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RESUMO

Os plésticos tém papel fundamental na sociedade, com diversas finalidades e
amplo mercado, constantemente em crescimento. Grandes problemas ambientais
ocorrem devido ao uso excessivo de plasticos derivados do petroleo, principalmente
devido sua rapida descartabilidade e lenta degradacéo, afetando a qualidade de vida
da populacdo atual, surgindo a necessidade de se buscarem alternativas para
substituicdo deste material. Apresentam-se como solugdo o0s plasticos
biodegradaveis, que sao polimeros com as propriedades desejaveis dos plasticos
convencionais e rapidamente biodegradados quando descartados no ambiente.
Dentre eles, estdo os polihidroxialcanoatos (PHAs), uma grande familia de
poliésteres, intracelulares, acumulados na forma de granulos por diversas bactérias
a partir de substratos de fontes renovaveis, como reserva de carbono e/ou energia,
sob limitacdo de um nutriente essencial ao seu crescimento. O objetivo deste
trabalho € selecionar bactérias capazes de produzir PHA, da colecdo de
microrganismos do Laboratorio de Microbiologia do Programa de Mestrado em
Biotecnologia e Recursos Naturais, da Universidade do Estado do Amazonas —
MBT/UEA. Inicialmente, 140 isolados coletados no Rio Madeira localizado no
municipio de Autazes/AM em 2010, foram reativados e purificados em meio NA e
MM. Para a selecdo de linhagens com potencial de producdo de biopolimeros, dos
140 isolados corados com Sudan Black, 47 mostraram-se positivos para a coloragao.
Destes, 08 isolados foram selecionados, por apresentarem maiores alteracdes
morfolégicas da célula quando visualizados em microscopio, sugerindo potencial
para producéo de biopolimeros. Os mesmos foram submetidos a coloracdo por Nile
Red e Nile Blue para confirmacdo da producdo de biopolimeros. Para elucidar
qualitativa e quantitativamente os PHAs produzidos pelos 08 isolados, foi utilizada a
massa celular liofilizada realizando a metandlise para a extracdo do biopolimero. Em
seguida, as amostras foram analisadas por cromatografia gasosa. Como resultados,
dos 08 isolados identificados com base na identidade da sequéncia parcial do gene
16S rRNA, foram encontradas espécies pertencentes a trés géneros: Bacillus,
Brevibacterium e Lynisibacillus, sendo o género Bacillus o mais significativo, além de
apresentarem caracteristicas desejaveis para a producao de PHA, como o curto
tempo de geracdo, crescem facilmente até alcancar um alta densidade celular,
utiizam fonte de carbono e nitrogénio de baixo custo. Todos os isolados
identificados sdo Gram-positivas, oferecendo a vantagem da falta de LPS e
proteinas de excre¢do, o que os tornam bons candidatos como produtores de PHA
para aplicacbes biomédicas. A andlise cromatografica revelou um polimero
constituido principalmente de monémeros 3-hidroxibutirato (HB). Vale ressaltar, que
sobre o género Brevibacterium existem pouquissimos trabalhos publicados relatando
a producao de biopolimeros e quanto ao género Lysinibacillus, ndo foi relatado nada
sobre a producédo de biopolimeros, até o momento. Estes resultados demonstram a
importancia de trabalhos de bioprospeccdo com o objetivo de detectar bactérias
produtoras de PHA.

Palavras-chave:
Biopolimeros. Polihidroxialcanoatos. Rio Madeira. Bacillus sp. Polihidroxibutirato.
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ABSTRACT

Plastics play a fundamental role in society, with different purposes and broad
market, constantly growing. Major environmental problems occur due to excessive
use of petroleum-derived plastics, mainly due to its rapid disposability and slow
degradation, affecting life quality of the current population, resulting in the need to
find alternatives to replace this material. Biodegradable plastics are presented as
solution, which are polymers with desirable properties of conventional plastics and
quickly biodegradability when discarded into the environment. Among them there are
polyhydroxyalkanoates (PHAs), a large family of polyesters, intracellulars,
accumulated in the form of granules by various bacteria from renewable sources
substrates, using it as carbon and/or energy source, under limitation of an essential
nutrient for their growth. The objective of this study is to select bacteria capable of
producing PHA, from the collection of microorganisms of the “Laboratério de
Microbiologia do Mestrado em Biotecnologia e Recursos Naturais da Universidade
do Estado do Amazonas —MBT/UEA”. Initially, 140 isolates sampled from Madeira
River of Autazes municipality (Amazonas State) in 2010, were reactivated and
purified through NA and MM. To select bacteria lines with biopolymer production
potential, all isolates were stained with Sudan Black, and 47 were positive for
staining. Within the positive group, 08 isolates were selected for presenting major cell
morphological changes when seen in the microscope, suggesting potential for
biopolymers production. Then they were stained with Nile Red and Nile Blue to
confirm biopolymer production. To elucidate qualitatively and quantitatively the PHAs
produced by the 08 isolates, it was used the lyophilized cellular mass performing
methanolysis for biopolymer extraction. Thus, samples were analyzed by gas
chromatography. As result, from 08 isolates identified by partial sequence identity of
16S rRNA, there were species belonging to three genera: Bacillus, Brevibacterium
and Lynisibacillus, being genus Bacillus the most significant, thus having desirable
characteristics for PHA production, such as short generation time, easy growth until
reaching a high cell density and use of low cost carbon and nitrogen source. All
identified isolates are gram-positive, providing the advantage of the lack of LPS and
protein excretion, which make them good candidates as PHA producers for
biomedical applications. Chromatographic analysis revealed a polymer consisting
mainly of monomer 3-hydroxybutyrate (HB). It is noteworthy that on Brevibacterium
genus there are very few published studies about the production of biopolymers and
in terms of gender Lysinibacillus did not report anything about the production of
biopolymers, yet. These results demonstrate the importance of bio prospection works
aiming to detect bacteria PHA producers.

Keywords:
Biopolymers, Polyhydroxyalkanoates, Madeira River, Bacillus sp.,
polyhydroxybutyrate.



LISTA DE FIGURAS

INTRODUCAO

Figura 1. Classificacdo dos polimeros biodegradaveis...........ccooocoviiiiiiiiiiiiiiiiiie e, 6
Figura 2. Ciclo de vida ideal dos polimeros biodegradaveis provenientes de fontes
FENOVAVEIS. ... veieeteeetee et e ette et e et ete e et e et e e esbeeseesaeeeabeessseeebeesaseeebeeasbeeseessneeenreeaneaas 7

Figura 3. Células  bacterianas contendo  granulos de  polimeros

(o] ToTe =T o] = 1o b= 1V ISR 7
Figura 4. Estrutura geral dos polihidroxialcanoatos.............ccccccveveiiii e, 8
Figura 5. Representagdo do granulo de PHA............cooeiii i 9
Figura 6. Fatores que influenciam na sintese de PHA por bactérias.............ccccveeeennnee. 10

Figura 7. Embalagens de P(3HB-co-3HV) degradado em lodo ativado aerdbico

durante 0, 2, 4, 6, 8, © 10 SEIMANAS. ...eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 22
Figura 8. Duas réguas utilizadas em um teste caseiro de biodegrabilidade durante 6

T SES . 1ttt e ettt e ettt e e ettt e e ettt e e ettt e e eh e e ae e e b e e e ha e e et e e e et ae e et ae e e Rt e e e taeeannteeeanreeanraes 22
CAPITULO |

Figura 1. Localizag&do do municipio de Autazes/AM e Foz do Rio Madeira.................... 30

Figura 2. Isolados reativados e purificados em meio NA (A e B). Isolados em meio
MM com coloracdo Nile Blue e Nile Red (C e D), respectivamente, para producéo de
00 1T =T (0TSSR 36
Figura 3. Esfregagos corados com Gram e visualizados em lente de imersdo em
microscopia Optica 1000x. A- Meio NA (UEA 20223); B- Meio MM (UEA 20223); C-
Meio NA (UEA 20229), D- Meio MM (UEA 20229)..........cccoeeueeeeeeerrreeneesnnnnenenenans 40
Figura 4. Esfregagos corados com Safranina e visualizados em lente de imersdo em
microscopia 6ptica. A- Meio NA (UEA 20171); B- Meio MM com Nile Blue (UEA
20171); C- Meio MM com Nile Red (UEA 20171); D- Meio NA (UEA 20261); E- Meio
MM com Nile Blue (UEA 20261); F- Meio MM com Nile Blue (UEA 20261)................... 41
Figura 5. Figura 5: Arvore filogenética baseada nas sequéncias do gene 16s rRNA,
mostrando a relagéo filogenética entre os 8 isolados identificados............ccccccceevvneneeen. 47
Figura 6: Cromatrograma exibindo o perfil de composigdo monomérica de PHA dos 8
(550 =T [0 1= U 49

Figura 7. Bipolimero de Ralstonia eutropha..............ueeviiieiiiiiiiiiiiie e 50



LISTA DE TABELAS E QUADROS

INTRODUCAO
Tabela 1. Classes de PHA SINtASE..........coooiiiiiiiiiiiiiiiiieis e 11
Tabela 2. Propriedades dos pOlIMEr0S...........oeuuiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 14

Tabela 3. Principais caracteristicas dos polimeros poli-3-hidroxibutirato,
polihidroxioctanoato € POlProPIENO...........uviiiiii i 15
Tabela 4. Produtores comerciais do PHA..........ooooiiiiiiiieee e 16

CAPITULO |
Quadro 1. Selecao de linhagens produtoras de PHA..........ccccoooiiiiiiiiiiiieeiiiiiiees 37
Tabela 1. Selecao de linhagens produtoras de PHA.............coooiiiiriiiiiiiieeeeeen. 42



LISTA DE SIGLAS E ABREVITURAS

COPERSUCAR - Cooperativa de Produtores de Cana-de-Acucar
Hidroxiacil-CoA - Hidroxiacil coenzima A

ICI - Imperial Chemical Industries

LPS - Lipopolissacarideo

MM - Meio Mineral

NA - Nutriente Agar

P(3HB) - Poli(3-hidroxibutirato)

P(3HB-co-3HV) - Poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato)
P(3HB-co-4HB) - Poli(3-hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato)
P(3HHX) -co-P(3HO) - Poli(3- hidroxihexanoato-co-3-hidroxioctanoato)
P(3HV) - Poli(3-hidroxivalerato)

