativado (R)-3-
hidroxiacil-CoA para polioxoesteres, com a liberagdo concomitante de CoA
(REHM, 2003).
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FIGURA 1.8 - Reagéo de polimerizacdo catalisada por PhaC. Polimerizacdo do
substrato, 3-hidroxibutiril coenzima A (3HB-CoA), em poli 3-hidroxilbutirato
(PHB) é catalisada por PhaC com liberacdo de CoA. Adaptado de CHEK et al.,
2017.

Um ndmero notavel de genes da PHA sintase foram clonados e
sequenciados a partir de bactérias e varias outras sequéncias de sintase homdlogas
que podem ser encontradas nos genomas em bancos de dados (FAVARO;
BASAGLIA; CASELLA, 2019). O alinhamento multiplo das estruturas primarias
dessas PHA sintases mostrou uma identidade geral de 8-96% com apenas oito
residuos de aminoédcidos estritamente conservados (REHM, 2003). A ampla
variedade de microrganismos produtores de PHA representaria um vasto espectro
de condicdes intracelulares as quais essas enzimas teriam que ser adaptadas. 1sso
poderia explicar o baixo nivel de identidade geral de sequéncia conservada entre
as diferentes PHA polimerases (MADISON; HUISMAN, 1999).

As PHA sintases compreendem uma familia de enzimas com
caracteristicas Unicas, principalmente considerando o papel funcional na
biogénese das estruturas subcelulares insoltiveis em agua denominadas granulos
de PHA e a associagdo com uma monocamada de fosfolipidios (REHM, 2003).

Essas enzimas sdo divididas em quatro classes. As PHA sintases
pertencentes as classes | e Il compreendem enzimas com apenas um tipo de
subunidade (PhaC); as de classe | (presentes em Cupriavidus necator, por

exemplo) utilizam especificamente substratos de trés a cinco atomos de carbono
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e sdo responsaveis pela producdo de PHASs de cadeia curta (PHA-scl), enquanto
as de classe Il (que podem ser encontradas, por exemplo, em espécies de
Pseudomonas aeruginosa) incorporam preferencialmente substratos com seis a
14 atomos de carbono e sdo responsaveis por produzir os PHAs de cadeia média
(PHA-mcl) (REHM, 2003; THOMAS et al., 2019). As PHA sintases de classes
I11 e IV s&o compostas por dois genes, phaC-phaE e phaC-phaR, respectivamente
(CHEK et al., 2017). As de classe Ill possuem especificidade por substratos de
trés a cindo 4tomos de carbono, assim como as de classe I, mas também sdo
capazes de sintetizar PHAs com seis a oito atomos (THOMAS et al., 2019). As
de classe IV (presentes em Bacillus megaterium) sdo semelhantes as sintases de
classe 111, mas a PhaE é substituida pela PhaR (REHM, 2003).

1.6 Fontes alternativas como substrato para a producao de PHAs

Atualmente a producdo comercial de PHA utiliza matérias-primas e
produtos quimicos caros como fontes de matéria organica, o que acarreta altos
custos de producdo em escala industrial (RODRIGUEZ-PEREZ et al., 2018). O
custo total para producdo de PHAs depende dos microrganismos envolvidos
(rendimento e produtividade), das fontes de carbono e nitrogénio (substratos), das
condicbes de fermentacdo (temperatura, aeracdo, pH) e dos processos de
recuperacdo e purificacio (CAMPOS et al., 2014). A medida que 0 processo é
ampliado, a fonte de carbono pode representar até 50% do custo total, portanto a
viabilidade econdmica da producdo de PHA requer o desenvolvimento de
sistemas biotecnoldgicos eficientes com processos que usam fontes de carbono de
baixo custo (FAVARO; BASAGLIA; CASELLA, 2019). O desenvolvimento de
bioprocessos viaveis para a producdo de plasticos biodegradaveis a partir de
recursos renovaveis de baixo custo é possivel com a utilizacdo de residuos da
industria de alimentos e de produtos agricolas como substrato (SINGH;
GOSWAMI; VIDYARTHI, 2015).
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O uso de soro, residuo da industria alimenticia, como fonte de
carbono para a producdo de PHA tem sido explorado por muitos pesquisadores,
ja que somente um ndmero limitado de cepas bacterianas é capaz de converter
diretamente lactose em PHB. OBRUCA et al. (2011) estudaram a converséo direta
do soro obtido na producdo de queijo em PHB utilizando a bactéria Bacillus
megaterium CCM 2037. Ap6s a otimizagdo da composicdo do meio, foram
obtidos rendimentos de 2,82 e 1,05 g/L para biomassa e PHB, respectivamente.
KOLLER et al. (2008) estudaram a capacidade de Pseudomonas hydrogenovora
DSM 1749 em produzir o copolimero poli-(3HB-c0-21%3HV) a partir de soro e
0 precursor valerato, acumulando uma concentragdo maxima de polimero de 1,44
g/L.

Quantidades consideraveis de residuos ricos em lipidios sdo
produzidos por diversas atividades industriais, além de enormes quantidades de
residuos de 6leo de cozinha e gorduras animais sdo gerados diariamente em todo
0 mundo. A comparacao dos rendimentos de PHA a partir de 6leos e acidos graxos
(>0,65% g PHA g ! fonte de carbono) com aqueles a partir de glicose (0,32-0,48
g PHA g glicose) sugerem que diversos lipidios de diferentes origens podem ser
explorados como substratos para a producdo de PHAs (RIEDEL et al., 2014).
LOPEZ-CUELLAR et al. (2011) identificaram Waustersia eutropha como sendo
capaz de sintetizar PHAs de cadeia média quando usado 6leo de canola como
fonte de carbono. O polimero produzido apresentou quatro monémeros em sua
composicdo, sendo eles identificados como 3-hidroxibutirato (3HB), 3-
hidroxivalerato (3HV), 3-hidroxioctanoato (3HO) e 3-hidroxidodecanoato
(3HDD). Uma concentracéo final de 18,27 g/L de produto foi atingida apds 40 h
de fermentacdo em biorreator. VERLINDEN et al. (2011) realizaram estudos de
fermentacdo em pequena escala com a cepa Cupriavidus necator usando
diferentes concentracdes de 6leo vegetal puro, éleo vegetal aquecido e residuo de
6leo usado em fritura. Como resultado, foi observado que a concentragéo de PHB

obtida com oleo de fritura foi de 1,2 g/L, similar a concentracdo obtida utilizando
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glicose como substrato e maior que as concentracdes obtidas com 6leo vegetal
puro, mostrando esse residuo como uma alternativa ao uso de glicose e 6leo
vegetal puro.

Devido a presenca de glicerol na natureza, uma grande diversidade
de microrganismos é capaz de utiliza-lo como fonte de carbono em seu
metabolismo. Muitas delas ainda sdo capazes de acumular PHAs em suas células.
O glicerol é um subproduto da hidrélise de gordura da fabricacdo de sabédo e
também é gerado em grandes quantidades como residuo principal da producéo de
biodiesel. Para se ter ideia da dimensdo gerada, o glicerol bruto produzido por
reacO0es de transesterificacdo é de aproximadamente 10% do peso final do
biodiesel (FAVARO; BASAGLIA; CASELLA, 2019). DE PAULA et al. (2019)
isolaram uma nova bactéria identificada como Burkholderia glumae MA13 de
amostras de solo da mata Atléantica para a producédo de PHA utilizando glicerol
bruto, aléem de 6leo de cozinha e melaco de cana-de-aclcar, mostrando um
acumulo intracelular de P3HB de 51,3; 51,4 e 49% com relacdo a massa seca
celular, respectivamente.

Segundo FAVARO; BASAGLIA; CASELLA (2019), para que seja
alcancada uma producdo de PHAs em larga escala com alto custo-beneficio,
pesquisas ainda sdo necessarias focadas em estratégias como (i) a busca por novas
cepas naturais capazes de converterem de forma eficiente os subprodutos em
questdo em PHAs, sob condicbes mais realistas; (ii) a engenharia de
microrganismos que podem produzir PHAs com alta eficiéncia; ou (iii) a
engenharia da bactéria que é naturalmente capaz de utilizar fontes de carbono

simples e complexas mas ndo sdo capazes de produzir PHAsS.
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1.7 Microrganismos associados a insetos e seu potencial para a

producdo de biopolimeros PHASs

Como ja visto, 0s microrganismos capazes de produzir PHAS tém
sido encontrados e isolados de diversos biomas, como sedimentos, plantas,
ambientes marinhos, etc. Uma outra fonte que apresenta uma microbiota
diversificada e pouco explorada sdo os insetos.

O sucesso evolucionario dos insetos tem sido atribuido ao fato de
serem capazes de ocupar uma grande diversidade de habitats terrestres, sendo
alguns deles fortemente limitados em nutrientes ou providos apenas de fontes de
alimentos ndo-balanceados (FELDHAAR; GROSS, 2009). No entanto, ter a
capacidade de se alimentar de fontes altamente diversificadas requer
especializacbes morfoldgicas e fisioldgicas (COLL; GUERSHON, 2002). Uma
via de evolucdo alternativa foi a exploracdo do potencial metabolico de
microrganismos associados a insetos, tornando-os capazes de se especializarem
em fontes de alimentos ndo-balanceados; ricos em certos nutrientes, mas
deficientes em outros (BAUMANN, 2005). Dentre diversos organismos
multicelulares, os insetos formam um grupo que possui inUmeras relacbes de
associacdo com microrganismos, inclusive bactérias que vivem exclusivamente
dentro do hospedeiro, podendo ser transmitidos de geracdo para geracdo
(transmissdo vertical) (WERNEGREEN, 2004). O corpo desses organismos
multicelulares serve como um importante habitat para microrganismos, pois sao
estaveis, persistentes e ricos em nutrientes (MORAN, 2006).

E notavel uma grande diversidade metabdlica e de espécies, o que
faz desse ambiente uma alternativa para a exploracdo de novos organismos com
potencial biotecnoldgico. Desse modo, visto que os testes iniciais realizados pelo
grupo de pesquisa se mostraram promissores, mesmo sem um controle rigoroso
das condicdes de producéo, foi possivel obter polihidroxialcanoatos de interesse

industrial.
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1.8 Inseto-praga D. speciosa

Diabrotica speciosa (Coleoptera: Chrysomelidae) é um inseto-praga
de grande importancia na América Latina, sendo responsavel por causar grandes
danos em varias espécies de vegetais (VENTURA et al., 2001). Esse inseto se
caracteriza por ser uma praga polifaga e se distribui por diversos estados
brasileiros e alguns paises da América do Sul (VIANA, 2010), sendo uma das dez
espécies de pragas de maiores danos agricolas no Brasil (ZARBIN;
RODRIGUES; LIMA, 2009). Os principais danos sdo causados na fase larval
desse inseto. A larva possui habitos subterraneos que prejudicam o sistema
radicular de plantas como milho, trigo e outros cereais (VIANA, 2010). O inseto
adulto possui coloracdo verde, trés manchas amarelas em cada élitro e cabeca
marrom, sendo conhecida popularmente como “patriota” e “vaquinha” (VIANA,

2010) (Figura 1.9) e ataca a folhagem das plantas.

FIGURA 1.9 - Fase larval e adulta do inseto-praga D. speciosa.

Esse inseto se mostra como uma fonte de microrganismos muito
diversificada e que pode ser ricamente estudada. Trabalhos anteriores do grupo

comprovam isso, pois foram isolados um total de 79 bactérias e 14 fungos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Central

O presente trabalho teve como objetivo estudar a producdo de
biopolimeros polihidroxialcanoatos (PHAs) pelas bactérias Delftia sp. e
Aureimonas sp., previamente isoladas do trato gastrointestinal do inseto-praga

Diabrotica speciosa.

2.2 Objetivos Especificos

e Identificar os principais genes envolvidos na producdo de PHAs pelas cepas
bacterianas estudadas;

e Auvaliar diferentes fontes de carbono para o cultivo microbiano e biossintese
de biopolimeros PHAS, principalmente residuos do setor industrial, como soro
de leite, glicerol, lignina e dleo vegetal;

e Identificar a composicdo monomérica dos PHAs atraves de analises por
Cromatografia Gasosa-Espectrometria de Massas;

e Desenvolver e validar um método analitico para a analise quantitativa do
mon6mero 3-HB;

e Utilizar ferramentas quimiométricas para avaliar as principais variaveis
responsaveis pelo crescimento celular e biossintese de PHAS, bem como
condi¢Oes para a otimizacdo do processo por meio do Planejamento Fatorial

Completo.
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Equipamentos

Na Tabela 3.1 sdo apresentados os equipamentos utilizados durante

a realizacéo desse trabalho.

TABELA 3.1 - Equipamentos utilizados.

Equipamento Marca e modelo
Autoclave vertical Phoenix Luferco®
Capela de fluxo laminar vertical Bio SEG® 09
Ultrafreezer Sanyo®MDF-U56VC
Estufa incubadora (B.0.D) Solab®SL200
Agitador orbital TECNAL®TE-421
Balanca analitica BEL engeneering®Classe Il
Centrifuga Eppendorf®Centrifuge 5804 R
Liofilizador Modulyo®
Banho seco com agitacéo KASVI®K80200
Vortex IKA®LabDancer
Espectrofotometro UV/Vis Shimadzu BioSpec-Nano®
Termociclador Bio-Rad® T100
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3.2 Selecdo e manutencao dos microrganismos

Os microrganismos utilizados nesse estudo foram isolados do trato
digestivo das larvas do inseto Diabrotica speciosa por LUIZ (2014).

Uma das grandes vantagens dessa microbiota € que Vvarios
subprodutos agroindustriais podem ser metabolizados pelos microrganismos
isolados, uma vez que fazem parte da cadeia alimentar do inseto. A selecdo das
bactérias utilizadas nesse estudo foi baseada em trabalhos ja iniciados pelo grupo
de pesquisa do Laboratério de Produtos Naturais do Departamento de Quimica da
UFSCar que, além de demonstrarem potencial para a producdo de PHAs, se
mostraram capazes de produzi-los a partir de fontes de carbono variadas
(DENADAE, 2018; PERLATTI, 2016). As cepas nativas, designadas DsA.N049
e DsA.N042, tiveram sua identificacdo taxondmica determinada a nivel de género
com base na semelhanca da sequéncia do gene rDNA 16S e na analise do perfil
de acidos graxos e mostraram-se pertencer aos géneros Delftia e Aureimonas,
respectivamente (DENADAE, 2018).

Para a manutencdo das cepas dos microrganismos, apés o
isolamento, foram preservados em criotubos estéreis contendo meio LB (extrato
de levedura 5,0 g/L; NaCl 5,0 g/L; triptona 10,0 g/L; Accumedia) e 50% (v/v) de
glicerol (Synth) e armazenados em ultrafreezer a -80°C. A reativagdo dos
microrganismos criopreservados foi feita por semeadura por estrias em superficie
em placas de agar nutriente (extrato de carne 1,0 g/L, extrato de levedura 2,0 g/L,
peptona 5,0 g/L, cloreto de sodio 5,0 g/L e agar 15,0 g/L; Accumedia) e incubadas
em estufa B.O.D. a 28°C por aproximadamente 48 h. As placas contendo as
colbnias crescidas foram armazenadas a 4°C e repicadas para uma nova placa a

cada duas semanas.
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3.3 Identificacédo dos genes relacionados a biossintese de PHAsS

3.3.1 Técnicas moleculares

Incialmente, foram realizadas tentativas para a identificacdo dos
principais genes relativos a producdo de PHAS por meio de técnicas moleculares.
Os procedimentos foram executados de maneira idéntica para ambas as bactérias
estudadas. Para isso, uma col6nia de cada cepa foi inoculada em tubo falcon (50
mL) contendo aproximadamente 15 mL de meio de cultivo LB e mantidas sob
agitacdo de 125 rpm, por cerca de 15 h a temperatura de 28°C. Apds o
crescimento, o meio de cultivo foi centrifugado (12.860 x g, 4°C, 10 min) para a
precipitacdo das células e o sobrenadante foi removido. As etapas de extracao e
purificacdo do DNA gendmico foram feitas utilizando-se o kit Bacteria DNA
Preparation Kit (Cellco, Brasil), seguindo o protocolo indicado pelo fabricante.
O DNA extraido e purificado foi entdo quantificado por espectrofotometria pelo
BioSpec-Nano. Para as reacdes de PCR foram utilizados o DNA purificado, agua
livre de nucleases, os primers Forward e Reverse (Exxtend, Campinas, Brasil) e
o reagente PCR Master Mix® (Promega Corporation), composto por uma mistura
de Tag DNA Polimerase, dNTPs, MgCl, e tampdo. O desenho dos primers,
phaCAB-F (5’-CGAACAAGGATGCAGCATGAA-3’) e phaCAB-R (5’-
TCCTTTGCAGCGCGAACC-3”), foi feito com base em regiGes consenso entre
seis genes de confirmacdo de Delftia spp. que produzem as enzimas-alvo. Os
reagentes, as concentracdes e as condicbes do termociclador, utilizadas em cada

reacdo sao apresentados na Tabela 3.2.
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TABELA 3.2 - Parametros utilizados na reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

Programacio do termociclador Reagentes Volume
95°C 30s Taq® 2X Master Mix 12,5 pLL
95°C 30s Primer direto (5 pM) 0,5 uL

45-68°C 60 (~Repetir por 30 ciclos | primer reverso (5 uM) 0,5 uL
68°C 6 min DNA genomico (80 ng/uL) 1,0 uL
68°C 5 min Agua nuclease-free 10,5 uL.
4°C 0 Volume final 25,0 uL

Apbs a reacdo de PCR e amplificacdo dos fragmentos, as amostras
foram submetidas a eletroforese em gel de agarose (1%, m/v) (Sigma-Aldrich) e
a cada reacdo foram adicionados 5 puL do corante Orange Dye (Sigma-Aldrich) e
aplicados em pocos na cuba de eletroforese. As reagc0es otimizadas foram
realizadas em quintuplicata para a obtencdo de material suficiente para
sequenciamento. O tampéao condutor utilizado foi Tris-acetato-EDTA (1x) com
pH = 8,0 e voltagem aplicada para separacao das bandas de 120 V. A anélise das
bandas foi feita em transiluminador e as possiveis bandas de interesse foram
recortadas do gel e purificadas com o kit Agarose Gel Extraction Kit® (Cellco,
Brasil) seguindo o protocolo do fabricante. Os produtos das reacOes foram
quantificados e a concentracdo ajustada para 75 ng/pL, juntamente com o0s
primers para serem enviados ao Instituto de Biociéncias da USP (S&o Paulo) para
sequenciamento. As sequéncias resultantes (forward e reverse) finais foram
alinhadas com as do banco de dados do GenBank (NCBI) pelo algoritmo BLAST
(ferramenta Blastn) para avaliacdo da similaridade entre elas.