P(4HB) - Poli(4-hidroxibutirato)

PBAT - Co-poliésteres aromaticos

PBS - Tampéo fosfato-salina

PCL - Policaprolactonas

PCR - Reacdo em Cadeia da Polimerase

PEA - Poliesteramidas

PESA - Co-poliésteres alifaticos

PHA - Polihidroxialcanoato

PHALcL - Polihidroxialcanoato de cadeia lateral longa
PHAMcL - Polihidroxialcanoato de cadeia lateral média
PHAscL - Polihidroxialcanoato de cadeia lateral curta
PHB - Polihidroxibutirato

PHBHHXx - Poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxihexanoato)
PHBV - Poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato)
PHO - Polihidroxioctanoato

PLA - Poli (acido latico)

PP - Polipropileno

rRNA - RNA ribossomal

Tg - Temperatura de transicao vitrea



xii

SUMARIO
(RS0 ] 510070 T 1
2 REFERENCIAL TEORICO ...ttt 4
2.1 Plasticos como problema ambiental ..............ccooovviiiiiii e 4
2.2 BIOPOIMEIOS. ...ttt e e e e e e e s 5
2.3 PoliNidroxXialCanoatos ........ccooviiiiiieeeee e 7
2.4 Metabolismo dos Polihidroxialcanoatos..............ceuuuuiiiiieiiiiiiiiici e 8
2.5 Historico e Industria dos BIOPOIIMErOS .......coveeeiiiiiiiiiiii e 12
2.6 POli-hidroxibutirato (PHB) ........oiiiiiiiieiiiiiie et e e eeeeees 13
2.7 Poli-hidroxibutirato-co-hidroxivalerato (PHB-CO-HV)..........cccovvviiiiiiiiiieeeeeeene 16
2.8 Diversidade bacteriana na producédo de Polihidroxialcanoatos ....................... 17
2.9 Aplicactes de BIOPOIIMEIOS .........ccooiiiiiiiiiiiie e e e eeanans 18
2.10 Biodegradacao dos polihidroxialcanoatos ............ccccoeeeeeiiiiiieeeeeeeee 21
2.11 Caracterizacdo do Ambiente AMAazONiCO..........cceevvuviiiiiieeiiieeicee e, 23
I O 1N 1 1 LY 1 T 26
L GIAl e ————— 26
3.2 ESPECITICOS .eeiiiieiieiee e 26
CAPITULO L. 29
1 INTRODUGAO. ... .ottt sttt eae e eene e, 29
2 MATERIAL E METODOS ......coiiiiiiieeieeeeee e ete et ee ettt eae s 30
2.1 Local de Coleta dos MiICrorganiSIMOS.........ccoeveeeiieeeeeeeeeeeeee e 30
2.2 Reativacado e Purificacdo dos MIiCrorganiSmOS .........ccceeeeeivvveiiviiiiieeeeeeeenannns 31
2.3 Selecao das linhagens produtoras de biopolimeros: Teste qualitativo.......... 31
2.3.1 Preparo das bactérias para miCroSCOPIaA .........uuvveeeireeeriiiiiiiiiieeeeee e e 32
2.4 Extracdo e Purificacdo de biopolimeros: Teste qualitativo ........................... 32
2.5 Andlise do biopolimero em Cromatografia Gasosa ...........cccceeeeeeeeeeiiiinnnne. 33
2.6  CaracterizaCao GENELICA .......cieeeeeeeeeiieie e e ee et e e e e e e e e e e e e eeenaes 33
2.6.1 EXtrac80 dO DNA GENOMICO......cceieieee e 33
2.6.2 Amplificac8o do gene 16S TRNA ... e 34
2.6.3 Andlise da arvore filogen@tiCa. ..........ccoueeiiiiiiiiiiiiiiie e 34
3 RESULTADOS E DISCUSSAOD. ......ceoieeeeieeeeeee et 36
3.1 Isolamento e selecao de linhagens bacterianas produtoras de PHA............ 35
3.2 Caracterizacdo molecular dos isolados selecionados ..............cccceeeeeeeeeeennn, 41
3.3 Identificacdo e diversidade das bactérias utilizando gene 16S rRNA........... 42
3.4. ANAlISE filOGENELICA. .......cevviiii e 46
3.5 Andlise do biopolimero em Cromatografia Gasosa ...........ccccceeeeeeeeeeiiiinnnee. 47
4 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS. ....ocviieteeeeeeeie ettt 51
5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......cocoiiiiiiiiieieieiee e 52



1 INTRODUCAO

Encontrado em varios tipos de embalagens, bem como em aplicacbes
comerciais e domeésticas, o plastico € um componente comum nha vida moderna.
Seus beneficios de baixo custo, resisténcia, impermeabilidade a gases e agua,
transparéncia, capacidade de vedacao e impressao, sao altamente valorizados. Mas,
as mesmas caracteristicas de resisténcia e durabilidade que tornam o plastico tao
atil e econdbmico podem ser um grande problema quando se faz necessario seu
descarte (GAMAL et al., 2013). Uma classe de biopolimeros que surgem como
alternativa ambientalmente correta aos polimeros petroquimicos sdo 0s
polihidroxialcanoatos (PHAS), pois sdo materiais biodegradaveis, biocompativeis e
que podem ser sintetizados a partir de matérias-primas renovaveis (MATIAS e
RODRIGUES, 2011; MATSUDA, 2009), além de apresentarem propriedades
termoplasticas e/ou elastoméricas (GAMAL et al.,, 2013; KHAN et al.,, 2013;
SHAMALA et al., 2012).

Os polihidroxialcanoatos sao poliésteres acumulados por diversos
microrganismos como corpos de inclusdo, ou seja, na forma de granulos
intracelulares que atuam como reserva de carbono e energia (KHAN et al., 2013;
FACCIN, 2012; BRITO et al., 2011) e podem corresponder até cerca de 80% da
massa seca celular (RAICHER, 2011; RIS & MAI, 1988). A sintese de PHA
normalmente ocorre quando ha excesso de fonte de carbono disponivel e limitacédo
de pelo menos um nutriente essencial a multiplicacdo das células bacterianas
(BRITO et al., 2011; ROZO, 2011).

Devido as suas caracteristicas quimicas e de biodegradabilidade os PHAs
podem ser utilizados na industria quimica, farmacéutica e médica, para muitos fins
humanos (MATIAS e RODRIGUES, 2011).

Para Falcone e colaboradores (2007), tais materiais encontraram aplicacdes
na area médica (fios de sutura, implantes, sistema de liberacdo controlada de
drogas, enxerto vascular, etc.) em decorréncia de sua biocompatibilidade,
capacidade de dissolucdo no interior dos organismos e propriedades mecanicas

adequadas a tais aplicacdes. Com o tempo, poderdo também encontrar aplicacdes



no setor de embalagens e setor agricola. Este fato apresenta grande interesse, uma
vez que o setor de embalagens é responsavel por mais de um terco do total de
resinas transformadas no Brasil. A producdo mundial em 2011 alcancou 280 milhdes
de toneladas, e o Brasil produziu o equivalente a 2% da producdo mundial, cerca de
6 milhdes de toneladas, sendo que 40% destinava-se a industria de embalagens
(ABIPLAST, 2013). Atualmente, a situagdo mostra um aumento no consumo de
plasticos que no futuro serdo dispostos no ambiente acarretando problemas

ecologicos imediatos.

Observa-se que duas areas de aplicacbes sao bastante destacadas,
embalagens e aplicacbes médicas. No entanto, um dos problemas enfrentados no
desenvolvimento de polimeros biodegradaveis como substitutos de plasticos
convencionais € 0 seu preco elevado em comparagcdo com os plasticos
petroquimicos (GAMAL et al.,, 2013). Isso também é observado por Falcone
colaboradores (2007), que avaliaram os polimeros biodegradaveis ndo sendo
capazes de competir com o0s polimeros tradicionais como polipropileno e

poliestireno, especialmente devido ao custo elevado e desempenho inferior.

Por outro lado, muitas possibilidades venham sendo exploradas para
reducdo dos custos de producdo dos biopolimeros, que depende da obtencdo de
linhagens altamente eficientes na conversao dos substratos no produto desejado, da
utilizacdo de substratos de baixo custo, do desenvolvimento de processos que
permitam explorar ao maximo o potencial dessas linhagens e do desenvolvimento de

processos de extracdo-purificacdo mais econdémicos e eficientes (NEVES, 2009).

Contudo, a aplicagdo do PHA no campo da medicina ndo é prejudicada pelo
custo de producao por ser aplicacdo de ponta. Assim o PHA é usado para confeccéo
de tecidos, na administracdo de medicamentos e sdo ainda polimeros com potencial

de aplicacdes terapéuticas (BRITO et al., 2011).

Estima-se que mais de 300 espécies de bactérias e mais de 90 géneros,
incluindo organismos Gram-negativos e Gram-positivos acumulam PHAs
naturalmente (KHAN et al., 2013). O primeiro relatério sobre PHA foi em 1920,
guando Lemoigne, involuntariamente, achou em uma cepa Bacillus megaterium,

granulos intracelulares e definiu as suas caracteristicas quimicas. Na década de



1970, a busca por novas bactérias produtoras de PHA aumentou devido a primeira
crise mundial do petréleo e as bactérias pertencentes a Pseudomonas, Azotobacter,
Rhizobium, Nocardia e outros géneros comecaram a ser estudadas, gerando a
grande maioria dos artigos em 1980 e 1990 (MATIAS E RODRIGUES, 2011). Matias
e Rodrigues (2011) relatam também que, a primeira producao industrial comecou a
se tornar uma realidade através da utilizacdo de Cupriavidus necator, anteriormente
classificada como Ralstonia eutropha e Alcaligenes eutrophus, na década de 1980.
Esta bactéria se tornou o modelo molecular e celular para a producdo de PHA e para

aplicacdes industriais.