Na tentativa de serem obtidas melhor qualidade de sequenciamento,
foram testadas as polimerases Pfu DNA Polymerase® (Cellco, Brasil) (pFU) e
Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific, Estados
Unidos) (phu). Para essas reacOes, além das enzimas, foram adicionados

desoxirribonucleotideos trifosfato (dNTPs) (Sigma-Aldrich), tampéo Tris-HCI
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0,02 mol/L, pH 8,3 com 0,1 mol/L KCI (Sigma -Aldrich) e agua autoclavada livre

de nucleases. As condicdes de reacdo sao apresentadas na Tabela 3.3,

TABELA 3.3 - Parametros utilizados na reagdo em cadeia da polimerase (PCR)

utilizando as enzimas pFU e phu.

Programacéao do termociclador Reagentes Volume
Polimerase Pfu/Phusion 0,25 uL

95°C 30s Primer direto (5 uM) 0,40 uL
95°C 30s Primer reverso (5 uM) 0,40 uL
58,8°C  60s — Repetir por 30 ciclos | DNA gendmico (82-190 ng/uL) 1,00 uL
72°C 3 min Agua nuclease-free 6,75 uL
72°C 6 min dnTp (10mM) 0,20 uL
4°C o0 Tampao 1,00 uL
Volume final 10,00 puL

3.3.2 Sequenciamento genémico

O sequenciamento gendmico das cepas foi realizado usando a
plataforma Illumina®. Inicialmente, foi realizada a extragdo do DNA gendmico,
da mesma maneira descrita no item 3.3.1. e ap0s a obtencdo do DNA purificado
e sua rehidratacdo, as amostras foram conduzidas para serem sequenciadas no
Laboratorio de Biologia Molecular do Departamento de Genética e Evolucao da
UFSCar, sob supervisao do Prof. Dr. Flavio Henrique Silva. Para a realizacédo do
sequenciamento genémico, foi utilizado um sequenciador NextSeq®550.

As etapas de pré-processamento, montagem e anotagdo dos genomas
foram realizadas em parceria com o Dr. Célio Santos Dias Janior. Para isso,
diferentes réplicas de sequenciamento para cada genoma foram mescladas e a
qualidade das leituras foi controlada usando Trimmomatic e avaliada usando a
ferramenta FastQC. As leituras foram montadas usando Skesa e Megahit com

comprimento minimo de contig de 250. As montagens foram usadas par-a-par
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para produzir um scaffold com o software Medusa, e o melhor scaffold foi
escolhido com o software MetaQUAST. Os genes foram anotados pelo Prokka
usando diferentes bancos de dados, entre eles: ISFinder, NCBI Bacterial ARGs
collection, Uniprot KB, HAMAP e PFAM. A completude do genoma e a

contaminacéo foram avaliadas usando CheckM.

3.4 Ensaios em frascos agitados utilizando diferentes fontes de

carbono e meios de cultivo

Os meios de cultivo e as fontes de carbono utilizadas para a avaliagao
do crescimento celular e acimulo de PHA para as duas cepas bacterianas foram
selecionadas com base em trabalhos ja reportados. As condig6es utilizadas para

cada experimento sdo apresentadas na Tabela 3.4.

TABELA 3.4 — Concentracdo das fontes de carbono utilizadas nos ensaios iniciais
para avaliar a influéncia de diferentes meios no crescimento celular e acimulo de

PHA. Ensaios realizados em 100 mL de meio de cultivo.

Fonte de carbono Concentracéo (g/L) Referéncia
] 5% (v/v) — Delftia sp.
Soro de leite ] (DENADAE, 2018)
10% (v/v) — Aureimonas sp.

6% (v/v) — Delftia sp.

Glicerol _ (DENADAE, 2018)
2% (v/v) — Aureimonas sp.
Oleo vegetal 2% (M/v) (VERLINDEN et al., 2011)
Lignina 2g/L (KUMAR et al., 2017)

Dentre os substratos utilizados, o glicerol foi adquirido de fornecedor
local, de grau P.A. (Synth), o soro de leite foi fornecido pelo laticinio Bonura (Sdo
Carlos), a lignina foi fornecida pela Suzano (Séo Paulo) e o 6leo vegetal de soja

comprado em mercado local (Concordia®). Todos os substratos foram
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autoclavados (121°C e 1 atm durante 20 min) separadamente antes de serem

adicionados aos respectivos meios de cultivo.

3.4.1 Ensaios em meio complexo

Para avaliar as diferentes fontes de carbono na producéo de PHAS, as
duas cepas estudadas foram inicialmente reativadas conforme descrito no item
3.2. ApoGs o crescimento de colbnias bem isoladas em placa de Petri®, uma
colbnia de cada cepa foi pré-inoculada em aproximadamente 10 mL de meio LB
estéril e mantida em incubadora orbital a 28°C e 125 rpm durante
aproximadamente 15 e 48 h para Delftia sp. e Aureimonas sp., respectivamente.
Apds crescimento vigoroso, 1 mL do pré-inéculo (1% v/v; D.O. 0,7), foi
inoculado em frascos erlenmeyers de 500 mL contendo 100 mL de meio LB
acrescidos com os respectivos substratos a serem avaliados descritos na Tabela
3.4. Cada experimento foi mantido em incubadora orbital a 28°C e 125 rpm
durante 72 h.

3.4.2 Ensaios em meio salino

Para a avaliacdo das diferentes fontes de carbono na producdo de
PHAs em meio salino, foi utilizado o meio descrito por FUKUDA; NAGATA,;
TANIGUCHI (2002), composto por 3,39 g/L de Na;HPO,, 1,5 g/L de KH,POy,
0,3 g/L de NaCl, 0,5 g/L de NHCI, 0,5 g/L de (NH4):SO4 0,5 g/L de
MgS0O,.7H,0, 0,01 g/L de CaCl, e 0,001 g/L de FeSO, (Synth) e o pH foi ajustado
para 7,0. O meio de cultivo foi autoclavado e as solug6es de CaCl, e MgSO,4.7H,0
foram esterilizadas separadamente e adicionadas ao meio salino apds atingida a
temperatura ambiente. Uma solucdo de FeSO, foi preparada e filtrada em filtro
estéril com membrana PTFE® e poro de 0,22 um e adicionada ao meio salino. Da
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mesma forma como foi descrito no item anterior (3.4.1) as fontes de carbono

foram acrescentadas ao meio salino nas concentracOes apresentadas na Tabela 3.4.

3.5 Preparo das amostras para analises de PHAs por GC-MS

Apo6s o periodo de crescimento, o caldo de fermentacdo de cada
experimento foi centrifugado (12.860 x g, 4°C, 10 min) e o0 sobrenadante
descartado. As células foram lavadas com agua destilada, centrifugadas
novamente sob as mesmas condicdes e finalmente ressuspendidas em 1 mL de
agua destilada e liofilizadas por aproximadamente 15 h. Apds essa etapa, foi
estimada a massa celular seca para cada experimento através da pesagem em tubos
de ensaio com tampa de rosca.

Para que os monémeros constituintes dos polimeros obtidos fossem
identificados, as amostras de massa seca celular foram submetidas aos processos
de extracdo e derivatizacdo de forma simultanea, para a obtencdo de moléculas
compativeis com a anélise pela técnica de GC-MS. Um esquema da reacdo de
metandlise € apresentado na Figura 3.1. Os procedimento foram seguidos de
acordo com o meétodo descrito por BRAUNEGG; SONNLEITNER;
LAFFERTTY (1978), com modificacbes. Para o preparo da reacédo, o conteudo
celular (no caso dos experimentos de triagem) ou entre 10-20 mg (experimentos
quantitativos) de massa celular seca foram transferidos para tubos de ensaio com
tampa de rosca (10 cm x 1 ¢cm, 8 mL) e adicionados 2 mL de cloroférmio
(Honeywell) e 2 mL de metanol (Honeywell) acidificado com 20% (v/v) de acido
sulfurico (Synth). As reac6es foram conduzidas a 100°C durante 3,5 h em banho
seco para a conversdo do PHA em mondmeros de ésteres de hidroxiacil metilados.
Ap0s esse tempo as amostras foram resfriadas a temperatura ambiente e lavadas
com 2 mL de &gua destilada por duas vezes para a retirada de componentes
misciveis em metanol, como acido sulfurico e acidos graxos, o que levou a

separacéo das fases inferior organica e superior aquosa. Por fim, a fase organica
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contendo os produtos da reacdo foi seca com sulfato de sodio anidro, para eliminar
qualquer resquicio de agua, e filtrada em filtro PTFE® (0,22 um) diretamente nos
vials para posterior analise em GC-MS. A cada amostra foi adicionado benzoato

de metila previamente derivatizado, como padrao interno.
CH, O CH
NI\ H,SO, Metanol I 0
Ot 100°C, 3,5h Ho/\)Lo/

FIGURA 3.1 — Reacdo de metandlise para PHA em condic¢des acidas.

3.6 Analises cromatograficas

3.6.1 Preparo de solugdes padréao

Inicialmente, foram preparadas a Solucéo Estoque (SE) e as Solugdes
Trabalho (ST) com o padrdo do mondémero metilado estudado. Para isso, uma
quantidade conhecida do padrdo foi adicionada em um baldo volumétrico e o
volume completado com cloroférmio grau HPLC, a fim de se obter uma solucao
na concentracdo de 10 mg/mL (SE). Essa solucéo foi diluida sucessivas vezes para
a obtencéo das ST nas concentragOes de 1,0 e 0,1 mg/mL.

Para a avaliacdo do efeito de matriz, a solucdo estoque e,
consequentemente, as solucdes trabalho foram preparadas utilizando-se o extrato
bacteriano cultivado em meio LB como diluente, nas mesmas concentragdes
utilizadas em solvente puro. O mesmo foi feito para a construcdo da curva de
calibracdo em matriz e estimativas de LoD e LoQ.

Como padrao interno (PI), foi utilizado o composto benzoato de
metila na concentracdo de 200 pg/mL, que foi adicionado a cada amostra
previamente as andlises no cromatégrafo (BIGLARI et al., 2018; RAZAIF-
MAZINAH et al., 2017). Para a obtencdo da solugéo de benzoato de metila, foi
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preparada uma solucéo de acido benzoico (40 mg/mL) em metanol grau HPLC e,
dessa solucdo, 200 pL foram adicionados em tubos de ensaio com tampa de rosca
para a etapa de derivatizacdo, através da reacdo de metandlise, seguindo o

procedimento descrito no item 3.5.

3.6.2 Analises por GC-MS

As andlises das amostras foram realizadas em Cromatdgrafo a Gas
GC-2010 Plus (Shimadzu, Japéo) acoplado a Espectrometro de Massas TQ8040
(Shimadzu, Japdo) (CG-EM), equipado com auto-injetor (Combi PAL AOC-
5000), coluna DB-5ms Ul (30 m x 0.25 mm x 0.25 pum) (Agilent, Estados Unidos)
fundida com silica. A aquisicdo, interpretacao e tratamento dos dados foram feitos
utilizando-se o Software GCMS Solutions® verséo 4.20.

O método desenvolvido para a analise das amostras, composto pelo
gradiente de aquecimento da coluna cromatografica e os parametros operacionais,
sdo mostrados nas Tabelas 3.5 e 3.6, respectivamente. Como géas de arraste foi
utilizado Hélio 5.0 (White Martins).

TABELA 3.5 - Rampa de aquecimento da coluna cromatogréfica.

Taxa de variagdo Temperatura Tempo de espera
(°C/min) (°C) (minutos)
0 - 40 3

1 18 290 1
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TABELA 3.6 - Parametros de operacdo do método no cromatografo gasoso.

Temperatura inicial do forno 40°C
Temperatura do injetor 280°C
Volume de injegao 1pL
Presséo 58,7 kPa
Fluxo na coluna 1,0 mL/min
Fluxo de purga 3,0 mL/min
Fluxo total 19 mL/min
Velocidade linear 36,1 cm/seg
1:30 — Estudos qualitativos para selecdo de
Split substratos
1:15 — Validacdo de método e quantificacdo

Como instrumento de deteccdo foi utilizado um Espectrometro de
Massas, sendo a ionizacéo realizada por impacto eletrénico (70 eV) e ambas as
temperaturas da fonte de ions e da interface foram mantidas a 290°C.

Para a identificacdo dos analitos presentes nas amostras o
Espectrometro de Massas foi operado no modo de varredura total de ions (Full
Scan). Apos a aquisicdo de dados do cromatograma de ions totais (TIC) das
solugbes padrdo em modo Scan, os picos foram identificados com base nos
tempos de retencdo e através dos respectivos espectros de massa. A identificacao
foi confirmada através da abundéancia relativa dos ions, que foi comparada com a
dos espectros de referéncia da biblioteca NIST®17.

Para a quantificacdo e validacéo, o detector foi operado em modo
SIM (Selected lon Monitoring). As analises foram baseadas em um ion de
quantificacdo e dois ions de confirmacgéo. Os valores de razdo massa-carga (m/z)
selecionados para o analito em estudo e o padrdo interno sdo apresentados na
Tabela 3.7.
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TABELA 3.7 — Valores de m/z do analito em estudo e do padréo interno para os

ions monitorados.

Analito fon de quantificacéo fons de confirmagc&o
3-hidroxibutirato de metila 74.00 71.00 e 103.00
Benzoato de metila 105.00 77.00 e 136.00

3.6.3 Validacéo do método analitico

Uma vez desenvolvido um método que atendesse ao uso pretendido,
partiu-se para a avaliacdo da confiabilidade do método. A validacdo de um método
deve ser realizada quando um procedimento analitico é desenvolvido ou quando
um procedimento ja validado sofre alguma modificacdo (PEREZ, 2010).
Normalmente sdo avaliados os critérios de seletividade, linearidade e faixa de
trabalho, limites de deteccdo e quantificagdo, precisdo e exatiddo, conforme
proposto por RIBANI et al. (2004), os quais sdo descritos a seguir.

A seletividade do método em relacdo a possiveis interferentes da
matriz foi determinada por meio da comparacdo de cromatogramas obtidos do
extrato de amostras de cultivo bacteriano na presenca em cada condi¢do de
cultivo, na tentativa de identificar possiveis compostos produzidos durante o
cultivo com mesmo tempo de retencdo e mesmos ions selecionados do analito.

A partir das diluicbes das solugbes estoque e de trabalho, foram
construidas curvas de calibracdo para o analito. Para determinar a linearidade do
método foi utilizado o calculo de regressdo linear e do coeficiente de
determinacéo, r?, por meio da construcédo dos graficos da razdo de areas entre o
sinal do detector para o analito e para o padrdo interno em solucdo versus
concentracdo nominal da solugdo em pg/mL. As equacOes de reta obtidas

permitiram o célculo de concentracdo do analito nas amostras.
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O efeito de matriz foi avaliado atraves da construcdo de curvas de
calibracdo em matriz, por meio da adi¢cdo de solucdo padréo preparada em extrato
das células bacterianas apds serem cultivadas em meio de cultura LB. Essas
curvas foram comparadas com as curvas construidas em solvente puro, ambas
compreendendo as concentragdes finais de padrdo variando entre 1,50x102 e 1,20
mg/mL.

O limite de quantificacdo (LoQ) foi determinado pela analise das
amostras com concentracoes conhecidas do analito em matriz, estabelecendo-se o
nivel minimo em que o analito pdde ser quantificado com valores aceitaveis de
precisdo e exatiddo. O limite de deteccdo (LoD) foi obtido através de diluicdes
sucessivas da solucdo padrdo em concentracdes conhecidas, até que fosse
encontrada uma razao entre sinal do analito/sinal ruido do instrumento de 3 vezes.

A precisdo do método foi realizada através dos controles de
qualidade (CQ), por meio da preparacédo de solucdes do analito em matriz em trés
concentragOes diferentes. O primeiro CQ teve uma concentragcdo limitada até
120% do ponto inicial da curva de calibracdo; o segundo abrangeu uma
concentracdo entre 40-60% do maior ponto da curva e o terceiro compreendeu 90-
100% também do maior ponto da curva de calibracdo. Para cada ponto, as analises
foram feitas em quintuplicata (n=5), sendo cada amostra preparada e injetada de
forma auténtica. Para cada concentragdo foram calculados o desvio padrao s(x) e
o coeficiente de variacdo CV(%) através das equacdes 1 e 2 mostradas abaixo. As
concentracdes de cada analito foram determinadas utilizando-se as equacdes de

reta das curvas de calibragdo em matriz.

5(0) = [Lx B - 0 M)

CV(%) =32 x 100 )

X

Xj: valor medido;
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n: nimero de valores obtidos para cada concentracao;

x: média das replicatas para cada concentracéo.

A exatidao foi obtida através da equacdo 3 com as mesmas amostras

utilizadas na determinacao da precisao.

Exatidao(%) = (=X) x 100 3)
Xi: concentracao experimental,

X: concentracdo nominal.
3.7 Planejamento Fatorial

A otimizacdo multivariada foi utilizada para estudar as variaveis que
mais influenciam o processo de crescimento celular e producdo de PHAS pelas
duas cepas estudadas. Para isso, nesse trabalho, um planejamento fatorial
completo 23 foi realizado para investigar a influéncia dos principais parametros
de condigdes de cultivo. As varidveis investigadas, em dois niveis, foram:
variacdo da concentracdo de substrato (V1), tempo de cultivo (V2) e taxa de
oxigenacdo do meio (V3) (Tabelas 3.8 e 3.9). Além disso, para uma melhor
avaliacdo de tendéncias e da reprodutibilidade da metodologia analitica
envolvida, um ponto central ensaiado em quadruplicata foi incluido no estudo. A
selecdo das varidveis empregadas no estudo, os niveis em que estas foram
ensaiadas e ainda as respostas utilizadas para processar o planejamento foram
estabelecidos com base em estudos prévios do grupo e com base na literatura (DE
PAULA et al., 2019; DENADAE, 2018).

Como meios de cultivo e substrato, foram utilizados 0os materiais que
apresentaram melhores resultados nos experimentos qualitativos de triagem,

sendo glicerol em meio complexo e soro de leite para Delftia sp. e soro de leite
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para Aureimonas sp. Cada planejamento resultou em 12 experimentos, que foram
realizados em frascos erlenmeyers de 500 mL contendo 100 mL dos respectivos
meios de cultivo com diferentes concentragOes de fonte de carbono, tempo de
cultivo e agitacdo e volume de inoculo de 1% (v/v). Apos a retirada de cada

experimento, as células seguiram o procedimento descrito no item 3.5,

TABELA 3.8 - Niveis codificados das varidveis independentes avaliadas no

processo de crescimento celular e producdo PHAs em meio complexo e glicerol

por Delftia sp.
Niveis
Variaveis
-1 0 1
V1 Concentracdo do substrato (%, v/v) 3 6 9
V2 Tempo de cultivo (h) 48 96 144
V3 Agitacdo (rpm) 50 125 200

TABELA 3.9 - Niveis codificados das variaveis independentes avaliadas no
processo de crescimento celular e producdo PHAs em meio soro de leite por

Delftia sp. e Aureimonas sp.

o Niveis
Variaveis
-1 0 1
V1 Concentracdo do substrato (%, v/v) 10 30 50
V2 Tempo de cultivo (h) 48 96 144
V3 Agitacéo (rpm) 50 125 200

A quantidade de polimero produzida foi avaliada com base na
producdo do mondmero 3-HB. As variaveis dependentes avaliadas foram massa
celular (g/L), concentracdo de 3-HB (g/L) e rendimento biopolimérico (razdo

entre a concentracgdo de 3-HB e a massa celular, multiplicada por 100 (%)), ambos
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importantes parametros para avaliar o potencial das cepas bacterianas para essa
aplicacdo biotecnoldgica sob determinadas condicdes de cultivo.

No caso de multiplas respostas, que muitas vezes envolvem valores
incomensuraveis e conflitantes, devem ser otimizadas de forma simultanea, uma
vez que suas analises separadas podem resultar em solucBes incompativeis
(COSTA; LOURENCO; PEREIRA, 2011). Dessa forma, foi aplicada a fungéo
desejabilidade, uma estratégia amplamente utilizada que consiste em converter as
maultiplas respostas em uma Unica (COSTA; LOURENCO; PEREIRA, 2011). Os
valores obtidos para cada resposta foram transformados em um valor
adimensional, a desejabilidade individual (d;), que varia entre d = 0 (para um valor
de resposta inaceitavel) e d = 1 (para um completamente desejavel) (FERREIRA
et al., 2007). A desejabilidade global (D) foi calculada combinando-se os valores
individuais de desejabilidade e entdo um algoritmo foi aplicado a funcdo D para
determinar o conjunto de valores de varidveis que a maximizam (FERREIRA et
al., 2007).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ldentificacdo dos genes relacionados a biossintese de PHAS

4.1.1 Técnicas moleculares

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica para
amplificar um ou mais genes em um genoma. Essa etapa é a primeira necessaria
para o procedimento de identificacdo dos genes relacionados a biossintese de
PHAs através de técnicas moleculares. Por meio dessa técnica é possivel obter a
replicacdo de segmentos do DNA de interesse se a sequéncia de pelo menos
porcdes das extremidades desse segmento € conhecida e, posteriormente, por
meio do sequenciamento desse fragmento € possivel localizar cada par de bases e
sua respectiva posicdo na fita, 0 que permite a comparagdo da sequéncia com
banco de dados, por exemplo, GenBank (NCBI) (NELSON; COX, 2014).
Dependendo da taxa de similaridade entre os resultados obtidos e os dados
depositados no banco, é possivel propor se o gene amplificado corresponde, de
fato, ao gene de interesse.

A extracdo do DNA foi realizada em duplicata para que fossem
obtidos em maiores quantidades de material e, exemplos das informacdes de

quantificacdo do material genético obtidas, sdo apresentados na Tabela 4.1.
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TABELA 4.1 — Informagcdes relativas a quantificacdo dos DNAs de Delftia sp. e

Aureimonas sp. em espectrofotdmetro BioSpec-nano®.

Bactéria Delftia I Delftia II | Aureimonas I | Aureimonas_II

Concentragao de acido
' 586,12 742,66 194,05 136,22
nucleico (ng/uL)

OD (260/280) 2,01 2,01 2,05 1,55

Na Tabela 4.1 podem ser observados resultados da quantificacédo de
DNA extraido e purificado das duas cepas bacterianas através da analise
espectrofotométrica no BioSpec-nano®. O célculo da razdo OD (260/280) permite
conhecer o grau de pureza do material analisado, uma vez que as leituras a 260
nm (ODy) sdo especificas para acidos nucleicos, enquanto as leituras das
amostras a 280 nm (OD,go) sdo realizadas para monitorar a presenca de proteinas
residuais vindas dos processos de extracéo.

Os principais genes responsaveis por codificarem as enzimas
relacionadas a biossintese de PHAs geralmente séo organizados em um operon,
como ocorre em Cupriavidus necator, o organismo modelo para a producgéo de
PHASs, no qual os genes phaC, phaA e phaB constituem o operon phaCAB
(SUDESH; ABE; DOI, 2000). Entretanto, esses genes ndo necessariamente estdo
sempre agrupados, a organizacdo dos operons da biossintese varia nas bactérias
de espécie para espéecie (MADISON; HUISMAN, 1999). A Figura 4.1 ilustra a
organizacdo do operon phaCAB, como encontrado em Cupriavidus necator, e
exemplos de diferentes organizacGes desses genes em diversas espécies de
bacteérias.
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FIGURA 4.1 — A) Via biossintética principal para producéo de PHAs. O PHA ¢
sintetizado em uma via de trés etapas pela acdo sucessiva das enzimas PhaA, PhaB
e PhaC. As trés enzimas sdo codificadas pelos genes do operon phbCAB; B)
Exemplos da organizagédo dos principais genes envolvidos na producéo de PHAS
em diferentes espécies bacterianas. Os genes ndo necessariamente estdo
agrupados e sua organizacdo varia de espécie para espécie. Adaptado de
MADISON; HUISMAN, 1999.

Pensando nisso e com base em genomas de espécies ja conhecidas de
Delftia spp., foram desenhados primers que permitissem a amplificacdo dos trés
genes em sequéncia (phaCAB) com um tamanho esperado de cerca de 3,8 kb. De
modo similar, através dos primers utilizados por YEE et al. (2012), o fragmento
total dos genes phaCABc, foi amplificado do DNA genémico de Comamonas sp.
EB172.
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Apobs a quantificacdo do DNA gendmico extraido (Tabela 4.1),
focou-se na otimizacdo das temperaturas das reacdes de PCR, por meio de um
gradiente, para avaliar possivel amplificacdo bandas do tamanho esperado com
resolucédo para cada bacteria. Apesar do primer néo ter sido desenhado de forma
especifica para Aureimonas sp., as mesmas condicGes foram testadas para essa
cepa a fim de tentar encontrar alguma informacéo sobre a organiza¢ao do genoma.
O controle negativo (C) foi 0 mesmo para ambas as analises, pois foi utilizado o
mesmo mix nas reagcoes. As condigdes de reagédo e o gradiente de temperatura séo

apresentados na Tabela 3.2 e os resultados, na Figura 4.2.

Padrao
1kb

68,0 66,2 63,2 588 53,6 496 466 450 C (=c)

3kb

1kb

FIGURA 4.2 - Gel de agarose obtido ap0s o gradiente de temperatura de reacao

de PCR para A) Delftia sp.; B) Aureimonas sp.

Com base na Figura 4.2, observa-se amplificacdo de um fragmento
proximo a 3,8 kb na faixa de temperatura de 58,8°C, que possivelmente
corresponde a extensdo do fragmento de interesse para a identificacdo da
sequéncia dos genes phaCAB de Delftia sp. Para Aureimonas sp. ndo foi
observada banda do tamanho esperado que possa corresponder ao fragmento de
interesse. Entretanto, foi observada segunda banda (proxima a 1 kb), indicando

que, de fato, a reacdo ndo foi especifica para o fragmento que se esperava e
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possivelmente, Aureimonas sp. ndo possui organizacdo dos genes relacionados a
biossintese de PHAs similar ao de Delftia sp. Ndo foram observadas bandas
referentes ao controle, indicando auséncia de fragmentos contaminantes.

Apobs a identificacdo da banda correspondente a temperatura de
58,8°C para Delftia sp., foram realizadas reacdes de PCR em quintuplicata nessas
condicdes para a obtencdo de maiores quantidades de material genético e envio
para sequenciamento. Os resultados do sequenciamento desses fragmentos de

Delftia sp. sao parcialmente exemplificados na Figura 4.3.
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FIGURA 4.3 - Eletroferograma parcial obtido para o fragmento de interesse de

cerca de 3,8 kb da cepa Delftia sp.

Os resultados do sequenciamento ndo permitiram a identificacdo
completa da sequéncia nucleotidica, devido a baixa resolucdo dos picos e
identificacdo de pequena parte do fragmento ja que se trata de fragmentos com
elevado numero de pares de bases. Portanto, apesar de apresentar banda do
tamanho do fragmento de interesse, ndo foi possivel confirmar se os fragmentos
amplificados se referem realmente aos genes de interesse. O tamanho e qualidade
de sequéncias observadas em um eletroferograma, também dependem da
qualidade da amostra e da reacdo de sequenciamento realizadas.

Assim, na tentativa de se obter maior concentracdo do fragmento em
estudo e melhor qualidade das amostras, foram testadas duas outras enzimas DNA
polimerases nas reagdes de PCR, pFU e phu. Ambas as enzimas s&o indicadas
para amplificar fragmentos longos e sdo termicamente mais estaveis, eliminando

os erros de insercao das bases. No trabalho reportado por CESPEDES et al. (2018)
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0 DNA genbmico de dez espécies diferentes de Aeromonas spp. foi testado por
PCR para a identificacdo do operon phaPCJ utilizando a enzima Phusion High-
Fidelity DNA Polimerase e apenas uma cepa produziu um amplicon
correspondente ao tamanho esperado de phaPCJ, de aproximadamente 2,7 Kb.
Para as reacoes realizadas nesse trabalho utilizando essas enzimas, foram usadas
as condicOes representadas nas Tabela 3.3 e os resultados do gel obtido s&o

apresentados na Figura 4.4.

Padrao
pFU phu pFU phu  1kb

3kb

Aureimonas Delftia

FIGURA 4.4 — Resultados do gel de agarose obtido para reacdes de PCR

utilizando as enzimas pFU e phu para Delftia sp. e Aureimonas sp.

Com base na Figura 4.4 pode ser observada uma banda muito
proxima a regido de interesse encontrada para Aureimonas sp. utilizando a
polimerase pFU. Entretanto os primers utilizados ndo foram especificos para esse
fragmento. Ja para Delftia sp., utilizando-se a mesma enzima, foi observada uma

banda intensa na regido um pouco abaixo de 3 kb.



47

As etapas posteriores para a otimizacdo das condigdes da reacdo e
sequenciamento utilizando essas enzimas foram interrompidas por conta da
Pandemia da Covid-19. De qualquer forma, com os resultados obtidos até aqui,
ndo foi possivel chegar a conclusbes concretas quanto a identificacdo dos
principais genes responsaveis pela producdo de PHAs utilizando técnicas
moleculares. Entretanto, diante das dificuldades de se obter amostras e
sequenciamento de qualidade, € possivel sugerir que a tentativa de
sequenciamento dos trés genes juntos ndo tenha sido a melhor estratégia a ser
utilizada em um primeiro momento. HIROE; USHIMARU; TSUGE (2013), por

exemplo, analisaram os trés genes individualmente.

4.1.2 Sequenciamento genémico - lllumina

O conhecimento de vias bioquimicas e enzimas relacionadas a
biossintese e degradacdo de PHAs se mostra como uma ferramenta util para
auxiliar na producéo industrial. O sequenciamento genémico é uma técnica que
permite identificar a sequéncia de nucleotideos de uma molécula de DNA ou RNA
na ordem correta, e a partir disso € possivel ter conhecimento sobre as
informacbes geneéticas contidas nessa estrutura (FIETTO; MACIEL, 2015).
Atualmente diversas tecnologias de sequenciamento sdo utilizadas mundialmente,
e dentre elas a plataforma Illumina®. O sequenciamento realizado por essa
plataforma é baseado em cores. Brevemente, para iniciar o processo, como toda
técnica de sequenciamento de segunda geracdo, uma biblioteca é gerada a partir
da clivagem do DNA a ser sequenciado e os fragmentos de tamanho apropriado
sdo selecionados e ligados a sequéncias complementares de adaptadores em
ambas as extremidades (FIETTO; MACIEL, 2015). A amplificacdo dos
fragmentos de DNA da biblioteca ocorre através da PCR em forma de ponte, que
acontece em uma ceélula de vidro (flow cell) e é controlada pelo instrumento de

sequenciamento (HU et al., 2021). O sequenciamento € baseado na leitura dptica
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da incorporacéo nucleotideos fluorescentes acoplados a um terminador reversivel
pela DNA polimerase. Um Gnico dNTP reversivel marcado com fluorescéncia
ligado ao terminador é incorporado na cadeia de acido nucleico durante cada ciclo
de sequenciamento, e o sinal fluorescente resultante é imageado (HU et al., 2021).
O fluoréforo e o grupo de blogueio podem entdo ser removidos e um novo ciclo
pode comecar (GOODWIN; MCPHERSON; MCCOMBIE, 2016). A Figura 4.5
ilustra o processo de amplificagdo em ponte que ocorre nesse tipo de

sequenciamento.