Diante do exposto e com o aumento de preco do petroleo, principal fonte de
matéria-prima para a producdo dos polimeros, associada a uma crescente
preocupacdo social com os indices de poluicdo mundial, h4 uma consideravel
atracdo por PHA. Devido a sua biodegradabilidade e propriedades termoplasticas,
0s biopolimeros possuem muitas aplicacdes em indastrias de alimentos,
farmacéutica, petrolifera, cosmética, téxtil, de tintas, produtos agricolas entre outras.
No entanto, o alto custo de producdo em comparacdo com 0s polimeros
petroquimicos baratos, impede a sua utilizagdo em escala industrial. Continuos
esforcos estdo sendo feitos e varios estudos estdo em andamento para desenvolver
estratégias, utilizando substratos de baixo custo como fonte de carbono e alto
rendimento de biopolimeros (KHAN et al., 2013). Neste sentido, o estudo para a
descoberta e selecdo de novas linhagens com potencial de producdo de

biopolimeros € de grande importancia.



2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Plasticos como problema ambiental

Na sociedade moderna, e presentes na vida das pessoas com diversas
aplicacoes, os plasticos tém grande influéncia, sendo uma delas a substituicdo de
matérias-primas convencionais como metais, vidros, papéis e madeira. Ha também
sua aplicacdo na manufatura de embalagens e outros produtos por causa de sua
praticidade e rapida descartabilidade (ROZO, 2011; KHAN et al., 2013).

Com o aumento do preco do petréleo e as preocupacdes sobre aquecimento
global, os plasticos convencionais produzidos a partir de petroquimicos enfrentam
hoje dois grandes desafios: a maioria destes plasticos ndo sdo biodegradaveis e
representam recursos ndo renovaveis em um curto espaco de tempo (BRITO et al.,
2011). Estima-se que cerca de 150 milhdes de toneladas de plasticos sao
produzidos no mundo (RODRIGUEZ, 2012; SILVA et al., 2007) e pelo menos 25
milhbes de toneladas destes plasticos sdo descartados para o0 ambiente,
representando uma ameacga ao componentes bidticos e abidticos do ambiente
(KHAN et al., 2013). No entanto, uma vasta gama de alternativas biodegradaveis
tem sido propostas para mitigar o problema do uso de plasticos de base
petroquimica (RODRIGUEZ, 2012; ROZO, 2011; SILVA et al., 2007).

Na Biotecnologia industrial observa-se a utilizacdo de microrganismos ou
enzimas para a producdo de uma grande variedade de produtos bioquimicos,
desenvolvendo assim, uma bioeconomia que pode substituir partes da economia
petroquimica atual e muitos polimeros (RODRIGUEZ, 2012), dependendo de suas
propriedades quimicas, térmicas e mecanicas, também se apresentam como
excelentes candidatos para a producdo de novas formulacdes de plasticos em
diversas aplicacbes (THOMSON et al., 2013; MACAGNAN et al., 2012).

Os polihidroxialcanoatos bacterianos constituem uma classe de polimeros
bastante estudada no pais e tém atraido muita atencdo nos ultimos anos como
alternativa para a substituicAo de plasticos derivados do petroleo (POBLETE-
CASTRO et al., 2012; KAWASHIMA et al., 2012; BORSCHIVER et al., 2008) por

apresentarem caracteristicas de biodegradabilidade, termoplasticidade,



biocompatibilidade e diversas propriedades mecéanicas, além de serem produzidos a
partir de recursos renovaveis (THOMSON et al., 2013; RODRIGUEZ, 2012; SILVA
et al., 2007).

Para Silva et al. (2007), dois componentes sao preponderantes na
determinacao do preco dos polimeros produzidos a partir de matéria-prima renovavel
e sao imperativos para garantir uma competicAo com polimeros de origem
petroquimica: custo da matéria-prima e energia, bem como de investimento de
capital para implantagdo de uma unidade industrial de producdo. Na questdo do
custo da matéria-prima e energia € amplamente reconhecida a vantagem
competitiva do nosso pais devido suas condicbes edafoclimaticas favoraveis e
grande extensdo territorial (potencial de produzir biomassa). Resta, portanto,
converter estas vantagens competitivas em processos de alto desempenho e
economicamente diferenciados. Dentro deste quadro, nos ultimos anos houve um
esforco, no Brasil, realizado por diversos grupos de pesquisa para viabilizar a

producdo de PHA.

2.2 Biopolimeros

Biopolimeros sdo polimeros obtidos a partir de fontes renovaveis,
geralmente biodegradaveis e ndo toxicos, podendo ser produzidos por
microrganismos, plantas e animais ou sintetizados quimicamente a partir de
acucares, amido, 6leos e gorduras, entre outros (FACCIN, 2012; BORSCHIVER et
al., 2008).

As fontes renovaveis sdo assim conhecidas por possuirem um ciclo de vida
mais curto comparado com fontes fésseis como o petréleo o qual leva milhares de
anos para se formar. Alguns fatores ambientais e socioecondmicos que estao
relacionados ao crescente interesse pelos biopolimeros sdo: os grandes impactos
ambientais causados pelos processos de extracéo e refino utilizados para producéo
dos polimeros provenientes do petroleo, a escassez do petréleo e aumento do seu
preco (BRITO et al., 2011).



Dentre as caracteristicas citadas sobre biopolimeros merece destaque a
biodegradacédo, que € um processo nos quais a degradacdo resulta da agcédo de
microrganismos e suas enzimas, e convertido a composto organico, podendo ser
consumidos em semanas ou meses sob condi¢cbes favoraveis de biodegradacéo
(FACCIN, 2012; BRITO et al., 2011).

Os polimeros biodegradaveis séo divididos em 4 grupos conforme a Figura
1, onde observa-se um fluxograma classificando alguns polimeros biodegradaveis de
acordo com sua fonte de obtencdo (BRITO et al., 2011). Agro-polimeros séo obtidos
a partir de agro-produtos por meio do fracionamento da biomassa, que estdo
divididos em polissacarideos, proteinas e lipideos. No segundo grupo estdo 0s
poliésteres sintetizados por microrganismos a partir de fontes renovaveis, como 0s
polihidroxialcanoatos. O terceiro grupo € formado por polimeros sintetizados
quimicamente a partir de monémeros derivados de processos biotecnoldgicos, como
€ 0 caso do poli (acido latico) e o ultimo grupo contempla polimeros biodegradaveis
provenientes de origem ndo renovaveis totalmente sintetizados em processos
petroquimicos (AVEROUS e BOQUILLON, 2004 apud FACCIN, 2012).

‘ Polimeros hiodegraddveis ‘

I | |
lmicmrganimo ‘ | biotecnologa I ‘ petrogquimico ‘
| |
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amidos:
batata, tngo, etc. aramal; caseina, n poliesteramidas
] coldgeno, ete. (PEA)
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Figura 1: Classificagdo dos polimeros biodegradaveis.
Fonte: Averous e Boquillon (2004) apud Faccin (2012).

Dentre os polimeros biodegradaveis, os que tém atraido mais atencédo sao
0os obtidos a partir de fontes renovaveis (SILVA et al., 2007; BOIN et al., 2009)
devido ao menor impacto ambiental causado com relagdo a sua origem, o balanco

positivo de didéxido de carbono (CO;) apés compostagem, e a possibilidade de



formacdo de um ciclo de vida fechado, como ilustrado na Figura 2 (BRITO et al.,
2011). v«-\\/ Luz Solar
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Figura 2: Ciclo de vida ideal dos polimeros biodegradaveis provenientes de fontes renovaveis.
Fonte: Brito et al., (2011).

2.3 Polihidroxialcanoatos

Os polihidroxialcanoatos (PHAs) sdo materiais de reserva de energia e
carbono (TAJIMA et al., 2012; HAN et al, 2011; CHEN et al., 2011; ROA et al., 2010)
acumulados por uma ampla variedade de microrganismos, como inclusdes de
poliésteres insoltveis (hidrofébicas) na forma de granulos intracelulares, podendo
corresponder a 90% da massa celular, conforme ilustrado na Figura 3 (RYAN et al.,
2013; TORREGO-SOLANA et al., 2012; MACAGNAN et al., 2012).

A sintese de PHA por bactérias em um meio nutritivo ocorre quando ha
excesso de fonte de carbono e a limitagdo de pelo menos um nutriente como
nitrogénio, fésforo, enxofre, oxigénio, magnésio, potassio ou ferro, necessario a
realizacdo de sinteses metabodlicas e crescimento (LEE et al., 2012; POBLETE-
CASTRO et al., 2012; SILVA et al., 2007).

Figura 3: Células bacterianas contendo granulos de polimero biodegradavel
Fonte: Adaptado Silva et al., (2007).



Mais de 100 diferentes unidades monoméricas ja foram identificadas como
constituintes dos PHAs armazenados por microrganismos (SHRIVASTAV, 2013;
FACCIN, 2012; ROzZO, 2011, CHEN, 2010). A Figura 4 apresenta a estrutura
quimica geral de unidade monomérica de PHA, sendo os diferentes polimeros e

copolimeros representados pelos diferentes tipos de radical R e nimero de “n

. R O '
|
' 190-3(].1]&&
n="1 R = hidrogénio Poli (3-hidroxipropionato)
R = metil Faoli (3-hidroxibutirato)
R = etil Paoli (3-hidroxivalerato)
R = propil Poli (3-hidroxihexanoata)
R = pentil Paoli (3-hidroxioctanoato)
R = nonil Poli (3-hidroxidodecanoatao)
n=2 R = hidrogénio Poli (4-hidroxibutirato)
R = metil FPaoli (4-hidroxivalerato)
n=3 R = hidrogé&nio Poli (5-hidroxivalerato)
R = metil Poli (5-hidroxihexanoatao)
n=4 R = hexil Poli (6-hidroxidodecanoato)

Figura 4: Estrutura geral dos polihidroxialcanoatos.
Fonte: Lee (1996)

O radical R pode variar de um Unico atomo de hidrogénio até tridecil (C13),
podem conter insatura¢cdes, grupos aromaticos ou ainda ligacbes a elementos como
flaor, cloro e cromo. Os PHAs possuem cadeias lineares, sendo que a polimerizacéo
acontece devido a ligacdo entre o grupamento carboxila de um monémero e o
grupamento hidroxila de outro mondémero, formando, entdo, o poliéster (FACCIN,
2012).