Ligagdao dos fragmentos
Fragmentos livres se ligam a
H adaptadores

Amplificagdo em ponte Formacao de clusters
Extremidades livres se ligam a Ap0s varios ciclos de
adaptadores complementares amplificagdo, 100 a 200 milhdes
dispostos na flowcell de clusters sao formados

FIGURA 4.5 — Representacdo do processo de amplificacdo em ponte que ocorre
na técnica de sequenciamento genémico utilizando a plataforma Ilumina®.
Adaptado de GOODWIN; MCPHERSON; MCCOMBIE (2016).

Diante disso, essa etapa do trabalho teve como objetivo obter
informacbes sobre o genoma das duas cepas em estudo e poder entender e
relacionar algumas caracteristicas de funces génicas com base na producdo de
PHAs. Também é possivel descrever aspectos da organizacdo do genoma e
composic¢ao génica, comparando as cepas entre si e entre organismos do mesmo

género.
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4.1.2.1 Caracteristicas gerais do genoma

O sequenciamento do genoma de Delftia sp. mostrou que é composto
por um cromossomo de 6.343.550 pb, sendo um total de 5840 genes identificados,
dentre eles 5743 codificadores de proteinas, 2 rRNA, 67 tRNA, 27 miscRNA e 1
tmRNA. Todas essas informac0es estdo resumidas na Tabela 4.2.

ComparagOes foram feitas com outras cepas de Delftia spp.
relacionadas e se mostraram similares quanto a algumas caracteristicas, como o
tamanho do genoma e ndimero de genes. MOREL et al. (2016), por exemplo,
estudaram o genoma de Delftia sp. JD2 isolada de solo e os resultados sugeriram
um genoma composto por um unico cromossomo circular com um comprimento
de 6,76 Mb, 6051 genes codificantes e 87 tRNA.

TABELA 4.2 — Caracteristicas gerais do genoma de Delftia sp.

Caracteristica Valores
Numero de contigs 99
Tamanho do genoma (pb) 6.343.550

Genes (totais) 5840
CDS (codificantes) 5743
mRNA 5840
miscRNA 27
rRNA 2
tRNA 67
tmRNA 1

O sequenciamento do genoma de Aureimonas sp. mostrou que €
composto por um cromossomo de 4.053.782 pb, sendo um total de 3878 genes
identificados, dentre eles 3801 codificadores de proteinas, 2 rRNA, 49 tRNA, 25
miscCRNA e 1 tmRNA. Todas essas informac0es estdo resumidas na Tabela 4.3.

Comparac@es foram realizadas com outras espécies de Aureimonas

spp. e os resultados das caracteristicas gerais do genoma também se mostraram
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bastante similares a espécie em estudo. ESHAGHI et al. (2015) isolaram a cepa
Aureimonas altamirensis ON-56566 de sangue humano e encontraram um
genoma de 4.202.944 pb, além de 3594 genes totais, dentre eles 3 rRNASs e 47
tRNAs. Uma outra cepa, Aureimonas sp. OT7, foi estudada por GANZORIG;
LEE (2021) e apresentou um unico cromossomo contendo 4.181.223 pb e 3875
genes, dentre eles 3 rRNA e 51 tRNA.

TABELA 4.3 - Caracteristicas gerais do genoma de Aureimonas sp.

Caracteristica Valores
Numero de contigs 34
Tamanho do genoma (pb) 4.053.782

Genes (totais) 3878
CDS (codificantes) 3801
mRNA 3878
miscRNA 25
rRNA 2
tRNA 49
tmRNA 1

4.1.2.2 Genes envolvidos na biossintese de PHAS

A anotacdo dos genomas das duas cepas estudadas permitiu a
identificacdo dos principais genes envolvidos no metabolismo de PHAs como
phaA, phaB e phaC, responsaveis pela codificacdo das enzimas acetil-CoA
acetiltransferase, acetoacetil-CoA redutase e poli(3-hidroxialcanoato) polimerase,
respectivamente. A identificacdo dos genes que codificam essas enzimas denota
a presenca da via completa de biossintese de PHAs de cadeia curta (PHA-scl) em
Delftia sp. e Aureimonas sp. Esses resultados sdo apresentados nas Tabelas 4.4 e

4.5 para Delftia sp. e Aureimonas sp., respectivamente.
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TABELA 4.4 - Genes de Delftia sp. previstos para estarem envolvidos na

biossintese e degradacdo de PHAs.

Tamanho Locus

Gene Produto N° EC
(pb) tag
phaA_1 Acetil-CoA acetiltransferase 2.3.19 1209 S9 01708
) Poli(3-hidroxialcanoato) polimerase
Biossintese phaC . 23.1.- 1890 S9 02141
subunidade PhaC
PHAs

phaA_2 Acetil-CoA acetiltransferase 2.3.1.9 1182 S9 02142
phaB Acetoacetil-CoA redutase 1.1.1.36 738 S9 02143
D-(-)3-hidroxibutirato oligomero hidrolase ~ 3.1.1.22 2205 S9_01942
Degradacdo bdhA_1 D-beta-hidroxibutirato desidrogenase 1.1.1.30 819 S9 02001
de PHAs bdhA_2 D-beta-hidroxibutirato desidrogenase 1.1.1.30 783 S9 03475
bdhA_3 D-beta-hidroxibutirato desidrogenase 1.1.1.30 795 S9 05153

TABELA 4.5 - Genes de Aureimonas sp. previstos para estarem envolvidos na

biossintese e degradacédo de PHAs.

Gene Produto N° EC Tamanho (pb) Locus tag
Poli(3-hidroxialcanoato)
phaC ) ) 2.3.1.- 1818 S10 00765
Biossintese polimerase subunidade PhaC
PHAs phaB Acetoacetil-CoA redutase 1.1.1.36 726 S10_02768
phaA Acetil-CoA acetiltransferase 2.3.1.9 1185 S10_02769

No que diz respeito a organizacdo desses genes no genoma, as duas
cepas apresentaram diferencas. A analise dos genomas mostrou que Delftia sp.
carrega um operon biossintético de PHA (phaCAB), semelhante a organizacao dos
genes encontrada em Comamonas sp. EB172, C. testosteroni CNB-2 e
Acidovorax sp. JS42 (YEE et al., 2012). Pode ser observada ainda a presenca de
um segundo gene phaA, caso semelhante também foi encontrado no genoma de
Jeongeupia sp. USM3 (ZAIN et al., 2020). Em Aureimonas sp. 0 gene phaA esta
adjacente ao phaB, constituindo o operon phaBA, e 0 gene phaC esta claramente
distante dos outros dois. Organizagdo similar foi reportada por NIKEL et al.
(2006) encontrada na cepa Azotobacter sp. FAS8.
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Como ja mencionado, a enzima PHA sintase (PhaC) desempenha um
papel crucial na biossintese de PHAS, atuando de forma a catalisar a converséo de
substratos (R)-hidroxialcil-CoA a PHAs, com a eliminagdo concomitante de uma
molécula de CoA. Segundo estudo realizado por TIAN; SINSKEY; STUBBE
(2005) o inicio da sintese realizada por enzimas desse tipo requer a ativacdo do
grupo tiol do residuo de cisteina do sitio ativo da PhaC pela histidina conservada
no mesmo sitio ativo, permitindo um ataque nucleofilico na ligacédo tioéster do
substrato (R)-3-hidroxiacil-CoA, liberando concomitantemente uma molécula de
CoA e formando um intermediario enzima-substrato. Um residuo de acido
aspartico da PhaC ativa o grupo hidroxila da ligacao de outro substrato, que entdo
ataca a ligacdo tioéster localizada entre uma segunda unidade de substrato e a
cisteina do sitio ativo de uma segunda subunidade PhaC, juntando-se as duas
moléculas. O substrato de entrada € entdo ligado covalentemente a cisteina livre
e, apobs ativacdo de seu grupo hidroxila, o proximo ataque nucleofilico estendera
a cadeia de poliéster por outra unidade. Um exemplo da estrutura de uma PhaC
estudada por CHEK et al. (2017), com destaque para o0s sitios ativos envolvidos
na reacdo de polimerizacéo e a representagédo da proposta do mecanismo para essa

reacdo sao apresentados na Figura 4.6.
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FIGURA 4.6 — A) Estrutura tridimensional da enzima PhaC de Chromobacterium
sp. USM2 e os sitios ativos envolvidos na polimerizacdo de monémeros para a
producdo de PHAs (Adaptado de CHEK et al., 2017); B) Mecanismo de reagéo
da enzima PhaC proposto por TIAN; SINSKEY; STUBBE, 2005.

Os genes phaC foram identificados no genoma das duas cepas
estudadas, sendo que a sequéncia de aminoacidos da PhaC de Delftia sp.
apresentou 629 aminacidos (1890 pb) enquanto a sequéncia da enzima de

Aureimonas sp., apresentou 605 aminoacidos (1818 pb).
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Ao ser realizada a comparacdo de ambas as phaCs com a base de
dados GenBank, por exemplo, observou-se que para Delftia sp. diversos niUmeros
de acesso tiveram sua sequéncia de aminoacidos alinhada com identidade igual
ou maior a 99%, compreendendo em sua totalidade espécies do género Delftia.
Como exemplo podem ser mencionadas Delftia acidovorans (nimero de acesso
NCBI: WP_016445927.1, 99,68%), Delftia tsuruhatensis (nUmero de acesso
NCBI: WP_133072385.1, 99,68%) e Delftia lacustris (nimero de acesso NCBI:
WP_034363921.1, 99,36%). Os resultados orientam a classificacdo da PHA
sintase de Delftia sp. para a classe I. A cepa se mostrou capaz de produzir PHAS
de cadeia curta e, alem disso, ndo foram encontrados os genes phak e phaR. Desse
modo, é provavel que a PHA sintase do organismo em estudo ndo pertenga as
classes Il, Il e IV. HIROE; USHIMARU; TSUGE (2013) realizaram o estudo de
caracterizacdo da enzima PHA sintase derivada de Delftia acidovorans DS-17 que
foi classificada como sintase de classe I.

Para Aureimonas sp. foram encontrados dois nimeros de acesso com
sua sequéncia de aminoacidos alinhada com identidade igual ou maior a 97%, que
correspondem a espécie Aureimonas altamirensis (nimero de acesso NCBI:
WP_060600772.1, 98,51% e WP_232412305.1, 97,69%). Apesar de bactérias
dessa espécie apresentarem a enzima descrita como poli-(R)-acido
hidroxialcanoico sintase de classe I, ndo ha relatos na literatura da producéo de
PHAS por cepas do género Aureimonas.

Por fim, comparando-se as sequéncias de aminoacidos, as duas
PhaCs mostraram uma similaridade de 40,75%, com uma cobertura de 83% de
alinhamento entre elas (Apéndice 1). A PhaC da cepa Jeongeupia sp. USM3
reportada por ZAIN et al. (2020) mostrou 75% da sequéncia de aminoacidos
idéntica a Andreprevotia chitinilytica, organismo com quem apresentou maior
taxa de similaridade dessa enzima. A similaridade entre as PhaCs de diferentes
cepas confirma a autenticidade de enzimas desse tipo, mas também mostra a

conservacéo de algumas regides.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_016445927.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=YX0S99DT016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_133072385.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=YX0S99DT016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_232412305.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=YX27KU93016
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Genes relacionados as rotas de degradacdo desses polimeros também
foram buscados nos genomas de ambas as cepas. O PHA pode ser degradado
intracelularmente por enzimas depolimerases da bactéria sob condicbes de
estresse causadas pela limitacdo de fonte de carbono, na qual os granulos de PHA
acumulados nas células sdo hidrolisados a fontes de carbono e energia
(MADISON; HUISMAN, 1999; ONG et al., 2017). O PHB, por exemplo, €
primeiro degradado a mondémeros ou oligdmeros de 3-hidroxibutirato (como
dimeros, trimeros e tetrdmeros de 3-HB) pela enzima PHB depolimerase (Phaz).
Os oligdmeros de 3-HB séo hidrolisados a 3-HB pela enzima oligbmero hidrolase,
seguida da desidrogenacédo do 3-HB a acetoacetato (LU; TAKAHASHI; UEDA,
2014). Um modelo ciclico do metabolismo de PHA que mostra essa rota de

degradacéo € demonstrado na Figura 4.7.

O

CoA
HaC )’I\S/ o
Acetil-CoA
1

0] 0 0 0

6
)J\/U\ CoA M
~
HsC S HO CH

Acetoacetil-CoA

y
(o)
S/

(R)-3-Hidroxibutiril-CoA OH 0

! MCH

PHA 4 o N
Acido (R)-3-Hidroxibutirico

3

Acido acetoacético

FIGURA 4.7 — Representacdo das vias metabolicas de biossintese e degradacao
intracelular de PHA. 1: PhaA, B-cetotiolase; 2: PhaB, acetoacetil-CoA redutase;
3: PhaC, PHA sintase; 4: PhaZ, PHA depolimerase; 5: (R)-3-hidroxibutirato
desidrogenase; 6: Acetoacetil-CoA sintetase. Adaptado de WANG,; LIU, 2014.
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Apobs a busca desses genes relacionados a degradacdo de PHAs, foi
encontrado no genoma de Delftia sp. 0 gene responsavel pela codificacdo da
enzima D-(-)3-hidroxibutirato oligomero hidrolase (E.C. 3.1.1.22), também
encontrado nos genomas de Delftia sp. JD2 (MOREL et al., 2016) e Paucimonas
lemoignei (UCHINO et al., 2007). A presenca de trés D-beta-hidroxibutirato
desidrogenase (E.C. 1.1.1.30) também foram detectadas no genoma de Delftia sp.
De forma similar, as enzimas 3-hidroxibutirato oligomero hidrolase e 3-
hidroxibutirato desidrogenase foram identificadas e caracterizadas no trabalho
realizado por LU; TAKAHASHI; UEDA (2014), confirmando o envolvimento
dessas enzimas na degradacdo intracelular de polihidroxibutirato e
polihidroxivalerato em Paracoccus denitrificans. Em Aureimonas sp. ndo foram
identificados genes especificos relacionados a degradacéo desses polimeros.

O ciclo da B-oxidacdo resulta em uma fonte de substrato para a
biossintese de monomeros de PHAs. O intermediario da B-oxidagdo, trans-2-
enoil-CoA, é convertido em (R)-3-hidroxiacil-CoA pela acdo da enzima enoil-
CoA hidratase (R)-especifica ((R)-hidratase, PhaJ) e assim, PhaJs sdo capazes de
canalizar produtos da B-oxidacdo para a biossintese de PHA (KIHARA et al.,
2017), como demonstrado no esquema da Figura 1.7. Diante dessas observacoes,
foi realizada uma busca no genoma das bactérias em estudo voltada para essa via
metabdlica. O sequenciamento do genoma da bactéria produtora de PHA,
Halomonas sp. SF2003, em trabalho realizado por THOMAS et al. (2019), foi
capaz de identificar a enzima enoil-CoA hidratase/proteina da familia isomerase.
No genoma de Delftia sp. Foram detectadas cinco enzimas do tipo enoil-CoA
hidratase (E.C. 4.2.1.17), também encontradas no genoma de Delftia sp. JD2,
estudado por MOREL et al. (2016). Além dessas, foram identificadas trés enzimas
enoil-CoA hidratases de cadeia curta. JA no genoma de Aureimonas sp. foram
localizadas duas enzimas enoil-CoA hidratase (E.C. 4.2.1.17). Apesar de nao ser

possivel afirmar que alguma dessas enzimas identificadas exiba atividade
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especifica R-hidratase, sdo canditatas a estarem envolvidas no metabolismo de
PHA:S.

Um outro intermediario envolvido na p-oxidacdo é o isdmero (S)-3-
hidroxiacil-CoA. Devido a estereoespecificidade da enzima PHA polimerase uma
etapa biossintética adicional é necessaria para a sintese do mondémero (R)-3-
hidroxiacil-CoA (MADISON; HUISMAN, 1999). O estudo feito por MOREL et
al. (2016), que realizou o sequenciamento gendmico de Delftia sp. JD2, permitiu
a identificacdo da enzima 3-hidroxibutiril-CoA epimerase. Ambas as enzimas
identificadas séo responsaveis pela reacdo que catalisa a conversdo do isémero
(S)-3-hidroxibutanoil-CoA em (R)-3-hidroxibutanoil-CoA, que,
consequentemente, € usado pela PHA sintase (PhaC) para a sintese do PHA.
Apesar de identificada a presenca de mondmeros na condicdo utilizando 6leo
vegetal em Delftia sp. e Aureimonas sp., a sequéncia responsavel por codificar
alguma enzima capaz dessa conversdo entre os isomeros ndo foi detectada no
genoma de nehuma das cepas estudadas.