2.4 Metabolismo dos Polihidroxialcanoatos

Como ja citado, anteriormente, os PHAs sdo materiais lipidicos acumulados

por uma grande variedade de microrganismos na presenca de fonte abundante de



carbono. As fontes de carbono assimiladas s&o bioguimicamente transformadas em
unidades de hidroxialcanoatos, polimerizadas e armazenadas na forma de inclusdes
insollveis em agua no citoplasma da célula (BRITO et al., 2011), sendo compostos
por um centro hidrofébico contendo PHA na forma amorfa cercado por uma
membrana formada por uma monocamada de fosfolipidios contendo proteinas
catabdlicas (Pha Polimerase e Pha depolimerase) e ndo catabdlicas (fasinas)
conforme ilustrado na figura 5 (FACCIN, 2012), despertando assim, grande
interesse, pois sdo termoplasticos, biodegradaveis, biocompativeis e podem ser
sintetizados a partir de matérias-primas renovaveis pela agricultura. Suas
propriedades permitem que sejam utilizados como substitutos dos plasticos
convencionais, de origem petroquimica, em algumas aplicacdes (GAMAL et al.,
2013).

proteinas associadas ao gramlo de PHA

Figura 5: Representacéo do granulo de PHA.
Fonte: Faccin (2012).

As propriedades do polimero, bem como suas aplicacdes, dependem de sua
composicdo monomérica. Por outro lado, a producdo de PHA depende da natureza
qguimica da matéria prima oferecida como fonte de carbono a bactéria, bem como
das vias metabolicas que esta possui (MATSUDA, 2009; TAJIMA et al., 2011). A
capacidade de realizar este processo de polimerizacdo € dependente da presenca

de uma enzima conhecida como PHA sintase (BRITO et al., 2011).

O produto da PHA sintase € um poliéster cristalino de alta massa molar.
ApoOs isolamento, no entanto, ele um termoplastico cristalino com propriedades
comparaveis as do polipropileno. Em diversas etapas do metabolismo, a partir da

fonte de carbono, a bactéria pode gerar intermediarios na forma de hidroxiacil-CoA,
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0S quais serao reconhecidos e polimerizados pela enzima PHA sintase, presente nas
bactérias capazes de acumular estes materiais (Figura 6) (SILVA et al., 2007).
Assim, tanto a especificidade das vias metabdlicas geradoras do hidroxiacil-CoA
como da PHA sintase, podemos impedir ou favorecer a combinacdo de certos
mondmeros em uma mesma cadeia polimérica ou, ainda, restringir a quantidade de
um determinado mondmero que pode ser incorporado ao PHA (STRELEC, 2006;
RODRIGUEZ, 2012, ROZO0, 2011).

| Agdcar de cana Bagago de cana (/-'——\\
Aridos organicos  Olaos vegetais Matéria-prima >
s .

—

Sacarose Glicose  Arabinose
Lactose Gluconato Acetato etc.

. . . — —
(’ Metabolismo
.. bacteriano
U T

[ Hidroxiacil-Coa l

FHAn T T
Enci
(_ Phasntase )

“\_h_________/

CoA

Figura 6: Fatores que influenciam na sintese de PHA por bactérias.
Fonte: Silva et al., (2007).

A PHA sintase é a enzima chave para a biossintese de PHA e catalisa a
ligacdo dos mondmeros por transesterificacdo (CHEN et al., 2012; TORREGO-
SOLANA et al.,, 2012), uma vez que sua especificidade pelo substrato definird a
natureza do polimero final. Quatro classes de PHA sintases ja foram descritas de
acordo com as diferencas na estrutura protéica, no numero de subunidades e pela
especificidade do substrato (RODRIGUEZ, 2012; ROZO, 2011; MATSUDA, 2009;
STRELEC, 2006), das quais sdo destacadas aqui as PHA sintases da classe |,
capazes de polimerizar unidades de hidroxiacil-CoA com cadeia curta (3-5 atomos
de carbono) e as de classe I, especificas para monémeros de cadeia média (6-14
atomos de carbono) (THOMSON et al., 2013; TAJIMA et al., 2012).

Definem-se assim dois grandes grupos de PHA gerados por estas enzimas:
PHAsq (“short chain length”) e PHAq (“medium chain length”) (JIN e NIKOLAU,
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2012; FACCIN, 2012). Enquanto o primeiro grupo apresenta propriedades
termoplasticas, o segundo apresenta-se como elastdmero, o que diferencia suas
aplicacoes. Assim, ha grande potencial para produzir PHA bacterianos com
diferentes composicdoes e propriedades diversas. Mais de 150 hidroxialcanoatos
distintos ja foram identificados como constituintes de PHA bacterianos (KAN et al.,
2012; CHEN et al.,, 2012; FACCIN, 2012). Por esta razdo, o dominio sobre o
processo de sintese pode permitir a producdo de PHA sob medida para as

aplicacoes que se desejar.

Com base nesta diferenciacdo, € observado na Tabela 1 que as PHA
sintases da classe | sdo encontradas em diversas bactérias heterotréficas e nas
purpuras ndo fototréficas do enxofre, como a Ralstonia eutropha, atualmente
denominada de Cupriavidus necator (RODRIGUEZ, 2012; ROZO, 2011), consistem
de um unico polipeptidio, codificado pelo gene phaC e apresentam especificidade
por HAsc.. PHA sintases da classe Il sdo encontradas em Pseudomonas,
constituem-se de um unico polipeptidio e apresentam especificidade por HAmcL. A
classe Il de PHA sintases € encontrada em bactérias purpuras do enxofre e em
algumas cianobactérias, sendo representadas pela Allochromatium vinosum (ROZO,
2011; MATSUDA, 2009). Compreende enzimas com especificidade para HAscL,
constituidas de duas subunidades polipeptidicas (phaC e phaE). A quarta classe de
PHA sintases é encontrada em bactérias do género Bacillus sp e também séo
constituidas de duas subunidades proteicas (phaC e phaR) como as de classe lll,
apresentando, entretanto, uma das subunidades muito menor (RODRIGUEZ, 2012;
ROZO, 2011; MATSUDA, 2009; , STRELEC, 2006).

Tabela 1- Classes de PHA sintases

Classe Subunidades Espécies Substrato
I PhaC Ralstonia eutropha 3HAsc -CoA(~C3 a Cs)
~60-73 kDa 4HAgc -CoA
5HAsc -CoA, 3MAgc -CoA
Il PhaC Pseudomonas aeruginosa 3HAVcL-CoA(~>Cs)
~60-65 kDa
11 PhaC - PhaE Allochromatium vinosum 3HAgc -CoA
~40 kDa ~40 kDa 3HAVcL-COA(~Cs a Cy)
4HA-CoA, 3HA-CoA
v PhaC - PhaR Bacillus megaterium 3HAsc -CoA

~40 kDa ~22 kDa

Fonte: Matsuda (2009).
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Os PHAs produzidos por bactérias sao termoplédsticos completamente
degradaveis (BRITO et al., 2011) que normalmente apresentam alta massa molar,
sdo altamente cristalinos, sdo oticamente ativos e isotaticos, apresentam
caracteristicas piezoelétricas e sdo insollveis em agua. Por causa do conjunto
particular de propriedades, sdo potenciais substitutos do polipropileno em varias
aplicacoes (FINKLER, 2006).

Contudo, em funcédo da alta cristalinidade, os PHAs ndo sao flexiveis o
suficiente para formar filmes e tendem a ser quebradi¢cos, o que compromete sua
propriedade de barreira ao vapor d"agua. Estas limitacdes podem ser contornadas
pelo melhoramento das formula¢des de misturas com outros polimeros e/ou aditivos
(FINKLER, 2006). O primeiro polimero da familia dos PHA a ser estudado foi o
homopolimero poli-hidroxibutirato (PHB), cujas propriedades termoplasticas foram
logo em seguida modificadas pela produgcédo do copolimero de poli-hidroxibutirato e
hidroxivalerato (PHB-co-HV) (RYAN et al., 2013; TAJIMA et al., 2012; CHEN et al.,
2011; MATIAS E RODRIGUES, 2011).

2.5 Historico e Industria dos Biopolimeros

De todos os PHAs conhecidos, o poli-hidroxibutirato (PHB) € o mais
estudado e caracterizado, uma vez que foi o primeiro a ser descoberto e também o

mais amplamente encontrado em bactérias (FONSECA, 2003)

Lemoigne, no Instituto Pasteur, em 1925, foi o primeiro pesquisador a
descrever o bioplastico, identificado como poli(3-hidroxibutirato), sendo entdo
marcada a descoberta do PHB, extraido de Bacillus megaterium. Esta primeira
observacédo foi praticamente esquecida até meados da década de 1970, quando,
devido a crise do petréleo, foi criado um movimento cientifico que visava descobrir
fontes alternativas de combustiveis, e, com isso, colocou-se em destaque o tema
(SILVA et al., 2007; FONSECA, 2003).

Em 1976, a empresa Imperial Chemical Industries (ICI) iniciou a avaliacéo do
PHB, objetivando sua producéo e comercializacdo, porém o0s primeiros resultados

demonstraram que era um material de dureza elevada e quebradigo. Assim, a



13

primeira producgdo industrial de PHAs ocorreu em 1982, onde foi depositada a
patente do produto, descrevendo o processo de producdo sob o nome industrial
BIOPOL® (copolimero PHBV), a partir da bactéria Cupriavidus necator. E em 1990,
foi lancado o primeiro produto comercial baseado em PHAs; era um frasco de
shampoo da Wella, na Alemanha. Atualmente, a producédo da ICI é comercializada
pela Monsanto (VOAIDES et al., 2010; MATSUDA, 2009; FONSECA, 2003).

Em 1992, teve inicio no Brasil o desenvolvimento de tecnologia para
producdo de bioplasticos empregando matéria-prima de baixo custo, como a cana-
de-acucar, por meio da parceria entre COPERSUCAR, Instituto de Pesquisas
Tecnologicas e Universidade de S&o Paulo (SILVA et al., 2007; CARASCHI et al.,
2002). Em 1996, a empresa Monsanto adquiriu o processo de producdo do
BIOPOL®, focando suas investigacdes em culturas geneticamente modificadas, e,
em 2001, o processo BIOPOL® foi vendido para a US Biotechnology Company
Metabolix, empresa que comercializa e investe em pesquisas para producao de

bioplastico a partir de fontes renovaveis de carbono (KRUEGER, 2009).

Em 2000, a empresa brasileira PHB Industrial S.A. comec¢ou a produgéo em
maior escala do bioplastico, denominado BioCycle®, o qual é produzido a partir de
sacarose extraida da cana-de-acucar. Os estudos de fermentacdo para a producédo
de polimero iniciaram-se em 1992, e em 1995 foi implantada uma planta piloto para
testar a rota de producdo desenvolvida em laboratdrio, com capacidade de 5
toneladas/ano. Ja em 2000, a estrutura foi adequada para a producdo de 50
toneladas/ano, e a proxima etapa da empresa € o desenvolvimento e implantacéo de
30.000 toneladas/ano (BOIN et al., 2009; KRUEGER, 2009).

2.6 Poli-hidroxibutirato (PHB)

Segundo Brito et al., (2011) o mais conhecido dentre os polimeros dessa
familia € o poli-3-hidroxibutirato (P(3HB)), que é acumulado por bactérias
pertencentes aos mais diferentes géneros. O P(3HB) despertou interesse industrial
ja na década de 60, quando foram descobertas suas propriedades termoplasticas
semelhantes as do polipropileno (CH’'N e SUDESH, 2013; BOIN et al., 2009).



14

O poli-3-hidroxibutirato, constituido por monémeros de 3-hidroxibutirato, € o
PHA melhor caracterizado e acumulado com maior frequéncia por bactérias (CHEN
et al., 2011; CHEN, 2010; MACHADO et al., 2010; MATSUDA, 2009). E produzido
através de culturas bacterianas, com frequente utilizacdo da bactéria Cupriavidus
necator. A biossintese deste polimero permite um processo ciclico sustentavel
através de fontes renovaveis e seus copolimeros sédo poliésteres biodegradaveis
sendo totalmente degradado a CO, e agua por uma enorme quantidade de fungos e
bactérias (RAICHER, 2011).

Segundo Roa et al., (2010) o P(3HB) € um material altamente cristalino e
duro, é quebradico e tem qualidades elasticas muito pobres. Os copolimeros séo
mais ddcteis, mais faceis de moldar e mais resistentes, quando comparados com o
homopolimero P(3HB). As misturas de P(3HB) com outros polimeros
biodegradaveis, tais como polilactatos e poli(e-caprolactona), contornam o0s
problemas de rigidez e fragilidade excessivas do P(3HB), possibilitando seu uso
(MATSUDA, 2009; FINKLER, 2006; CARASHI et al., 2002).

Algumas propriedades dos biopolimeros P(3HB), P(4HB) e copolimeros
P(3HB-co0-3HV) sao apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Propriedades dos Polimeros

P(3HB-c0-3HV) Ponto de Fuséo Rigidez Resisténcia a Resisténcia ao

(°C) (GPA) Presséo (MPa) Impacto (J/m)
3% mol de HV 170 2,9 38 60
9% mol de HV 162 1,9 37 95
14% mol de HV 150 1,5 35 120
20% mol de HV 145 1,2 32 200
25% mol de HV 137 0,7 30 400
P(3HB) 179 3,5 40 50

P(4HB) 53 149 104

Polipropileno 170 1,7 34,5 45
Poliestireno 110 3,1 50 21

Fonte: Raicher (2011).

A incorporacdo de unidades de 3HV, obtendo-se o copolimero P3HB-co-
3HV, permite a obtencdo de materiais com propriedades melhores (MATSUDA,
2009; ROA et al., 2010). O P3HB-c0-3HV com baixa incorporagédo de 3HV € duro e
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quebradico, assemelhando ao poliestireno; com uma média incorporacdo de 3HV,
tem flexibilidade e dureza semelhantes as do polipropileno e com altos niveis de
incorporacao das unidades de 3HV, o polimero assemelha ao polietileno (Tabela 2)
(TAJIMA et al., 2011; RAICHER, 2011).

Varios estudos importantes tém sido realizados na tentativa de reduzir a
fragilidade desse material. Alguns desses estudos baseiam-se na obtencdo de
copolimeros com unidades de hidroxivalerato, que apresentam menor cristalinidade
e melhores propriedades mecéanicas que o P(3HB). Outros estudos baseiam-se na
mistura fisica com diversos outros polimeros biodegradaveis e sintéticos (RAICHER,
2011).

O PHB pode ser usado na fabricacdo de embalagens para produtos de
limpeza e de higiene, cosméticos e produtos farmacéuticos. Além disso, por ser
biocompativel e facilmente absorvido pelo organismo humano, pode ser empregado
na area meédica-farmacéutica, prestando-se a fabricacdo de fios de sutura, proteses
Osseas e capsulas que liberam gradualmente medicamentos na corrente sanguinea
(BORSCHIVER, et al., 2008; CARASCHI et al., 2002).

Algumas dessas propriedades sdo comparadas com as propriedades do
polipropileno (PP) na Tabela 3 (RAICHER, 2011).

Tabela 3 - Principais caracteristicas dos polimeros poli-3-hidroxibutirato,
polihidroxioctanoato e polipropileno

Caracteristica P(3HB) PHO PP
Ponto de Fusdo 180 °C 61°C 176 °C
Ty 5°C -35°C -10°C
Densidade 1.18 - 1.25 g/em® 1.02 glem® 0.905 glcm?®
Cristalinidade 70% 25% 70%
Permeabilidade ao oxigénio 45 - 1700
(cm®*m?/dia) (cm®m?/dia) (cm®m?/dia)
Transmisséo de vapor 60-70(g/cm?/dia) 3,5 40
Maodulo de Young 3500MPa 8MPa 1700MPa
Tensao de Cisalhamento 40MPa 9MPa 38MPa
Resisténcia a ruptura 5% 380% 400%
Peso molecular 1-8.10° - 2.2-7.10°

Fonte: Raicher (2011).
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Observa-se que a introducdo de hidroxivalerato (HV) na cadeia polimérica
provoca enorme impacto sobre as propriedades finais do material, o que pode
justificar o uso do co-mondmero para ajuste de grades. Em particular, observa-se
que a introducéo de cerca de 10% de HV resulta em um material muito parecido com
o polipropileno (FACCIN et al., 2012; MATSUDA, 2009).

2.7 Poli-hidroxibutirato-co-hidroxivalerato (PHB-co-HV)

Apesar de ser biodegradavel e termoplastico, as propriedades do
homopolimero PHB fazem com que seja quebradico, o0 que limita suas aplicacdes. A
insercdo de unidades de 3-hidroxivalerato (HV), compostas por cinco atomos de
carbono da origem ao copolimero PHB-co-HV, com propriedades tais que l|he
conferem maior maleabilidade (SHAMALA et al., 2012; SILVA et al., 2007). Embora
existam linhagens bacterianas capazes de sintetizar PHB-co-HV a partir de
carboidratos, elas apresentam baixa eficiéncia. Assim, processos de producdo do
copolimero economicamente vidveis sdo conseguidos apenas com o0 uso de
precursores como acido propiénico (RAICHER, 2011; SILVA et al., 2007).

Em relagcdo ao processamento, o PHB e o PHBV s&o os dois tipos mais
conhecidos de PHAs, outros tipos estdo ainda em estagio de desenvolvimento e
suas tecnologias de processamento industrial ndo sdo bem conhecidas (BRITO et
al., 2011). A Tabela 4 apresenta alguns dos produtores do PHA distribuidos em

diferentes partes do mundo.

Tabela 4 — Produtores comerciais do PHA

Nome Comercial Fornecedor Origem Website
Biopol Monsanto — Metabolix EUA www.monsanto.com
Mirel Metabolix/ADM EUA www.metabolix.com
Biocycle PHB Industrial S/A Brasil www.biocycle.com.br
Enmat Tianan China www.tianan-enmat.com
Biomer L Biomer Alemanha www.biomer.de
Nodax Procter & Gamble EUA WWW.pg.com

Fonte: Brito et al., (2011).
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2.8 Diversidade bacteriana na producéo de Polihidroxialcanoatos

Os PHAs sao acumulados naturalmente por inimeras bactérias, incluindo
grupos taxondémicos diferentes como bactérias fototroficas, arqueobactérias,
bactérias gram-positivas e negativas, bactérias aerobias e anaerdbias (FACCIN,
2012).

Sao conhecidos mais de 300 microrganismos sintetizadores de PHAs, mas
sdo poucos os efetivamente empregados na sua producdo, incluindo Cupriavidus
necator e Pseudomonas sp., e Escherichia coli recombinantes (CHEN, 2010;
KRUEGER, 2009). Os microrganismos empregados na producdo de PHAs devem
ser eficientes em cultivos com alta densidade celular, acumular alta concentracéo de
polimero em um periodo relativamente curto, resultando em alta produtividade, um
fator indispensavel para diminuir os custos de producdo deste biopolimero
(MACAGNAN, et al., 2012).

Os microrganismos produtores de PHAs podem ser divididos em 2 grupos,
baseados nas condicdes de cultura: os dependentes ou ndo dependentes de
limitacdo de nutrientes para a producdo de PHAs. Em ambos 0S grupos, 0 excesso
de carbono é necessario. Dos que apresentam limitacdo de nutrientes, tem como
representantes, Cupriavidus necator, Pseudomonas oleovorans e Chromobacterium
violaceum. Pertencentes ao outro grupo, citam-se Alcaligenes latus, Azotobacter
vinelandii e Escherichia coli recombinante , os quais acumulam polimeros durante a
fase de crescimento (FACCIN, 2012; KRUEGER, 2009; FONSECA, 2003).

Grande parte da diversidade microbiana, sobretudo de arqueobactérias e
eubactérias, nunca foram isoladas e cultivadas em laboratérios pelas técnicas
microbiolégicas convencionais. Este € um dos principais fatos que fazem acreditar
que importantes produtos ainda virdo da bioprospeccdo de microrganismos
(STRELEC, 2006).