MOREL et al. (2016) também encontraram a enzima cetoacetil-CoA
redutase no genoma de Delftia sp. JD2. Essa enzima é responsavel pela conversédo
de 3-cetoacil-CoA em (R)-3-hidroxiacil-CoA para consequente formacéo de PHA
pela polimerase. O gene responsavel por codificar essa proteina também néo foi
identificado nas cepas estudadas.

As tentativas de compreender os mecanismos genéticos envolvidos
na biossintese de PHAs sdo amplas e envolvem diversos estudos, como a
amplificacdo de genes, criando copias relacionadas a sintese e acumulo de PHAs,
delecdo e a expressao heterdloga de genes possivelmente envolvidos. Em relacéo
aos resultados observados, a funcdo de cada enzima, atuando de forma conjunta
ou separadamente na biossintese de PHAS, ainda deve ser investigada. Assim
como reportado por HIROE et al. (2012), novos arranjos de operon em Delftia sp.
e Aureimonas sp. podem fornecer melhores taxas de producdo e acumulo

intracelular.
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4.2 Efeito de diferentes meios de cultivo no crescimento celular e
biossintese de PHAS

A triagem e otimizagao do meio de cultivo s@o os principais fatores
que desempenham um papel critico no crescimento celular e na expressao do
metabolito e que afetam diretamente a produtividade (RAO et al., 2019). Durante
0 crescimento bacteriano normal, a enzima 3-cetotiolase (PhaA) é inibida pela
coenzima-A livre que sai do ciclo de Krebs. Mas quando a entrada de acetil-CoA
no ciclo de Krebs é restrita (restricdo de N e P), que limitam a formacéo de
enzimas (durante a limitagcdo de nutrientes ndo carbonicos), o excesso de acetil-
CoA e canalizado para a biossintese de PHB (RAY et al., 2016). Considerando o
fato, é essencial estudar o efeito da interacdo do carbono e fonte de nitrogénio em
varias concentragdes para a producdo de PHA. Desse modo outra etapa do
trabalho consistiu em avaliar a producdo de PHAs em Delftia sp. e Aureimonas
sp. utilizando fontes de carbono que poderiam ser interessantes para tornar a
producdo desses materiais economicamente mais atrativas e verificar a influéncia
desses substratos no acumulo desses polimeros. Essa etapa envolve um estudo
qualitativo de mondmeros de PHA produzidos pelas cepas com base nas analises
por GC-MS.

Diversos trabalhos tém reportado que a concentragcdo de nitrogénio
no meio de cultivo influencia fortemente a producdo de PHAs intracelulares
(OJHA; DAS, 2018; RAO et al., 2019; VERLINDEN et al., 2011). VERLINDEN
et al. (2011) reportaram que a partir de experimentos de raio-X verificou-se que o
meio de cultura complexo TSB (caldo triptona de soja) contém cerca de 4,4 g/L
de nitrogénio, sendo a maior parte proveniente de aminoacidos de cadeia curta.
Em contrapartida, o meio salino utilizado por eles, continha cerca de 0,35 g/L de
nitrogénio. De modo similar, no presente trabalho o meio de cultura LB, um meio
complexo, e 0 meio salino descrito por FUKUDA; NAGATA; TANIGUCHI
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(2002), foram utilizados nesses experimentos para avaliar a influéncia da
concentracdo de nitrogénio no crescimento celular e producdo de PHAs.

Apbs os cultivos e a obtencdo das células secas de cada experimento,
estas foram submetidas ao processo de metandlise para serem analisadas por GC-
MS sem a necessidade de extracdo do polimero. Apos essa reacdo de extracdo e
derivatizacdo simultanea ocorrida para cada condicdo experimental, foi realizada
a injecdo da fase organica no GC-MS. A Figura 4.8 mostra as etapas realizadas

das amostras desde o cultivo até a etapa de extracdo para posterior analise.

FIGURA 4.8 - Etapas de obtencdo de biopolimeros PHAs, desde o cultivo até a
etapa de extracdo. A) Erlenmeyers utilizados para o cultivo celular; B) células
precipitadas apés centrifugacdo; C) células apos a etapa de liofilizacéo; D) tubos
de ensaio contendo células secas para a medida da massa seca celular; E) meio

reacional apds a extracdo e derivatizagéo.

Os PHAs produzidos para cada condicdo foram caracterizados em
termos de estrutura monomérica e composi¢cdo por GC-MS. Os cromatogramas

obtidos para cada condicdo em Delftia sp. séo apresentados na Figura 4.9.
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FIGURA 4.9 - Cromatogramas obtidos apds metandlise das células de Delftia sp.
cultivadas nos meios avaliados. A) Cromatograma de ions totais (TIC); B)
Ampliacédo da regido entre 4,5 e 6,75 min, com destaque para o sinal do monémero
metilado 3-HBMe (T.r. 5,49 min).

Os cromatogramas mostram uma grande quantidade de compostos
presentes nos extratos de Delftia sp., derivados de reacOes paralelas e
componentes celulares. E possivel notar que nas condicdes em que foi observada
grande quantidade de massa celular produzida tem-se uma quantidade ainda maior
de compostos, sendo muitos deles identificados como ésteres metilicos de &cidos
graxos, como por exemplo o &cido oleico (T.r. 14,59) e o acido palmitico (T.R.

14,70), provavelmente derivados da estrutura celular microbiana. O
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cromatograma do branco da reacdo, bem como os de todas as condigbes que
passaram pela reacdo de metandlise, apresentaram um sinal muito proximo ao do
monomero 3-HBMe, com T.r. de 5,57 min. Esse pico foi identificado atraves da
biblioteca NIST®17 como sendo a molécula dimetil sulfato, resultado da reacéo
paralela de metoxilacdo da molécula de acido sulfarico por metanol.

O produto de interesse, 3-HBMe, que foi utilizado como referéncia
para avaliar a quantidade de PHA produzida, qual foi observado com tempo de
retencao de 5,49 min.

O perfil de fragmentacéo para a molécula de interesse 3-HBMe, bem
como as propostas de mecanismos de fragmentacao que levam aos principais ions

observados sdo representados na Figura 4.10.

1 x10.000)

s
] 74
05: ar 103
E 58
0.0J , IH Al |“ .l‘ ’11}.'
50

100 R

OH O
O/
'
OH O
O/
L e l “a
(03 o " (\Jj%'*
3% Y OH (0D Sall

+ * H
OH, OH OH + o+ NI
O 0 O\ (0]
Z N |
) uo - A A \o/ . )\O _
. + + -+
C,H;0 C4H,05 C4H;70, C,H;0, C;H¢0,
MW: 45,03 MW: 103,04 MW: 87,04 MW: 59,01 MW: 74,04

FIGURA 4.10 - Espectro de massas e proposta de fragmentacdo da molécula do
monomero metilado, 3-hidroxibutirato de metila (Adaptado de PERLATTI,
2016).
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Para algumas das condi¢cbes de cultivo avaliadas, além do
mondmero 3-HBMe, também foram identificadas as moléculas metiladas dos
mondmeros 3-HV (T .. 6,75 min), 3-HO (T.g. 9,69 min) e 3-HD (T.r. 11,27 min)
(Apéndice 2). Os sinais dos monémeros foram integrados para se obter uma
proporcéo relativa (mol %) da presenca de cada monémero em cada condicéo
estudada. Os dados obtidos para cada condicdo de massa seca celular e a
composicdo monomeérica dos PHAs produzidos, caracterizados por GC-MS, sdo

apresentados na Tabela 4.6.

TABELA 4.6 — Valores de massa seca celular e composicdo monomérica dos
PHAs produzidos por Delftia sp. cultivada em diferentes meios de cultivo. As
celulas foram cultivadas em 100 mL de cada meio de cultivo acrescidas dos

substratos mencionados na Tabela 3.4, durante 72 h a 28°C.

Composicao PHA (mol %)

Cepa/ Massa seca 3-HB 3-HV 3-HO 3-HD
Substrato celular (g/L) (C4) (C5) (C8) (C10)
Delftia sp.

Soro de Leite 0,17 a+ 0,00 100 ND ND ND
Meio Complexo
et 152b+0,01 ND ND 3950001 60,50+ 0,01
Glicerol 2,34 ¢ +0,03 8530+2,80 2,80+0,10 4,10 +£ 0,90 7,80 2,00
Oleo vegetal 2,88d+ 0,05 20,40 + 4,00 ND 2490+0,60 54,70+ 3,40
Lignina 0,26 a + 0,00 ND ND 37,70 £ 2,80 62,20 + 2,90
Meio salino
Controle 0,05a+0,00 ND ND ND ND
Oleo vegetal 0,37a+0,01 ND ND ND ND

Os resultados correspondem as médias dos experimentos em triplicata. A composi¢do dos PHAs foi determinada por GC-MS
através da identificagdo dos monémeros metilados.

ND: nédo detectado. Resultados dos testes acompanhados de mesma letra ndo possuem diferenca estatistica significativa. Teste
Scott-Knott com 95% de significancia.

De modo geral, com base nos resultados obtidos podemos notar que

houve diferenca tanto no crescimento celular quanto na composi¢do dos PHAS
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apenas mudando a composicdo dos meios de cultivo. Com base nos valores da
Tabela 4.6 ¢é possivel observar que as condi¢fes que utilizaram meio complexo
foram as que resultaram em maiores valores de crescimento celular e maior
variacdo da composicdo monomerica. Pode-se observar, por exemplo, que s6 em
meio LB foi observado um valor de massa celular de 1,52 g/L e foram
identificados os monémeros de cadeia média 3-HO (39,50%) e 3-HD (60,50%).
Esse comportamento observado no cultivo de Delftia sp. em meio LB sugere a
possibilidade dessa cepa possuir metabolismo tipo 11 em relagéo a fase de acimulo
do polimero, também observada na espécie produtora de PHA Ralstonia
solanacearum (ALVES et al., 2019). De acordo com MACAGNAN et al. (2017),
em bactérias desse tipo pode ser observado acumulo de PHA nas células que ainda
estdio em fase de crescimento, sem que haja necessariamente restricdo de
nutrientes.

O metabolismo do glicerol envolve a formacdo de piruvato e
posteriormente do acetil-CoA, precursor da sintese de PHB, e por isso, pode ser
utilizado como substrato para a producdo desses biopolimeros (DA SILVA,;
MACK; CONTIERO, 2009). Em estudo anterior do grupo de pesquisa, realizado
por DENADAE (2018) utilizando Delftia sp. em meio salino e glicerol como
Unica fonte de carbono e energia, foi obtido um valor de massa seca de 1,88 g/L
e identificado um Unico mondmero, o 3-HB. Ao ser adicionada a mesma
quantidade de glicerol em meio LB o crescimento de aumentou mais de 1,5 vezes.
Além disso, a adi¢do dessa fonte de carbono permitiu a identificacdo de quatro
monoémeros: 3-HB (85,30%) e 3-HV (2,80%), além de 3-HO (4,10%) e 3-HD
(7,80%), presentes apenas quando em meio LB, sendo 3-HB produzido em maior
fracdo. 1sso indica que a bactéria Delftia sp. foi capaz de produzir um copolimero
scl-co-mcl PHA na presenca de glicerol em meio complexo. Caso similar foi
reportado no trabalho realizado por RAZAIF-MAZINAH et al. (2017), que
avaliaram o efeito do glicerol como Unica fonte de carbono e energia na fracéo

molar dos mondmeros produzidos por Delftia tsuruhatensis BET002. Os autores
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identificaram os monémeros 3-HB (82,4%) e 3-HV (12,3%), 3-HO (1,7%) e 3-
HD (3,5%), com frac6es molares muito similares as encontradas nesse trabalho.
Ao observar a Figura 4.9 também é possivel notar o sinal do 3-HB muito intenso,
0 que pode indicar um grande potencial de producdo do polimero nessa condicdo.
O estudo feito por VERLINDEN et al. (2011) reportou que Cupriavidus necator
atingiu maior massa celular seca e maior concentracédo de PHB em meio TSB (alto
nitrogénio) do que em BSM (baixo nitrogénio) apds a adicdo de substrato.
Aparentemente, a adicdo de glicerol no meio complexo foi responsavel por
desviar a producéo de 3-HO e 3-HD para 3-HV e majoritariamente para 3-HB.

Com relacdo a producdo de PHAs utilizando oOleo vegetal como
substrato, foram observados crescimento celular e producdo de PHAs contendo
0s mondmeros 3-HB, 3-HO e 3-HD por Delftia sp. quando em meio complexo.
Além disso, essa condicdo apresentou o maior valor de crescimento celular dentre
todas as condicdes estudadas para Delftia sp. (2,88 g/L). Diante desses resultados
é possivel supor que a adicdo de 0leo vegetal ao meio de cultura complexo tenha
favorecido o crescimento e a producdo do monémero 3-HB. Utilizando-se esse
mesmo substrato em meio salino, observa-se um baixo crescimento celular (0,37
g/L) e ndo foi detectada a presenca de monémeros, indicando que esse meio nao
favoreceu a producdo de PHAs, possivelmente porque néo foi capaz de promover
as condicdes nutritivas necessarias para estimular o metabolismo de acumulacéo
de biopolimero.

O experimento que utilizou lignina em meio complexo mostrou um
valor de massa seca muito inferior quando comparado as demais condicgoes,
inclusive ao controle (0,26 g/L). A presenca da lignina no meio de cultivo pode
ter inibido o crescimento microbiano. Além disso, os mondmeros detectados (3-
HO e 3-HD) foram os mesmos e nas mesmas propor¢des presentes no meio
controle, sugerindo que a producdo monomérica observada teve relacdo com o
meio LB e néo devido a presenca da lignina como substrato. Para essa condi¢éo

foi realizado o estudo em meio salino, entretanto ndo foi observado crescimento
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celular. A lignina € um residuo da indudstria de papel amplamente produzido de
estrutura altamente complexa. Na natureza, a lignina inicialmente é degradada por
enzimas como lignina peroxidases, manganés peroxidases e lacases secretadas por
fungos de podriddo branca e marrom (MASAI; KATAYAMA; FUKUDA, 2007)
e a degradacédo da lignina produz derivados como acido p-cumarico, &cido cafeico,
acido ferulico e acido sinapinico, que podem ser metabolizados por varias cepas
bacterianas como Pandoraea sp. (KUMAR et al., 2017) e Pseudomonas spp.
(TOMIZAWA et al., 2014; WANG et al., 2018), por exemplo. Um estudo
realizado por KUMAR et al. (2017), reportou que os resultados obtidos para
biomassa e acumulo de PHA em Pandoraea sp. diminuiram quanto maior a
complexidade da estrutura dos intermediarios da lignina, levando a conclusao de
que a lignina precisa ser despolimerizada antes de ser utilizada de forma eficiente
pelos microrganismos.

Para os estudos envolvendo diferente relacdo C/N para Delftia sp.,
foi possivel observar que quanto menor essa relacdo mais favoravel se mostrou o
crescimento celular e acimulo e diversidade da composicdo monomeérica desses
polimeros. Comportamento contrario foi observado no estudo realizado por LI1U
et al. (2019) que identificou o acumulo do PHA poli(3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato) em Rhodospirillum rubrum, em meio de cultivo salino e frutose
como fonte de carbono, contendo a fracdo de 46,5% do mondmero 3-HV. Ja no
estudo realizado por JIN; NIKOLAU (2012) utilizando a mesma espeécie
bacteriana em meio RRNCO, que usa como fonte de carbono acetato de sédio em
pequena quantidade, extrato de levedura e NH,CI, foi obtido o0 mesmo PHA com
contetido do mon6mero 3-HV de 0,7%.
Portanto, as fontes de carbono e a relacdo C/N podem ser fatores importantes que
afetam o contetdo de PHA.

O soro de leite € uma fonte de nutrientes complexa e que apresenta
diversos componentes que trazem impactos positivos para ser utilizado como

substrato para a producdo de PHA. O soro € composto por acUcares (lactose,
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glicose, galactose), que podem ser utilizados pela bactéria como fonte de carbono,
proteinas sollveis, que podem servir como fontes de carbono complexas e de
nitrogénio, além de sais e pequenos componentes (como aminoacidos e vitaminas)
que podem servir de suporte para o desenvolvimento celular (OBRUCA et al.,
2011). Com base nos resultados da Tabela 4.6, o cultivo realizado em soro de leite
apresentou um valor de massa seca celular de 0,17 g/L. Apesar de ser um valor
relativamente baixo comparado as outras condicdes, a analise visual do sinal do
mondmero 3-HB produzido indica que essa condi¢do poderia ser uma forte
candidata a obter altos valores de rendimento polimérico (massa PHA/massa seca
celular * 100), ou seja, com a otimizacéo de alguns parametros de cultivo nessa
condicdo um grande acumulo intracelular de polimero pode ser alcancado.