Atualmente existem pelo menos 75 géneros diferentes de microrganismos ja
conhecidos produtores de poli-3-hidroxibutiratos P(3HB) (FINKLER, 2006). Ralstonia
eutropha, atualmente denominada Cupriavidus necator (LEE et al., 2011) é o

organismo mais usado para a sua producdo porque cresce facilmente e acumula
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grande quantidade de biopolimero (acima de 80 % do peso seco). A fisiologia e a
bioguimica das reacdes para sintese de P(3HB) sdo bem compreendidas para
diferentes microrganismos (KHAN et al.,, 2013; FINKLER, 2006). A bactéria
Cupriavidus necator possui uma unica enzima PHA sintase, que incorpora
hidroxialcanoatos (HAs) de comprimento de cadeia curta (3 a 5 &tomos de carbono).
Pseudomonas oleovorans possui duas isoformas de PHA sintases, que incorporam
preferencialmente compostos alifaticos insaturados e substitutos de 3HA de
comprimento de cadeia médio (6 a 14 atomos de carbono). A PHA sintase de
Thiocapsa pfennigii apresenta a mais diversificada faixa de substratos que podem
ser transformados em PHA, ou seja, menor especificidade, dentre as PHA sintases
investigadas (MATIAS e RODRIGUEZ, 2011; FINKLER, 2006).

Varios outros microrganismos como Bacillus megaterium, Azotobacter
beijerincki, Rhizobium, Nocardia, Pseudomonas putida, Alcaligenes latus, sintetizam
PHAs (KRUEGER, 2009; FACCIN, 2012). Os microrganismos que também
acumulam P(3HB) em alguma quantidade sdo dos géneros: Actinomycetes,
Azospirilum, Bacillus, Beijerinckia, Chlorogloea, Chromatium, Derxia, Ferrobacillus,
Hyphomicrobium, Lampropaedia, Methylobacterium, Micrococcus, Noscardia,
Rhizobium,  Rhodopseudomonas,  Rhodospirillum,  Sphaerotilus,  Spirillum,
Streptomyces, Vibrio e Zoogloea, além das linhagens selvagens de cianobactérias,
como Synechococcus sp MA19 (FACCIN, 2012; FINKLER, 2006).

2.9 Aplicacdes de Biopolimeros

A contribuicdo que microrganismos tém dado para o desenvolvimento de
biotecnologias abrange diversas aplicacdes, como: a producdo de compostos
guimicos (etanol, acido acético, biogas, plasticos biodegradaveis, industria de
alimentos e farmacéutica, etc.); produtos para a agricultura (bioinseticidas,
inoculantes agricolas, etc.); enzimas para diversos setores industriais, com destaque
para a industria de detergentes e alimenticia; compostos de interesse médico e
veterinario (antibibticos, antitumorais, imunossupressores, inibidores enzimaticos,
antiparasitarios, etc.) (STRELEC, 2006).
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A composicdo monomeérica, ao lado da massa molecular e da distribuicao de
massas moleculares do polimero, € responsavel pelas propriedades fisicas e
mecanicas destes materiais. Uma vez que PHA apresentam propriedades
termoplasticas, diversas aplicacdes podem ser mencionadas desde a producao de
embalagens para produtos de higiene, vasilhames para fertilizantes, vasos para
mudas de plantas, brinquedos, cosméticos, produtos farmacéuticos e médicos, como
fios de sutura, préteses Osseas e capsulas para liberacdo controlada de farmacos,
entre outros (CHEN, et al., 2011; MATSUDA, 2009).

Podem ser citadas ainda, como aplicagbes dos PHAs, a formulagdo de
biocompoésitos para o desenvolvimento de dispositivos com uma resisténcia
mecanica semelhante ao 0sso natural, tal que ele possa ser integrado a estrutura
O0ssea como um desafio atual no desenvolvimento dos mesmos para uso ortopédico
e odontolégico (PEREIRA et al., 2013); o uso de um biopolimero na forma de gel
para o tratamento de olhos eviscerados, vem sendo utilizado como modelo
experimental em coelhos (CORDEIRO-BARBOSA et al., 2012).

Roa e colaboradores (2010), afirmam que o fato de o PHA ser obtido de
fontes renovaveis, facilmente biodegradado em solos de compostagem,
biorreabsorvivel e biocompativel, pode ser usado em implantes médicos ou como

substrato para crescimento celular.

Os polihidroxialcanoatos foram inicialmente utilizados para a producdo de
garrafas, filmes e fibras para embalagens biodegradaveis e como filmes envoltérios
de adubo para agricultura (FINKLER, 2006; FONSECA, 2003). Todavia, sendo
biomateriais, podem ser usados de forma direta, como suplemento, ou de modo a
substituir as funcdes dos tecidos vivos do corpo humano, uma vez determinada a
sua biocompatibilidade com o hospedeiro. Combinados a outros biomateriais podem
ser utilizados em enxerto de ossos para preencher os defeitos ou substituir oS 0ssos
fraturados (MATSUDA, 2009) ou em placas de ligacao e suturas cirargicas (YANG et
al., 2004).

Podem ser aplicados como matriz em materiais retardantes para a liberacao
controlada de drogas, horménios, herbicidas, inseticidas, flavorizantes e fragrancias

na medicina, agricultura, indastria farmacéutica e industria de alimentos (FALCONE
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et al.,, 2007; FONSECA, 2003) ou atuarem como matéria-prima para a sintese de
enantibmeros quimicos puros e na producéo de tintas (BRITO et al., 2011; SILVA et
al., 2007). Os polihidroxialcanoatos apresentam ainda potencial para aplicacbes
terapéuticas. Polimeros contendo monémeros na forma 4-hidroxibutirato, P(4HB),
sdo empregados na forma de sais de sédio como anestésico (CH'N e SUDESH,
2013).

Uma das aplicacdes mais comuns dos PHAs € a producdo de embalagens e
frascos para diferentes produtos, sobretudo cosméticos. Por causa de suas
propriedades, o P(3HB) e copolimeros como P(3HB-co-3HV) tém sido também
utilizados para a producédo de frascos para o transporte de liquidos, gases e vapores
(BRITO et al., 2011; CHEN, 2010). No Brasil, a Plasvale juntamente com a PHB
Industrial tem iniciado estudos de producéo de potes com tampa a partir de PHB
(SILVA et al., 2007). Essas aplicagbes normalmente requerem alta rigidez e alto
brilho, sendo que as caracteristicas ecologicamente corretas do P(3HB), como
biodegradabilidade e obtencéo a partir de recursos renovaveis, conferem ao produto

embalado um diferencial mercadoldgico importante.

As propriedades de P3HB-co-3HHXx (poli-hidroxibutirato-co-hidroxihexanoato)
também conferem maior biocompatibilidade, tornando-o promissor para aplicacées
como suporte ou molde para uso em engenharia de tecidos. Seu uso tem sido
reportado na confeccédo de tecidos cartilaginosos hibridos (YE et al., 2009; YANG et
al., 2002), em culturas de células 6sseas (YANG et al., 2004), valvulas aorticas
hibridas (WU et al., 2007), como moldes para crescimento de células musculares em
estruturas microtubulares uniaxiais (CHEN et al, 2011) ou em tecidos
cardiovasculares (SUN et al., 2009). A utilizacdo deste copolimero com associacfes
visando aumentar a biocompatibilidade tem sido descrita. Exemplos recentes sédo a
associacdo ao malato (Ma-P3HB-co-3HHx (LI et al., 2007) ou a hidroxiapatita
mostrando-se promissor para a reconstrucdo ossea (Xl et al., 2008). Em outro
trabalho divulgado, observa-se o desenvolvimento de uma membrana porosa
contendo uma resina de poliésteres alifaticos, entre os quais estdo contemplados os
polimeros contendo 3-hidroxihexanoato. Estas membranas porosas apresentam

potencial aplicacdo no campo de artigos absorventes, como fraldas. Nestes artigos,
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estas membranas porosas sdo amplamente empregadas como revestimento para

prevenir o encharcamento durante o uso (WANG et al., 2006).

Os PHAs também podem ser usados para a preparacdo de microcapsulas
ou nanocapsulas para aplicacdbes médicas e farmacoldgicas. Isto permite que o
principio ativo seja liberado lentamente, prolongando sua acdo (FALCONE et al.,
2007). Uma outra aplicacdo muito interessante dos PHAs é na engenharia tissular,
para a fabricacdo de proteses e outros componentes médicos, em concordancia com
suas propriedades biocompativeis (GUMEL et al., 2012). Para estes tipos de
aplicacdo, cinco propriedades séo requeridas: biocompatibilidade, manutencédo do
crescimento celular, capacidade de organizar as células na forma prevista e
desejada ao redor da protese, permitir o desenvolvimento tissular e ndo gerar
produtos téxicos durante a degradacdo (MATSUDA, 2009; FINKLER, 2006).

2.10 Biodegradacéo dos polihidroxialcanoatos

Uma importante caracteristica dos PHAs € a sua biodegradabilidade. Na
natureza, varios microrganismos podem degradar PHAs pelo uso de PHA hidrolases
e PHA depolimerases. As atividades destas enzimas podem variar e dependem da
composi¢do do polimero, sua forma fisica (amorfa ou cristalina), das dimensdes das

amostras e das condi¢cdes ambientais (SILVA et al., 2007).

Polimeros biodegradaveis podem ser definidos como aqueles que sofrem
degradacdo macromolecular in vivo, por acdo de enzimas, microrganismos ou
células (VILLANOVA et al., 2010). O termo biodegradacdo descreve 0S processos
envolvendo quebra de cadeia e modificagbes da massa molar e da solubilidade do
polimero (BRITO et al., 2011). Processos bioldgicos, fisicos e quimicos, podem atuar

na biodegradacéao.

A biodegradabilidade dos polimeros € um atributo explorado na modulacdo
da liberacdo de farmacos, uma vez que é altamente desejavel que um material
introduzido no organismo desapareca depois de cumprida sua funcdo, sem a

necessidade de intervencbes para sua retirada. Os produtos de degradacao
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formados sdo metabolizados a didxido de carbono e 4gua, via ciclo de Krebs, ou sédo
excretados na urina (RAICHER, 2011).

O tempo de degradacdo do produto formado por P(3HB) é da ordem de
poucos meses quando submetidos a digestdo anaerdbica (Figura 7), e a anos
quando lancados a agua do mar (MADISON e HUISMAN, 1999 apud FINKLER,
2006).

Figura 7: Embalagens de P(3HB-co-3HV) degradada em lodo ativado aerébico durante 0, 2, 4, 6, 8 e
10 semanas.
Fonte: Madison e Huisman (1999) apud Finkler (2006).