Diversas pesquisas reportam sobre a producdo de PHAs que
compreendem mondmeros com unidades de cadeia curta e de cadeia média
(GUMEL; ANNUAR; HEIDELBERG, 2012; PINZON, 2015; RAZAIF-
MAZINAH et al., 2017). A combinacdo de monémeros PHA-scl e PHA-mcl no
polimero aumenta consideravelmente a flexibilidade e a qualidade do material
quando comparado ao polimero composto exclusivamente de PHA-scl, que é um
material relativamente rigido e quebradico (SUDESH; ABE; DOI, 2000).
Comportamentos como esses sugerem que apesar de algumas enzimas PhaC
sintases de classe | aparentemente terem mais afinidade com monémeros de
cadeia curta, também sdo capazes de incorporar mondmeros de cadeia média.

Os cromatogramas obtidos para cada condi¢cdo em Aureimonas sp.

sdo apresentados na Figura 4.11.
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FIGURA 4.11 - Cromatogramas obtidos ap0s metandlise das células de

Aureimonas sp. cultivadas nos meios avaliados. A) Cromatograma de ions totais

(TIC); B) Ampliacéo da regido entre 4,5 e 6,75 min, com destaque para o sinal do

mono6mero metilado 3-HBMe (T .r. 5,49min).

Para Aureimonas sp. apenas 0 monomero 3-HB foi identificado. O

sinal do mondmero foi integrado para se obter uma proporcao relativa (mol %) da

presenca da molécula em cada condicao estudada. Os resultados obtidos para cada

condicdo de massa seca celular e a composicdo monomérica dos PHAS

produzidos, caracterizados por GC-MS, sdo apresentados na Tabela 4.7.
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TABELA 4.7 — Valores de massa seca celular e composicdo monomeérica dos
PHAs produzidos por Aureimonas sp. cultivada em diferentes meios de cultivo.
As células foram cultivadas em 100 mL de cada meio de cultivo acrescidas dos

substratos mencionados na Tabela 3.4, durante 72 h a 28°C.

Composic¢éo PHA (mol %)

Cepa/ Massa seca 3-HB 3-HV 3-HO 3-HD
Substrato celular (g/L) (C4) (C5) (C8) (C10)
Soro de Leite 0,34a+0,01 100 ND ND ND

Meio Complexo

Meio controle 1,89 b + 0,00 ND ND ND ND
Glicerol 2,74 ¢+ 0,04 100 ND ND ND
Oleo vegetal 3,13 d +0,01 ND ND ND ND
Lignina 0,25a+ 0,00 ND ND ND ND
Meio salino
Controle 0,08 a+ 0,00 ND ND ND ND
Oleo vegetal 0,34a+0,00 100 ND ND ND

Os resultados correspondem as médias dos experimentos em triplicata. A composi¢do dos PHAs foi determinada por GC-MS
através da identificagdo dos monémeros metilados.

ND: nédo detectado. Resultados dos testes acompanhados de mesma letra ndo possuem diferenca estatistica significativa. Teste
Scott-Knott com 95% de significancia.

Os resultados referentes a bactéria Aureimonas sp. mostram que
apesar da producéo de PHA pela cepa, a variedade monomérica e as condicGes
em que é produzido sdo muito menores quando comparadas a Delftia sp. Apenas
trés condicdes permitiram a identificacdo do monémero 3-HB: soro de leite,
glicerol em meio complexo e 6leo vegetal em meio salino.

Das diferentes fontes de carbono avaliadas em meio complexo,
apesar dos elevados valores de crescimentos celular, apenas na condi¢cdo com
glicerol foi identificado um pequeno sinal do mondmero. O valor de massa celular
obtido foi de 2,74 g/L e foi observada a presenca apenas do monémero 3-HB. O
estudo feito por DENADAE (2018) realizando o cultivo de Aureimonas sp. em
meio salino com a adicéo de glicerol obteve um valor de massa seca de 0,44 g/L
e a identificacdo do mondmero 3-HB. A condicao usando soro de leite apresentou
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um valor de massa seca de 0,34 g/L e da mesma forma observada em Delftia sp.
para essa condicdo, a analise visual do sinal do monémero 3-HB produzido indica
que essa condicdo poderia ser uma forte candidata a obter altos valores de
rendimento polimérico.

Outra condicdo que evidenciou a producéo de biopolimero foi a que
utilizou 6leo vegetal como unica fonte de carbono em meio salino. Para essa
condicéo foi obtido um valor de massa seca de 0,34 g/L e foi identificado um sinal
para a molécula de 3-HBMe. Diante desses resultados € muito provavel que o
metabolismo dessa bactéria seja capaz de desviar intermediarios da oxidacdo de
acidos graxos para a sintese de PHAS e que esses valores observados possam ser
melhorados para essas condicbes em estudos futuros. Em contrapartida, a
utilizacdo do mesmo substrato em meio complexo induziu o crescimento celular
que obteve o valor maximo de 3,13 g/L, entretanto ndo foi observado acumulo de
PHA nessa condicdo. Durante o crescimento bacteriano normal, a 3-cetotiolase
(PhaA) sera inibida pela coenzima-A livre que sai do ciclo de Krebs, mas quando
a entrada de acetil-CoA no ciclo de Krebs é restrita (durante a limitacdo de
nutrientes que ndo sejam fonte de carbono), o excesso de acetil-CoA ¢ canalizado
para a biossintese de PHB (VERLINDEN et al., 2007) (Figura 4.12).
Provavelmente, para essa bactéria, os componentes do meio complexo
responsaveis pelo desenvolvimento celular ainda estavam presentes no meio e néo
houve esgotamento e desbalanco nutricional suficiente que induzisse a producao
de PHA.
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FIGURA 4.12 - Diagrama esquematico da regulacdo do metabolismo dos PHAs.
Adaptado de VELAZQUEZ-SANCHEZ et al., 2020.

Dados os diferentes comportamentos observados quando comparada
a producdo de PHA, tanto com relacdo ao uso de diferentes substratos
empregados, quanto a diferente composi¢do monomérica produzida, é notavel que
as duas cepas estudadas apresentam diferentes rotas biossintéticas envolvidas, o
que pode estar relacionado com a diferenca da composicdo e organizacdo do
genoma das duas bactérias.

Desse modo, apesar das cepas terem sido capazes de produzir PHA
utilizando oleo vegetal como substrato, ndo é possivel afirmar se esse precursor
de PHA é produto de uma reacdo catalisada por uma hidratase, pela atividade da
epimerase do complexo [-oxidacdo ou por uma 3-cetoacil-CoA redutase

especifica.

4.3 Desenvolvimento e validacdo do método de analise por GC-

MS para analises quantitativas

Em termos de método de anélise de PHAs, a cromatografia gasosa se
mostra como método padrdo para a identificacdo e quantificacdo dessas
moléculas, mostrando alta preciséo e reprodutibilidade. Para esse tipo de anélise,
€ necessario o desenvolvimento de um método altamente sensivel para a
quantificacdo dos PHAs (KHOK et al., 2020). Desse modo, 0 método por GC-MS
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se mostra como uma abordagem rapida e precisa para identificar os mondmeros
de PHASs e sua composicao dentro das células (HUANG et al., 2018).

O metodo desenvolvido por DENADAE (2018) em estudos prévios
do nosso grupo de pesquisa foi tomado como base para a analise dos mondémeros
em investigacdo. ModificacGes foram realizadas para que o método se
enquadrasse ao uso pretendido nesse estudo.

O cromatograma obtido utilizando-se o método analitico
desenvolvido, em modo full scan, para a analise dos monémeros metilados
estudados 3-metilhidroxibutirato e 3-metilhidroxivalerato e o padrdo interno,

pode ser observado na Figura 4.13.
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FIGURA 4.13 — Cromatograma obtido da solucdo padrdo dos compostos
estudados em cloroférmio (T.g. = 6,00 min — 3-hidroxibutirato de metila; T.r. =
7,28 min — 3-hidroxivalerato de metila; T.r.= 8,78 min — Benzoato de metila). As

condi¢Oes de analise séo apresentadas nas Tabelas 3.5 e 3.6.

Para provar a confiabilidade do método analitico desenvolvido e a
aplicacdo satisfatoria de seus parametros na analise de monémeros de PHAS,
foram investigados parametros como seletividade, linearidade, efeito de matriz,

limites de deteccdo e quantificacéo, precisao e exatidao.
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4.3.1 Seletividade

A seletividade é a primeira etapa no desenvolvimento e validacédo de
um metodo analitico e consiste na capacidade do método de avaliar, de forma
inequivoca, as substancias em estudo na presenca de componentes que podem
interferir na sua determinacdo em uma amostra complexa (RIBANI et al., 2004).
Para essa avaliacdo, foi utilizado o extrato da bactéria Delftia sp. em meio LB
como matriz, em que ndo foi identificada a presen¢a do monomero 3-HB, em um
primeiro momento.

N&o foi observado o sinal do mondmero para o experimento em meio
LB nas analises qualitativas, utilizando-se 0 método analitico com um split mais
alto e modo de varredura total de ions. Entretanto, ao ser utilizado o método
analitico em modo SIM, que € mais sensivel e seletivo, pode-se observar uma
pequena quantidade do analito formada (Figura 4.14A). Se tratando de um extrato
bacteriano, pode-se esperar uma grande quantidade de compostos celulares que
possam interferir nas analises quantitativas, entdo foi importante explorar uma
forma de obter essa matriz isenta do analito. Sendo assim, a secagem do solvente
do extrato (cloroformio), seguida da ressuspensdao com o mesmo solvente se
mostrou como uma maneira eficiente de manter a composicdo da matriz e a
auséncia do analito (Figura 4.14B).

As Figuras 4.14C e D mostram exemplos dos resultados de
seletividade apds o processo de secagem do solvente, tanto para amostra do
extrato de Aureimonas sp. quanto para o extrato de Delftia sp. Observa-se que a
regido dos picos referente ao analito 3-HB ndo sofreu nenhuma interferéncia por
meio de possiveis compostos produzidos pelas bactérias, possibilitando assim,

uma quantificacdo mais assertiva das amostras.
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FIGURA 4.14 - Seletividade do método analitico desenvolvido. A)
cromatograma do extrato de Delftia sp. antes do processo de secagem do solvente;
B) cromatograma do extrato apos o processo de secagem, utilizado como matriz;
C) exemplos de cromatogramas comparando a seletividade do método
desenvolvido para Delftia sp.; D) exemplos de cromatogramas comparando a

seletividade do método desenvolvido para Aureimonas sp.

4.3.2 Linearidade e efeito de matriz

Foi construida uma curva de calibracdo para o analito de interesse, a
fim de avaliar a linearidade do método desenvolvido. A curva de calibracdo é
referente ao modelo matematico capaz de estabelecer uma relagéo entre a resposta
instrumental (area do pico cromatografico) e a concentracdo do analito
(CASSIANO et al., 2009). Além disso, para evitar imprecisdo do metodo de
padronizacdo externa, devido a possiveis variaces de temperatura, vazao de gas,
variacbes no autoinjetor, etc. durante as analises, a curva de calibracdo foi
construida utilizando-se 0o composto benzoato de metila como padrdo interno.

Usar o padrdo interno € uma maneira de corrigir erros aleatorios durante as
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analises, de modo que a quantificacdo € feita por meio da razéo do sinal do analito
e o sinal do padréo interno (RIBANI et al., 2004).
A Figura 4.15 mostra as curvas de calibracdo obtidas, construidas em

solvente puro e em matriz.
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FIGURA 4.15 - Curvas de calibracdo referentes ao monémero 3-HB. A) em
solvente puro (cloroférmio); B) em matriz (extrato do meio de cultivo LB para

Delftia sp. isento do analito).

Muitas vezes a falta de precisdo de um método cromatografico pode
estar relacionado ao efeito de matriz (PINHO et al., 2009). Desse modo foi
utilizado o método de superposicdo de matriz, que se refere a construcdo de uma
curva de calibracdo através da adicdo do padrdo do analito em diferentes
concentragdes a uma matriz similar a da amostra, mas que seja isenta do composto
de interesse (RIBANI et al., 2004).

Para as duas curvas obtidas ajustou-se um modelo quadratico, uma
vez que o modelo linear previamente empregado para o conjunto de dados obtido
ndo apresentou boa correlacdo e dispersdo dos residuos. Esse ajuste pode ser
necessario quando sdo usados determinados detectores, como a espectrometria de
massas, por exemplo. Além disso, foi atribuido peso de 1/A, um método que
aplica uma regressdo ponderada, tendo como finalidade dar maior importéncia

para os resultados com baixa varidncia e menor importancia para resultados com
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alta variancia (CASSIANO et al., 2009). De fato, 0 ajuste para um modelo
quadratico mostrou resultados satisfatorios, como valores de r e r? de 0,999 para
a curva em solvente e 0,998 e 0,999 para a curva na matriz, representando valores
satisfatorios ja que a ANVISA (2017) recomenda valores de r e r? de 0,990 e
0,980, respectivamente.

Em um modelo quadratico, também conhecido como equacdo de
segundo grau, o coeficiente angular estabelece a concavidade da parabola.
Através da comparacdo das duas curvas e suas respectivas equacoes de regressao,
pode ser observado que a curva construida em solvente puro apresentou um valor
do coeficiente a positivo, indicando a concavidade para cima; ja a curva em matriz
apresentou um valor de a negativo, demostrando a concavidade para baixo. Esses
valores mostram diferenca significativa entre as curvas, indicando que o ndo uso
de matriz para quantificacdo poderia levar a uma quantificacdo equivocada. Desse
modo, consideramos que houve efeito de matriz e as amostras foram quantificadas

pela curva de calibragdo construida na matriz.

4.3.3 Limite de deteccdo e Limite de quantificacéo

Para estimar o limite de operacdo do equipamento e o inicio da faixa
de trabalho foram determinados os limites de detecgéo e quantificacdo. Uma série
de diluicBes sucessivas das amostras foram realizadas contendo o padréo de 3-HB
em matriz até que fossem alcancados valores de sinal/ruido proximos a 10 e 3
para LoQ e LoD, respectivamente. Os valores alcancados de LoD e LoQ foram
de 10 e 15 pg/mL.

4.3.4 Precisdo e Exatidao

A precisdo e exatiddo do método foram estimadas por meio das

analises de trés concentracdes distintas, sendo cada concentracdo injetada como
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réplicas auténticas, em quintuplicata. As trés concentracbes avaliadas
correspondem a pontos diferentes das concentracGes da curva, sendo eles 18,0;
600 e 900 pug/mL. Os resultados de precisédo e exatiddo estdo dispostos na Tabela
4.8.

TABELA 4.8 - Valores de precisao e exatiddo obtidos para o método quantitativo

de analise do mondmero 3-HB.

Concentragao Concgntragéo . Precisao
Amostra teorica (ug/mL) experimental Exatidao (%) (%)
(ng/mL)

CQ1 réplical 17,6 97,9
CQIl _réplica2 18,3 101,4
CQIl _réplica3 18,0 15,7 87,1 6.78
CQI _réplicad 18,0 100,3 ’
CQ1 _réplica5 16,2 89,8

Média 17,2 95,3
CQ2 réplical 578 96,4
CQ2 réplica2 595 99,1
CQ2 réplica3 600 558 93,1 )83
CQ2._réplica4 558 93,0 ’
CQ2 réplica5 585 97,5

Média 575 95,8
CQ3 reéplical 922 102
CQ3 _réplica2 887 98,5
CQ3 réplica3 900 878 97,6 331
CQ3_réplica4 905 101 ’
CQ3 réplicas 954 106

Média 909 101

Os resultados mostrados na Tabela 4.8 sugerem que o método
desenvolvido se mostrou preciso e exato. Os valores de exatidao variaram entre
87,1 e 106% e os de preciséo, entre 2,83 e 6,78. CASSIANO et al. (2009) reporta
que na analise de pequenas moléculas em matrizes biologicas, os valores de
precisdo e exatiddo determinados para cada concentracdo dos controles de

qualidade devem estar no intervalo de 15%, e no caso do LoQ, ndo deve
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ultrapassar 20%. Dessa forma, os resultados obtidos se enquadram nesses limites

e se mostram satisfatorios, apesar da complexidade da matriz em estudo.

4.4 Planejamento Fatorial para o estudo de variaveis e seus efeitos

A otimizacdo de parametros experimentais relevantes €,
provavelmente, uma das etapas mais criticas de um trabalho cientifico,
principalmente daqueles que tém como objetivo o desenvolvimento de processos
tecnoldgicos aplicaveis em larga escala (PERALTA-ZAMORA; MORAIS;
NAGATA, 2005). O estudo e conhecimento das variaveis envolvidas em um
processo biotecnoldgico de crescimento celular e producdo de PHAS se mostra
como uma importante estratégia para a otimizacgéo de processos em grande escala.

A avaliagdo das variaveis através de experimentos utilizando “um-
fator-de-cada-vez” se mostra como um método adequado para identificar alguns
fatores mais importantes e suas faixas operacionais (teis, mas no entanto, esses
experimentos raramente avaliam o efeito dos fatores ao mesmo tempo e suas
interacOes, podendo apresentar como respostas valores ndo ideais (BIGLARI et
al., 2018). Desse modo, com base em estudos prévios (DE PAULA et al., 2019;
DENADAE, 2018), foi possivel estabelecer as variaveis a serem estudadas, bem
como a faixa operacional utilizada para o cultivo das cepas bacterianas em estudo
(Tabela 3.8 € 3.9).

De acordo com os resultados de triagem, o planejamento foi
empregado para avaliar como respostas a quantidade de biomassa (g/L), a
concentracdo do mondmero 3-HB (g/L) e o rendimento biopolimeérico (%) sob
diferentes condicdes de cultivo. Assim, um planejamento fatorial completo 22 foi
realizado para investigar a influéncia de parametros de condi¢cdes de cultivo em
diferentes meios. Os planejamentos foram realizados em dois niveis com 4 pontos

centrais, totalizando 12 experimentos para cada condi¢do. As Tabelas 4.9 e 4.11
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apresentam os experimentos propostos pelo planejamento experimental para cada

condicdo e as respectivas respostas (variaveis dependentes) obtidas.

TABELA 4.9 - Matriz do planejamento fatorial contendo as variaveis codificadas
e as respostas obtidas para a avaliacdo de cultivo de Delftia sp. em glicerol em

meio complexo e/ou soro de leite.

Variaveis Respostas
Massa seca celular Concentracdo 3-HB Een?.'m? qto
_ (/L) (/L) ipo |0;ner|co
Experimento Vi V2 V3 (%)

Soro Soro de Soro

Glicerol de Glicerol leite Glicerol de
leite leite
1 -1 -1 -1 0,75 0,31 2,77x10° 4,66x103 0,37 1,49
2 1 -1 -1 0,00 1,14 0,00 4,39x103 0,00 0,38
3 -1 1 -1 2,00 0,49 7,31x10° 1,64x107? 0,37 3,36
4 1 1 -1 0,52 1,96 1,79x10° 1,92x10? 0,34 0,98
5 -1 -1 1 2,56 0,56 3,16x102  4,24x10% 1,23 0,76
6 1 -1 1 0,94 2,60 277x10° 1,30x1071 0,29 4,98
7 -1 1 1 4,05 0,36 0,00 4,83x10°® 0,00 1,35
8 1 1 1 4,30 2,39 1,19x10'  3,00x107 2,77 1,26
9 0 0 0 2,36 156 6,71x10%2 9,74x107? 2,85 6,26
10 0 0 0 2,47 1,85 6,64x10%? 1,65x101 2,69 8,94
11 0 0 0 2,88 1,89 6,92x10? 8,98x10? 2,40 474

12 0 0 0 2,40 1,76  7,81x102%  9,41x10? 3,26 5,34

V1: concentragdo de substrato (%, v/v); V2: tempo (h); V3: agitagdo (rpm); -1: nivel inferior, O: ponto central, 1:
nivel superior das variaveis.

Nesses estudos, pode-se observar uma alta variabilidade entre as
respostas para os estudos nos dois meios de cultivo para Delftia sp., mostrando
que as varidveis dependentes foram influenciadas pela variagdo dos fatores
estudados. Os resultados obtidos para massa seca, concentracdo de PHB e
rendimento biopolimérico utilizando-se o glicerol em meio complexo, variaram
de 0,00 a 4,30 g/L, 0,00 a 1,19x10* g/L e 0,00 a 3,26%, respectivamente. Os

resultados de massa seca celular foram maiores do que os encontrados no trabalho
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de RAZAIF-MAZINAH et al. (2017), que observaram crescimento de até 1,8 g/L
por Delftia tsuruhatensis Bet002 em meio de cultivo com glicerol. Os resultados
de rendimento de PHA reportados foram de até 4,5%, muito similares aos
observados nesse trabalho.

Ja utilizando-se soro de leite como substrato os resultados obtidos
variaram de 0,31 4 2,60 g/L, 4,24x103 a 1,65x10* g/L e 0,38 a 8,94%, para massa
seca, concentracdo de PHB e rendimento biopolimérico, respectivamente.
Resultados similares de massa seca celular foram obtidos por OBRUCA et al.
(2011) que obtiveram variacOes entre 0,75 e 2,99 g/L em um planejamento
experimental utilizando meio de cultivo com soro de queijo. Porém maiores
variagcOes foram encontradas para os resultados de concentragdo de PHB (0,01 —
1,06 g/L) e rendimento biopolimerico (1,90 — 35,49%).

Com base nos resultados obtidos, foram calculados os efeitos de cada
varidvel independente. Como foram estudadas trés respostas distintas foi
necessaria a aplicacdo da funcdo desejabilidade, que consiste em converter as
multiplas respostas em uma Unica, a partir dos valores de desejabilidade
individual (d;). A variavel dependente, concentracdo de PHB, g/L, foi considerada
a mais importante em termos de uma futura aplicacdo, por isso julgou-se
interessante a aplicacdo de peso 2 para o calculo da desejabilidade individual
dessa resposta. Os valores de desejabilidade individual e desejabilidade global
obtidos nos experimentos para Delftia sp. podem ser observados na Tabela 4.10.
Para esses estudos, os resultados desejaveis foram considerados o0s que
apresentaram maiores valores para todas as repostas (massa seca celular,

concentracdo de PHB e rendimento biopolimérico).
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TABELA 4.10 - Desejabilidades individuais e globais obtidas para os
experimentos usando meio complexo-Glicerol e soro de leite como substratos

para Delftia sp.

Complexo-Glicerol Soro de leite
Experimento

dicow)y dig-H)  iRend) D dicow)  digHp) di(Rend) D
1 0,17 0,00 0,11 0,02 0,00 0,00 0,13 0,00
2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,36 0,00 0,00 0,00
3 0,46 0,00 0,11 0,06 0,08 0,01 0,35 0,05
4 0,12 0,00 0,11 0,01 0,72 0,01 0,07 0,08
5 0,60 0,07 0,38 0,25 0,11 0,00 0,04 0,00
6 0,22 0,00 0,09 0,02 1,00 0,61 0,54 0,69
7 0,94 0,00 0,00 0,00 0,02 0,00 0,11 0,00
8 1,00 1,00 0,85 0,95 0,91 0,03 0,10 0,13
9 0,55 0,32 0,87 0,53 0,54 0,34 0,69 0,50
10 0,57 0,31 0,83 0,53 0,67 1,00 1,00 0,87
11 0,67 0,34 0,74 0,55 0,69 0,28 0,51 0,46
12 0,56 0,43 1,00 0,62 0,63 0,31 0,58 0,49

dicowy = desejabilidade individual referente & massa seca celular; dia.ve) = desejabilidade individual referente &
producéo do mondmero 3-HB; dirend) = desejabilidade individual referente ao rendimento biopolimérico; D =
desejabilidade global.

Com base nos dados obtidos, pode ser observado que o experimento
8 seria 0 melhor para otimizar a producdo de biopolimeros PHAs utilizando
glicerol em meio complexo para Delftia sp., com valor de D=0,95. Ja para 0 uso
de soro de leite como meio de cultivo, a melhor condigéo seria a do experimento
6, com valor de D=0,69.

Com base nos valores de desejabilidade global foram construidos os

gréaficos de efeito, como apresentados na Figura 4.16.
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FIGURA 4.16 - Graficos dos efeitos e porcentagem de cada efeito das variaveis
sobre o crescimento celular e acimulo de PHA em Delftia sp. nos meios glicerol
em meio complexo (A e B) e soro de leite (C e D). V1: concentracédo do substrato;

V2: tempo de cultivo; V3: agitacéo.

E possivel observar que todas as variaveis tiveram influéncia
significativa sobre o crescimento e producdo de biopolimero usando meio
complexo e glicerol (% maior que 10). A agitacdo (\V3), foi a que apresentou
maior impacto nas respostas, sugerindo que a taxa de aeragdo desempenha um
papel importante no processo de fermentag¢do. O impacto positivo demonstra que
0 aumento da aeracdo do sistema foi favordvel ao acimulo de biopolimero.
Resultados similares foram obtidos por MUSA et al. (2016) e ZAHARI et al.
(2012), em que velocidades de agitacdo acima de 150 rpm favoreceram o
crescimento celular e producdo de PHB por Bacillus sp., Enterococcus sp.,
Bacillus sp. e Citrobacter sp.. Em geral, P(3HB) € acumulado sob condicdes de
estresse que levam a uma reducdo no crescimento celular. O estresse pode ser

estimulado na forma de aeracdo limitada ou nitrogénio limitado, dentre outras
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coisas (BIGLARI etal., 2018). Por outro lado, a velocidade de agitagdo mais lenta
pode causar um agregado celular, tornando o meio mais heterogéneo, podendo,
eventualmente, causar diminuicdo no crescimento celular e afetar a producéo de
PHB (MUSA et al., 2016). A agitacdo ndo so fornece a mistura e homogeneizacao
celular, bem como a dispersdo de calor no caldo de fermentacdo, mas também
melhor aeracdo para as células aumentando a taxa de transferéncia de oxigénio
em todo o0 meio de fermentacdo (ZAHARI et al., 2012).

Ja no caso do uso de soro de leite, os resultados mostram que as
varidveis independentes concentracao de soro (V1) e taxa de agitacdo (V3) foram
as mais importantes quando comparadas com o tempo de cultivo (V2). O aumento
da concentracao de substrato e da agitacdo, levaram a maiores valores de resposta,
que por sua vez, contribui para resultados satisfatorios da producéo de PHAs. De
modo similar, um estudo feito por BIGLARI et al. (2018) identificou essas
mesmas variaveis independentes como importantes e positivas. A variavel tempo
de cultivo (V2) apresentou efeito negativo, ou seja, quanto maior o tempo do
experimento, menos favoravel foi o crescimento e a producdo do polimero. A
digestdo intracelular do PHA acumulado comecga assim gque o0 microrganismo
entra no estagio de esgotamento de nutrientes durante o processo de fermentacédo
e para atingir a maxima producdo de PHA pelo processo de fermentagéo, é
importante identificar a janela de tempo em que o acumulo de polimero é maior,
que deve ser logo antes do inicio da utilizacdo do polimero pela célula hospedeira
(RAY etal., 2016). E possivel propor que, com o passar do tempo do experimento
no meio contendo soro de leite, a rota de degradacdo de PHA de Delftia sp. tenha
sido estimulada devido ao esgotamento dos nutrientes. A identificacdo de genes
relacionados a rota de degradacdo desses polimeros para essa bactéria contribui
para essa hipotese. Comportamento distinto foi observado no caso do cultivo em
meio complexo com glicerol (V2 importante e positiva), provavelmente porque a

quantidade de nutrientes presente nesse meio foi maior, em comparagdo com 0
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soro de leite, e pode ter demorado mais tempo para se esgotar totalmente a ponto
de acionar da rota de degradacdo do polimero.

Os resultados mostram o impacto do meio de cultivo na producao de
PHA pela cepa estudada. Quando em meio complexo, a concentragédo de fonte de
carbono (glicerol) néo foi tdo impactante no processo quando comparada ao soro
de leite, adicionado diretamente em agua destilada. Desse modo, todos 0s
nutrientes presentes no meio de cultivo vieram dessa fonte, o0 que leva a pensar
que a lactose, proteinas e gorduras do soro podem ser melhor assimiladas pela
cepa Delftia sp.

Na Tabela 4.11 pode-se observar os 12 experimentos propostos pelo
planejamento experimental e as respostas (varidveis dependentes)
correspondentes obtidas para Aureimonas sp. utilizando meio de cultivo com soro
de leite. Nesse estudo tambem foi observada uma variabilidade entre as respostas;
0s resultados obtidos para massa seca, concentracdo de PHB e rendimento
biopolimérico variaram entre 0,14 e 1,94 g/L, 2,39x10* e 7,60x102 g/L e 0,09 e
7,18%, respectivamente. Para esse estudo e apesar de apresentar resultados de
crescimento e concentracdo de 3-HB menores quando comparados aos de Delftia
sp., em nenhuma das condi¢bes foram observados crescimento celular e

concentracdo de biopolimero iguais a zero.
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TABELA 4.11 - Matriz do planejamento fatorial contendo as variaveis
codificadas e as respostas obtidas para a avaliagdo de cultivo de Aureimonas sp.

em soro de leite.

Variaveis Respostas
Experimento Massa seca celular Concentracdo 3-HB Rendimento
Vi V2 V3 (g/L) (g/L) biopolimérico
(%)
1 -1 -1 -1 0,14 2,39x10* 0,18
2 1 -1 -1 0,50 4,58x10* 0,09
3 -1 1 -1 0,29 1,00x10°3 0,43
4 1 1 -1 1,67 4,00x10°3 0,22
5 -1 -1 1 0,32 2,30x1072 7,18
6 1 -1 1 1,55 3,70x102 2,35
7 -1 1 1 0,30 4,36x10* 0,15
8 1 1 1 1,94 4,40x10%2 2,25
9 0 0 0 1,26 6,70x107 5,32
10 0 0 0 1,26 5,40x107 4,31
11 0 0 0 1,51 7,60x1072 5,05
12 0o 0 0 1,22 5.20x10° 4,27

V1: concentragéo de soro de leite (%, v/v); V2: tempo (horas); V3: agitacao (rpm); -1: nivel inferior, 0: ponto
central, 1: nivel superior das variaveis.

Os valores de desejabilidade individual e desejabilidade global
obtidos nos experimentos em soro de leite para Aureimonas sp. séo apresentados
na Tabela 4.12.
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TABELA 4.12 - Desejabilidades individuais e global obtidas para os

experimentos usando soro de leite como substrato para Aureimonas sp.

Soro de leite
Experimento

dicow)  diz-HB)  di(Rend) D
1 0,00 0,00 0,01 0,00
2 0,20 0,00 0,00 0,00
3 0,09 0,00 0,05 0,01
4 0,85 0,00 0,02 0,03
5 0,10 0,09 1,00 0,21
6 0,78 0,23 0,32 0,39
7 0,09 0,00 0,01 0,00
8 1,00 0,33 0,30 0,46
9 0,62 0,78 0,74 0,71
10 0,62 0,51 0,60 0,57
11 0,76 1,00 0,70 0,81
12 0,60 0,47 0,59 0,55

diccow) = desejabilidade individual referente & massa seca celular;
diexey = desejabilidade individual referente a producéo do
mondmero 3-HB; digrend) = desejabilidade individual referente ao
rendimento biopolimérico; D = desejabilidade global.

Através dos resultados de desejabilidade apresentados na Tabela 4.12,
pode ser observado que os experimentos que utilizam as condi¢gdes do ponto
central demonstraram os melhores resultados para a producdo de biopolimeros
PHAs utilizando soro de leite como meio de cultivo para Aureimonas sp.

Com relacdo aos efeitos (Figura 4.17), o comportamento observado
para Aureimonas sp. nos experimentos utilizando-se no meio de cultivo o soro de
leite foi muito similar ao de Deltia sp., que apresentou efeito negligenciavel e
negativo para a variavel tempo de cultivo (V2). Em contrapartida, as variaveis
concentracdo de soro (V1) e taxa de agitacédo (\V3) foram as mais importantes.