A biodegradacao dos polimeros, conforme observado na Figura 8, ocorre por
dois mecanismos distintos, dependendo da natureza do polimero e do ambiente:
pode ocorrer tanto na presenca como na auséncia de oxigénio, biodegradacao
aerdbica e anaeroébica respectivamente (BRITO et al., 2011; RAICHER, 2011).
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Figura 8: Duas réguas utilizadas em um teste caseiro de biodegrabilidade durante 6 meses.
Fonte: Raicher (2011).
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2.11 Caracterizagdo do Ambiente Amazénico

A bacia amazobnica de formacao tercidrio-quaternéria € a maior do mundo,
drenando aproximadamente 1/4 da América do Sul, cerca de 6.217.220 km?
escoando cerca de 1/5 de agua doce do planeta e estendendo-se desde as por¢des
da Cordilheira Andina (MIGUEIS, 2011).

Abrange terras do Brasil, na sua maior parte, Bolivia, Coldmbia, Equador,
Guianas, Peru, Suriname e Venezuela, além de um territério (Guiana Francesa)
(NORONHA, 2010). De acordo com Migueis (2011), a bacia amazbnica possui 0s
dois maiores arquipélagos fluviais do mundo, Arquipélago de Mariua, com mais de
700 ilhas localizadas no rio Negro e o Arquipélago de Anavilhanas, também no rio
Negro, com aproximadamente 400 ilhas; o maior conjunto de rios do planeta,
aproximadamente 1.700 rios; a maior reserva biologica inundada de varzea do
mundo, a Reserva Mamiraud; a maior ilha flivio-marinha do mundo, a ilha de Marajo
na foz do rio Amazonas; e o maior rio do mundo, o Rio Amazonas, tanto em volume

guanto em extensao.

Para Noronha (2010), varios fatores contribuem para a existéncia de
tamanha rede hidrografica. Um deles é a quantidade de chuvas que ocorrem na
regido aliada a sua localizacdo. Cortada pela linha do Equador acaba se
beneficiando do verdo que ocorre nos dois hemisférios. Quando € verédo no norte, 0s
rios desse hemisfério (margem esquerda do Rio Amazonas) é quem ficam cheios,
devido ao aumento no indice de precipitacdo nesta estagcdo. O mesmo ocorrera ao
sul quando for verdo. A Bacia Amaz0nica esta sujeita ao regime de interferéncia, e,
portanto, tém contribuintes dos hemisférios Norte e Sul, coincidindo a cheia de um
hemisfério com a vazante do outro (SOUZA E CASTELLON, 2012).

Souza e Castellobn (2012), afirmam que os fendmenos ecoldgicos que
ocorrem nos ecossistemas aquaticos tropicais, e em particular na regido Amazonica,
séo influenciados pela grande oscilagdo do nivel das aguas que propiciam um
dindmico processo de interacdo entre 0s ecossistemas aquaticos e terrestres. Por
outro lado, os processos geoldgicos, como o intemperismo, erosdo, transporte de

sedimentos, entre outros, estdo associados a precipitacdo e evapotranspiracéo,
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intensos na Amazobnia, contribuem para a formagéo da densa rede de drenagem
perene na regido. Dentre esses ecossistemas, 0s igarapés sdo microssistemas
fundamentais das bacias de drenagem e representam um sistema muito complexo
de diferentes habitats e, devido ao seu pequeno volume de &gua, tornam-se
vulneraveis aos impactos ambientais naturais ou induzidos. O desmatamento e a
poluicdo alteram a sua hidrologia e hidroguimica e as comunidades animais e

vegetais sdo atingidas.

A Bacia Amazonica possui uma grande variedade de corpos d’agua. Ha
aguas de rios que nascem em diferentes tipos de terreno e por isso, apresentam
composicdes fisico-quimicas, quimicas e biologicas diferentes (SOUZA E
CASTELLON, 2012). Sendo assim, a limnologia amaz6nica € riquissima em rios que
apresentam caracteristicas proprias quanto a coloracdo em funcdo dos diversos
tipos de terrenos que sao drenados e moldados. Assim, encontramos o0s rios de
aguas brancas: sdo aguas de rios que tem sua origem nos Andes, sao turvas, ricas
em nutrientes, pouco acidas a neutras. Exemplo os Rios Amazonas, Purus, Madeira
e Jurua etc.; aguas pretas: os rios que apresentam essa coloragdo, nascem em
terrenos de rochas cristalinas; sdo escuras e transparentes, pobres em nutrientes
dissolvidos e sdo muito acidas. Exemplo os Rios Negro, Urubu etc.; e aguas claras:
sao rios que apresentam agua cristalina ou de cor esverdeada, transparentes, com
composi¢do quimica variavel. Exemplos classicos sédo o Rio Xingu (agua cristalina)
e, 0 mais famoso dos exemplos, Rio Tapajés (aguas esverdeadas) (SOUZA E
CASTELLON, 2012).

Neste estudo, o trabalho foi desenvolvido no Rio Madeira, rio classificado
como rio de 4gua branca ou barrenta, que de acordo com Migueis (2011), os rios de
aguas brancas apresentam as seguintes caracteristicas: sdo originados das regides
andinas e subandinas que datam do Mesozbico; apresentam-se em forma de
meandros pelas planicies aluviais, formando os “sacados” e “lagos de ferradura”;
riqueco em sais minerais, nutrientes e matéria organica obtida dos solos eutroficos
de suas cabeceiras; grande desenvolvimento da fauna e flora aquéticas (peixes,
insetos, animais, plantas aquaticas submersas, limnoplanctons); grande
concentracdo de sedimentos argilosos em suspensao responsaveis pelos

sedimentos nas varzeas, restingas e lagos ribeirinhos; agua rica em sais minerais
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dissolvidos com alta percentagem de calcio e magnésio, cujo pH em torno de 6,5 a
7, ou seja, quase neutra ou pouco acida; presenca de ilhas de varzeas de solos
férteis e eutroficos, formados pela sedimentacdo e colmatagem, com renovacgao e
reciclagem de nutrientes e matéria organica por meio dos ciclos das cheias e

vazantes, com alta produtividade agricola.

Segundo Noronha (2010), o Rio Madeira € considerado 0 mais importante
afluente da margem direita do rio Amazonas. Tem seus formadores que nascem nos
Andes e nos Planaltos Andinos (Rio Beni e Madre de Dios) e Planalto Central (Rio
Guaporé). Apresenta uma extensédo, da confluéncia dos rios Mamoré e Guaporé com
o Rio Beni, de 1.425 km. Sua bacia drena uma area aproximada de 1,5 milhdo de
Km?, dos quais 7% no Peru, 45% na Bolivia e 48% no Brasil (Acre, Amazonas, Mato

Grosso e Rondonia).

Navegavel o ano todo, com largura variavel entre 40 a mais de 1.700 metros,
embora no periodo da vazante, pelo aparecimento das pedras e pelo assoreamento,
merece ser dragado evitando acidentes com embarcagdes, principalmente no
periodo noturno. Desdgua no rio Amazonas a 50 km a montante do municipio de
Itacoatiara. Seu nome vem das arvores que descem O ri0 que porgue Sao
arrancadas das margens nas cheias, expondo 0 perigo para a navegacao.
(MIGUEIS, 2011).

Essa alta complexidade do rio Madeira se aplica também a populacdes de
microrganismos que habitam essas aguas, sobretudo as bactérias com potencial
biotecnolégico para a producdo de inumeras substancias, tais como;

antimicrobianos, biopolimeros, e outros.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar o potencial de producdo de biopolimeros por bactérias isoladas do

Rio Madeira isoladas no municipio de Autazes/AM.

3.2 Especificos

Reativar bactérias do Rio Madeira buscando conhecer a biodiversidade

existente;

Selecionar dentre os isolados, bactérias capazes de produzir biopolimeros;

Estudar a variabilidade genética das bactérias do Rio Madeira; e

Avaliar os tipos de biopolimeros produzidos pelas bactérias do Rio Madeira.
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CAPITULO |

POTENCIAL DE BA:CTERIAS DO RIO MADEIRA NA
PRODUCAO DE BIOPOLIMEROS
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Potencial de bactérias do rio madeira na producéo de biopolimeros
Ferreira’, E.M.; PROCOPIO", R.E.L.; PROCOPIO? AR.L.
'Programa de P6s-Graduagdo em Biotecnologia e Recursos Naturais da Amazénia -
Univ. do Estado do Amazonas, Brasil, Manaus.
%Instituto de Ciéncias Biolégicas, FAMETRO, Brasil, Manaus.

Resumo

Grandes problemas ambientais ocorrem devido ao uso excessivo de plasticos
derivados do petroleo, principalmente devido sua rapida descartabilidade, e lenta
degradacdo, afetando a qualidade de vida da populacdo atual, surgindo a
necessidade de se buscarem alternativas para substituicdo deste material.
Apresentam-se como solucdo os polihidroxialcanoatos (PHAs), uma grande familia
de poliésteres, intracelulares, acumulados na forma de granulos por diversas
bactérias a partir de substratos de fontes renovaveis, como reserva de carbono e/ou
energia, sob limitagdo de um nutriente essencial ao seu crescimento. O objetivo
deste trabalho é selecionar bactérias capazes de produzir PHA, da cole¢do de
microrganismos do Laboratério de Microbiologia do Programa de Mestrado em
Biotecnologia e Recursos Naturais, da Universidade do Estado do Amazonas —
MBT/UEA. Inicialmente, 140 isolados coletados no Rio Madeira localizado no
municipio de Autazes/AM em 2010, foram reativados e purificados em meio
Nutriente Agar e induzido a producdo de PHAs em Meio Mineral. Para a sele¢éo de
linhagens com potencial de producdo de biopolimeros, dos 140 isolados corados
com Sudan Black, 47 mostraram-se positivos para a coloragdo dos
polihidroxialcanoatos. Destes, 08 isolados foram selecionados, por apresentarem
maiores alteracbes morfolégicas da célula quando visualizados em microscopio,
sugerindo potencial para producdo de biopolimeros. Para elucidar qualitativamente
os PHAs produzidos pelos 08 isolados, foi utilizada a massa celular liofilizada
realizando a metandlise para a extracdo do biopolimero. Em seguida, as amostras
foram analisadas por cromatografia gasosa. Como resultados, dos 08 isolados
identificados com base na identidade da sequéncia parcial do gene 16S rRNA, foram
encontradas espécies pertencentes a trés géneros: Bacillus, Brevibacterium e
Lynisibacillus, sendo o género Bacillus o mais significativo, além de apresentarem
caracteristicas desejaveis para a producédo de PHA, como o curto tempo de geracao,
crescem facilmente até alcancar um alta densidade celular, utilizam fonte de carbono
e nitrogénio de baixo custo. Todos os isolados identificados sdo Gram-positivas,
oferecendo a vantagem da falta de LPS e proteinas de excrecédo, o que os tornam
bons candidatos como produtores de PHA para aplicagbes biomédicas. A analise
cromatografica revelou um polimero constituido principalmente de monémeros 3-
hidroxibutirato (HB). Vale ressaltar, que sobre o género Brevibacterium existem
pouquissimos trabalhos publicados relatando a producdo de biopolimeros e quanto
ao género Lysinibacillus, ndo foi relatado nada sobre a producéo de biopolimeros,
até o momento. Estes resultados demonstram a importancia de trabalhos de
bioprospecgédo com o objetivo de detectar bactérias produtoras de PHA.