A concentracdo de substrato € um parametro importante que permite o
conhecimento da quantidade de fonte de carbono necessaria para que esteja em

excesso no meio de cultivo e seja suficiente para estimular o desenvolvimento
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celular e acimulo de PHA. O efeito positivo da concentracao de soro de leite para
todas as condicdes estudadas indicou crescimento e acimulo de PHA favoraveis.
De fato, a concentracgdo de soro de leite ndo representa a concentracdo da fonte de
carbono em si, ja que diversos componentes, como lactose, glicose, gorduras e
proteinas podem compor o soro e exercer essa funcdo na célula. OBRUCA et al.
(2011) reporta que a diluicdo do soro e essencial para o crescimento celular e
acumulo de biopolimero, pois altas concentracBGes de lactose podem induzir a
inibicdo do crescimento microbiano, portanto é recomendada a diluicdo desse
subproduto para atingir melhor rendimentos de biomassa e PHB. Por se tratar de
um meio complexo ndo se sabe exatamente a composi¢ao quimica e concentracao
dos nutrientes do soro, entdo torna-se um desafio a associacdo do
desenvolvimento celular ao acumulo do polimero em busca de uma melhor
resposta. Mesmo assim, as duas cepas estudadas mostraram a capacidade de

assimilacdo direta dessa fonte de nutrientes sem pré-tratamento.
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FIGURA 4.17 - Graficos dos efeitos e porcentagem de cada efeito das variaveis
sobre o crescimento celular e acimulo de PHA em Aureimonas sp. no meio de
cultivo utilizando soro de leite (A e B). V1: concentracao do substrato; V2: tempo

de cultivo; V3: agitacéo.
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Comparando-se os valores obtidos para ambos 0s meios de cultivo
nos experimentos avaliados para Delftia sp., pode-se observar que, em geral, 0
crescimento celular foi maior nos meios contendo glicerol. Ja a concentragéo de
3HB e rendimento foram favorecidos nos experimentos que utilizaram o soro de
leite (Figura 4.18). Isso mostra que provavelmente o meio complexo com glicerol
manteve-se por mais tempo com quantidade de nutriente necessaria para a
manutencdo e desenvolvimento celular, o que pode justificar a menor
concentragdo de polimero, j& que o desbalanco nutricional pode nédo ter sido
suficiente para resultar em grande acumulo. Os experimentos em meio com soro
de leite, apesar de ser observado menor crescimento celular, possivelmente o
esgotamento de nutrientes, durante o tempo de cultivo avaliado, foi responsavel

pela maior taxa de acimulo de polimero nas celulas.
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FIGURA 4.18 — Influéncia do meio de cultivo (glicerol em meio complexo e soro
de leite) nas respostas avaliadas para Delftia sp. A) massa seca celular; B)
concentragdo de 3HB; C) rendimento biopolimérico. Os experimentos S&o

referentes aos planejamentos fatoriais apresentados na Tabela 4.9.
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Comparando-se os resultados de crescimento celular e producdo de
PHASs entre as duas cepas estudadas utilizando o mesmo meio de cultivo (soro de
leite) (Figura 4.19), € possivel observar que, de modo geral, Delftia sp. apresentou
desenvolvimento celular, concentracdo de 3HB e rendimento polimérico maiores
que Aureimonas sp., evidenciando que além do meio em que a fermentacao

ocorre, 0 maquinario celular de cada cepa se mostra como grande influenciador

na producao dos PHAS.
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FIGURA 4.19 - Influéncia da cepa bacteriana (Delftia sp. e Aureimonas sp.) nas
respostas avaliadas em meio de cultivo utilizando soro de leite A) massa seca
celular; B) concentracdo de 3HB; C) rendimento biopolimérico. Os experimentos

séo referentes aos planejamentos fatoriais apresentados nas Tabelas 4.9 e 4.11.

Desse modo, as melhores condicdes para o cultivo de Delftia sp. em
meio complexo e glicerol apresentaram massa seca celular de 4,30 g/L,
concentracdo de 3-HB de 0,121 g/L e rendimento polimérico de 2,77%. Para o

cultivo dessa cepa em meio com soro de leite, as melhores condicOes
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apresentaram massa seca celular de 2,60 g/L, concentracdo de 3-HB de 0,130 g/L
e rendimento polimérico de 4,98%. Ja para o cultivo de Aureimonas sp. em meio
com soro de leite, as condic¢des intermediarias do ponto central se mostraram mais
satisfatorias, com producdo de polimeros variando entre 0,052 e 0,076 g/L.
Resultados semelhantes a esses foram reportados por DE PAULA (2012) em que
foram realizados planejamentos fatoriais completos para diversas linhagens
selvagens de Pseudomonas aeruginosa. O maior valor obtido pelo planejamento
realizado para o cultivo de P. aeruginosa LMI 7a em meio mineral com glicerol
foram de 0,133 g¢/L, 1,33 g/L e 10,02% para producdo PHA, massa celular e
rendimento polimérico, respectivamente.

A partir dos resultados obtidos nos experimentos de planejamento
fatorial para as duas cepas foram realizados os calculos na tentativa de serem
obtidos os modelos de regressdo. Com base nos resultados das anélises de
variancia (Apéndice 4) foi observado que para todos os planejamentos realizados
os valores de F calculado foram muito menores que os de F tabelado, indicando
que as Médias Quadraticas da Regressdo e residuos (MQR e MQr) séo
estatisticamente iguais, ou seja, a regressao se confunde com o residuo em todos
0s casos. A partir das réplicas avaliadas também foi possivel calcular a Soma
Quadratica do Erro Puro (SQEP) e a Soma Quadratica devido a Falta de Ajuste
(SQFaj). O novo teste F que compara MQEP e MQFaj indicou que F calculado
foi maior que F tabelado para todos os planejamentos, indicando a incapacidade
do modelo de se ajustar aos pontos experimentais. Os valores de R? obtidos para
0s experimentos em meio complexo com glicerol para Delftia sp. e em soro de
leite para Delftia sp. e Aureimonas sp. foram 0,640; 0,361 e 0,249,
respectivamente, o que mostra que baixas porcentagens da variacdo total das
respostas poderiam ser explicadas pelos modelos. Segundo LUNDSTEDT et al.
(1998) valores de R?acima de 0,700 sdo aceitaveis no caso de dados obtidos de
origem bioldgica. Desse modo, ndo foi possivel propor modelos para 0s

planejamentos realizados.
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5 CONCLUSOES

O sequenciamento gendmico permitiu a identificacdo de possiveis
genes relacionados a producdo de PHAs em Delftia sp. e Aureimonas sp., bem
como o conhecimento da organizagdo desses genes no genoma de cada uma. No
genoma de Delftia sp. também foram identificados genes relacionados as rotas de
degradacéo desses polimeros. Os processos biotecnologicos de producdo de PHA
podem ser ainda mais satisfatorios criando-se estratégias de alimentacédo
adequada, deduzidas com base no conhecimento das vias de biossintese de PHAS
do microrganismo produtor.

Ambas as cepas se mostraram capazes de metabolizar diferentes
substratos para a producdo de PHAs, sendo Delftia sp. capaz de produzir
polimeros com diferentes composi¢cdes monoméricas, abrangendo mondémeros 3-
HB, 3-HV, 3-HO e 3-HD. Além da diferenca obtida com a variacao das fontes de
carbono, também foram observadas diferencas quando a mesma fonte de carbono
foi empregada em meio com mais ou menos fonte de nitrogénio, fortalecendo a
ideia de que a concentragao de nitrogénio no meio de cultivo, de fato, influencia
a producéo de PHAs.

O método analitico desenvolvido por GC-MS-SIM foi eficiente para
a analise quantitativa do monémero 3-HB, apresentando resultados satisfatorios
dos parametros de validagéo.

O planejamento fatorial completo indicou que as variaveis que
influenciam significativamente a producdo de PHAs foram concentracdo de
glicerol, tempo de cultivo e agitacdo para o cultivo de Delftia sp. utilizando
glicerol em meio complexo; e concentracgdo do soro de leite e agitacdo em soro de
leite para as duas cepas. Além disso, Delftia sp. e Aureimonas sp. apresentaram
comportamento semelhante quando cultivadas em soro de leite, com relacéo as

variaveis.
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As cepas estudadas se mostraram capazes de bioconverter fontes de
nutrientes alternativas como, por exemplo, subprodutos da industria alimenticia e
de biocombustivel em biopolimeros. Entretanto, aumentar a producdo de PHAS
com matérias-primas de baixo custo e disponiveis € o principal desafio atual para
0 desenvolvimento de uma producdo economicamente competitiva desses
materiais. A abordagem mais adotada para “superproduzir’” PHAs é a modificagdo
do metabolismo genético de cepas nao produtoras, ndo apenas em termos da
producéo em si (g PHA/g massa celular) mas também o volume produzido pode
ser aumentado varias vezes em comparagcao com cepas selvagens.

De maneira geral, esse trabalho abrange diversas areas do
conhecimento, como Quimica Organica, Microbiologia, Genetica e Biologia
Molecular, Ecologia Quimica, Quimica Analitica e Quimiometria. De maneira
integrada essas areas contribuiram para aumentar o conhecimento sobre as
bactérias Delftia sp. e Aureimonas sp., isoladas do inseto Diabrotica speciosa,
reconhecendo o grande potencial dessas cepas para producdo de metabdlitos de
grande interesse industrial e evidenciando que microbiomas podem ser fontes

biotecnologicas a serem exploradas, como o intestino de insetos-pragas.
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7 APENDICE

APENDICE 1 — Comparacdo entre o alinhamento das sequéncias de aminoacidos

das enzimas PhaC de Delftia sp. e Aureimonas sp. obtidos nesse trabalho.

Sequence ID: Query_3231 Length: 605 Number of Matches: 1

Range 1: 117 to 602 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
382 bits(982) 1e-129 Compositional matrix adjust. 216/530(41%) 284/530(53%) 49/530(9%)

Query 181 DKRFNTQSWADNPLTAATAATYLLNSRMLMGL-AEAVQADEKTRNRVRFAVEQWLAAMSP 159
DKRF W N YLL +R ++EA D TR R RF WV Q L A+SP
Sbjct 117 DKRFADPEWQKMLFFDFLRQAYLLTARWAQDMVSEAEGLDAGTRQRARFYVGQILMNAISP 176

Query 160 SHNFLALNAEAQKKATIETQGESLALGVANLLADMRQG- - - -HVSMTDESLFTVGKNVATTE 215
SNF+ N E ++ + GE+L G+ DM +G + T F+VG N+A T
Sbjct 177 SNFVPTNPELYRQTVAEMGEMLVRGMTMFAEDMARGAGTLRLRQTGGDSFSVGGNLALTP 236

Query 216 GAVVFENELFQLIEYKPLTDKVHERPFLMVPPCINKFYILDLQPDNSLIRYAVSQGHRTE 275
GAVV EN++ Q+I+Y P T V +RP L+ PP INKFYILDL P S I + V QGH F
Sbjct 237 GAVVAENDICQIIQYAPKTKTVFKRPLLICPPWINKFYILDLAPGKSFIAWLVEQGHTVFE 296

Query 276 VMSHRNPDDSLAHKTWDNYIEDGVLTGIRVAREI&G&EQINVLGFCVGGTMLST&LAVLQ 335
V+sW NP+ A K W #YI++G++ + ++M +G+CVGEGET+LS ALA+L
Sbjct 297 UISHVNPTERHADKDWLSYIDEGIVFALDTIRK&TRQSEVNAMGYCVGGTLLS&&L&LLH 356

Query 336 ARHDREHGAAAAPAAKAAPAKRAAGSRSTARTSTARATAPAGVPFPVASVTLLTTFIDES 395
AR D + + TLL T +DF+
Sbjct 357 ARGDMNR-----------ommmmm e IRTATLLATQVDFT 376

Query 296 DTGILDVFIDESVVRFREMQMGEGGLMKGQDLASTFSFLRPNDLVWNYVVGNYLKGETPP 455
DGLVFDE + + M G+ G +A4&+ F+ LR DL+W YVVGNY+KG PP
Sbjct 377 DAGELQVFVDERQIAALDTAMAASGTLDGGHMATAFNLLRSQDLIWPYVVGNYMKGREPP 436

Query 456 PFDLLYWNSDCTHNLPGPYYAWYLRNLYLENKLVQPGALTVCGERIDMHQLRLPAYIYGSR 515
PFDLLYWNSD T + + +YLRN YLEN+L Q G + + G IDM + +P Y  ++
Sbjct 437 PFDLLYWNSDATRMTRAMHLFYLRNCYLENRLSQ-GRMELDGTVIDMSSVTIPVYSLATK 495

Query 516 EDHIVPVGGSYASTQVLGGDKRFUHGASGHI&GUINPPAKKKRSYWLREDGQLPPTLKEW 575
EDHI P Y G D +V+G SGHIAGV+NPPAK K +W W
Sbjct 496 EDHIﬂPﬁRSVYTG&L&FGSDVTYVLGGSGHI&GVVNPPAKGKYQFWTGP&PD&GTSFDAW 555

Query 576 QAGADEYPGSWWADWSPWLAEHGGKLVAAPKQYGKGREYTAIEPAPGRYV 625
AD PGSWW W W+ HGK WV A ++ G G + IEPAPGRYV
Sbjct 556 AQAADMTPGSWWPHWQGWIEAHAGKRVKA-REPGIGGK--TIEPAPGRYV 682
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APENDICE 2 — Espectros de massas obtidos para os mondmeros de PHA

metilados identificados nesse trabalho e do padrédo interno utilizado nas analises

quantitativas.

3-hidroxibutirato de metila (T.r. 5,49 minutos).
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3-hidroxioctanoato de metila (T.r. 9,69 minutos).
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3-hidroxidecanoato de metila (T.g. 11,27 minutos).
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Benzoato de metila (Padréo interno) (T.r. 8,78 minutos).
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APENDICE 3 — Analise estatistica da massa seca celular obtida em diferentes

meios de cultivo nos experimentos de triagem.

Software Sisvar 5.6
Resultados dos testes acompanhados de mesma letra e nimero ndo possuem
diferenca estatistica significativa.

Teste Scott-Knott com 95% de significancia.

Delftia sp.

Tratamentos: 1: Soro de leite; 2: Meio complexo; 3: Meio complexo com glicerol;
4: Meio complexo com 0Oleo vegetal; 5: Meio complexo com lignina; 6: Meio

salino; 7: meio salino com 6leo vegetal.
TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SO oM Fc Pr>Fc
TRATAMENTO 6 24.313935 4.052322 71.401 0.0000
erro 14 0.794561 0.056754

Total corrigido 20 25.108496

CV (%) = 21.94

Média geral: 1.0857143 Numero de observacgdes: 21

Teste Scott-Knott (1974) para a FV TRATAMENTO

Média harmonica do numero de repetigdes (r): 3
Erro padrédo: 0,137543182252437

Tratamentos Médias Resultados do teste

6 0.055000 al
1 0.169333 al
5 0.260000 al
7 0.368000 al
2 1.520000 a2
3 2.343000 a3
4 2.884667 a4



109
Aureimonas sp.
Tratamentos: 1: Soro de leite; 2: Meio complexo; 3: Meio complexo com glicerol;

4: Meio complexo com 6leo vegetal; 5: Meio complexo com lignina; 6: Meio

salino; 7: meio salino com 6leo vegetal.

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
TRATAMENTO 6 30.613989 5.102331 202.719 0.0000
erro 14 0.352372 0.025169

Total corrigido 20 30.966361

CV (%) = 12.67

Média geral: 1.2519524 Numero de observagodes: 21

Teste Scott-Knott (1974) para a FV TRATAMENTO

Média harmonica do numero de repetigdes (r): 3
Erro padrdo: 0,0915959034226396

Tratamentos Médias Resultados do teste

6 0.078000 al
5 0.250000 al
1 0.336333 al
7 0.339000 al
2 1.890000 a2
3 2.738667 a3
4 3.131667 a4
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APENDICE 4 — Anélise de variancia para as trés respostas obtidas nos cultivos

de Delftia sp. e Aureimonas sp. em diferentes meios, utilizando planejamento

fatorial completo.

Software Octave 4.2.1

Cultivo de Delftia sp. em meio complexo com glicerol.

ANOVA

SQ G.L. MQ F cal F tab
Regressdo (SQR) 0,749 7 0,107
Residual (SQr) 0,421 4 0,105 1,015 6,090
Total (SQT) 1,170 11
SQEP 0,006 3 0,002
SQFaj 0,415 1 0,415 207,656 10,130
R? 0,640 0,800

Cultivo de Delftia sp. em meio contendo soro de leite.

ANOVA

SQ G.L. MQ F cal F tab
Regressdo (SQR) 0,386 7 0,055
Residual (SQr) 0,685 4 0,171 0,322 6,090
Total (SQT) 1,071 11
SQEP 0,116 3 0,039
SQFaj 0,569 1 0,569 14,708 = 10,130
R? 0,361 0,600

Cultivo de Aureimonas sp. em meio contendo soro de leite.

ANOVA

SQ G.L. MQ F cal F tab
Regressdo (SQR) 0,257 7 0,037
Residual (SQr) 0,774 4 0,194 0,190 6,090
Total (SQT) 1,031 11
SQEP 0,044 3 0,015
SQFaj 0,730 1 0,730 49,790 10,130
R? 0,249 0,499

SQ = Soma Quadrética; G.L. = Graus de liberdade; MQ = Media quadratica;
F cal = valor obtido no teste F; F tab = valor de F tabelado a nivel de 95% de
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significancia; SQR = Soma quadratica da regressao; SQr = Soma quadratica
dos residuos; SQT = Soma quadratica total; SQEP = Soma Quadréatica do erro

puro; SQFaj = Soma quadratica da falta de ajuste.