Palavras-chave:
Biopolimeros. Polihidroxialcanoatos. Rio Madeira. Bacillus sp. Polihidroxibutirato.
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1 INTRODUCAO

Com a maior conscientizacdo global em relacdo a seguranca do meio
ambiente, houve uma preocupacdo com a disposicao final de residuos (BRITO et al.,
2011; SILVA et al., 2007). Neste contexto, os polimeros petroquimicos aparecem
como protagonistas. A cada ano o consumo de polimeros que sdo materiais
versateis de grande qualidade para aplicacdo nos mais variados produtos, aumenta
(KHAN et al., 2013). No entanto, a dificuldade da correta disposic¢ao final deste tipo
de material vem cada vez mais se tornando um problema, sobretudo quando

pensamos em produtos e embalagens descartaveis (RODRIGUEZ, 2012).

Os polihidroxialcanoatos (PHA) sdo uma classe de biopolimeros que surgem
como alternativa a polimeros petroquimicos em algumas aplicacdes (LEE et al.,
2012; POBLETE-CASTRO et al.,, 2012; KAWASHIMA et al., 2012). Eles sé&o
poliésteres sintetizados por microrganismos e sdo completamente biodegradaveis. A
diversidade de PHA existente possibilita uma variada gama de propriedades,
podendo apresentar caracteristicas que vao de termoplasticos a elastbmeros e
tendo, assim, potencial para utilizagdo em muitas aplicacdes (FACCIN, 2012; SILVA
et al., 2007). Além disso, os PHA sao obtidos a partir de fontes renovaveis, em geral,
fontes provenientes da agricultura (THOMSON et al., 2013; RODRIGUEZ. , 2012,
BOIN et al., 2009)

Devido a sua biocompatibilidade, os PHAs encontram atualmente maior
mercado na area médica, mercado este que se dispde a pagar um preco maior em
funcd@o das excelentes caracteristicas de aplicacdo (CHEN, et al., 2011; STRELEC,
2006). Neste campo, além da biocompatibilidade, os PHAs contam com a
biodegrabilidade que possibilita a reabsorcdo do material pelo corpo possibilitando
aplicacbes em fios de sutura, proteses e liberacdo controlada de medicamentos
(GUMEL et al., 2012; RAICHER, 2011; MATSUDA, 2009).

Em aplicacbes mais gerais, o grande entrave da utilizacdo dos PHA ainda é o
custo de producdo (GAMAL et al., 2013; BRITO et al.,, 2011; NEVES, 2009;
FALCONE et al., 2007). Neste sentido, o objetivo deste estudo foi a busca de novos
microrganismos com potencial de producdo de biopolimeros de importancia

comercial na industria.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local de Coleta dos Microrganismos

Os microrganismos utilizados neste estudo sdo 140 isolados, pertencentes a
colecdo de microrganismos do Laboratorio de Microbiologia do Programa de
Mestrado em Biotecnologia e Recursos Naturais, da Universidade do Estado do
Amazonas MBT/UEA, que foram coletados em 2010 no Rio Madeira, em trés
pontos: margem esquerda, regiao central e margem direita, com trés repeticdes para

cada ponto de coleta, no municipio de Autazes-AM, conforme figura 1.
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Figura 1: Localizagao do Municipio de Autazes/AM e Foz do Rio Madeira.
Fonte: Adaptado wikimapia.org (2014)
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2.2 Reativacao e Purificacdo dos Microrganismos

Os microrganismos preservados em 6leo mineral foram reativados em meios
sélidos de Nutriente Agar (NA), sendo composto por 5 g/L de peptona; 3 g/L de
extrato de carne e Meio Mineral (MM) que consistiu em 40 g/L de glicose; 1,5 g/L de
KH>POy4; 3,50 g/L de Na;HPO4; 0,2 g/L de composto de MgSO,4.7H,0; 0,01 g/L de
CaCl,.2H,0O; 0,06 de citrato férrico amoniacal; 0,05 g/L de (NH4).SO4, e 1 mL de
solucdo de elementos traco preparado de acordo com o método descrito por
Ramsay et al.,, (1990), onde a composicdo é idéntica a dos meios liquidos,
acrescidos de 10 g/L de &gar-dgar e, posteriormente, foram esterilizados em

autoclave, por 20 min, a 121°C, 1 atm.

Cada isolado do Rio Madeira, através do método de esgotamento por estrias
cruzadas, foi cultivado em meio NA e incubado a 28°C por 24-48 horas, para
reativacdo. Posteriormente, foi feita a purificacdo em meio NA e microrganismos

foram cultivados a 28° C por 3 dias.

2.3 Selecédo das linhagens produtoras de biopolimeros: Teste qualitativo

Para detectar bactérias produtoras de PHA, foi realizada uma selecao
qualitativa em meio mineral so6lido (MM), onde cada um dos isolados foi incubado em
meio mineral contendo excesso de fonte de carbono (glicose 40g/L) e limitado na
fonte de nitrogénio [(NH4).SO, - 0,05g/L)] e incubados a 28° C por por 3 dias. Apos
esse periodo de incubacao, os isolados foram corados com Sudan Black (0,02% m/v
em etanol 96%) por 30 minutos e descorados com etanol 96% por 15 minutos
(MATSUDA, 2009; STRELEC, 2006). Em seguida, foi realizada a preparagéo de

laminas para visualizagdo em microscopio optico.

De acordo com coloragao de Sudan Black dos 140 isolados, 47 mostraram-se
positivos para a coloracdo, sendo selecionados 08 isolados por apresentarem
maiores alteragbes morfologicas da ceélula quando visualizados em microscopio

optico, sugerindo maior capacidade de producéo de biopolimeros.
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Com estes 08 isolados foi utilizada a técnica de Coloracdo de Gram e
coloragdo apenas com Safranina para serem visualizados em microscopio éptico

com camera fotografica acoplada; para possiveis registros de imagens.

Estes isolados foram crescidos em Erlenmeyer de 1000 mL contendo 500 mL
de meio de caldo nutriente e adicionado um in6culo de bactéria, deixando crescer
por 5 dias, de acordo com Kichise et al., (1999) e Matsusaki et al., (2000). Apés o
crescimento, o meio de cultura foi centrifugado por 20 minutos a 4000g e, em
seguida, toda a massa bacteriana foi colocada no meio mineral liquido
suplementado com glicose e o nitrogénio como fator limitante, para producao de
biopolimeros. Ap0s o crescimento, o meio de cultura foi centrifugado por 15 minutos

a 10.000g para entéo serem congelados e liofilizados.

2.3.1 Preparo das bactérias para microscopia

Em frascos de Erlenmeyer de  250mL  contendo  200mL
de meio mineral foram adicionados 20uL de uma solugao de 0,5mg de Nile Blue e
0,5mg de Nile Red em 1mL de dimetilsulfoxido. As placas foram incubadas a 28°C
durante 6 dias para producéo de biopolimeros. Também foram feitos meios liquidos
contendo os corantes acima citados. Em seguida, foram feitas laminas das colbénias
produtoras de biopolimeros para entdo serem observadas em microscépio com
epifluorescéncia (TANAMOOL et al., 2013).

2.4  Extracdo e Purificacdo de biopolimeros: Teste quantitativo

Cerca de 20 mg da massa bacteriana liofilizada foram utilizados para extracao
do biopolimero, sendo transferidos para tubos de rosca, aos quais foram
adicionados 2 mL de cloroférmio. Os tubos foram fechados fortemente e as
amostras agitadas no vortex para entdo serem aquecidas por 3 horas a 100°C. Em
seguida, as amostras foram filtradas em filtro de celulose com poro de 0,4 pm

(Milipore) para a remocao de detritos celulares. Os biopolimeros foram precipitados
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em metanol 5:1 v/v de cloroférmio, agitando-os vigorosamente por 30 segundos e
posteriormente deixou-se secar em temperatura ambiente (JAMIL et al., 2007).

2.5 Anadlise do biopolimero em Cromatografia Gasosa

As amostras de biopolimeros séo dissolvidos em 2 mL de metanol acidificado,
ou seja, contendo 3% (v / v) de H,SO,4, e 1 mL de cloroformio em um tubo de ensaio
com tampa de rosca. As amostras sdo, em seguida, mantidas a 100°C durante 60
min. Apdés arrefecimento até a temperatura ambiente, 1 mL de agua Mili-Q
esterilizada foi adicionada a totalidade da amostra, e em seguida, agitada durante 10
min, para formacéo de fase (BRAUNEGG et al., 1978).

ApoOs a separacao, a fase aquosa (superior) foi descartada e a fase organica
(inferior) utilizada para andlise. Um volume de 1 pL da fase orgéanica foi analisado
apos fracionamento da amostra (“split” 1:20) em cromatégrafo gasoso acoplado ao
espectofotbmetro de massa, Modelo QP2010, Marca Shimadzu, com gas de arraste
Hélio e grau de pureza 5.0 (LUTKE-EVERSLOH et al., 2001).

2.6  Caracterizacdo Genética
2.6.1 Extracdo do DNA Genbmico

A identificacdo dos isolados foi realizada de acordo com o proposto por
Sambrook et al., (1989). Os isolados bacterianos foram cultivados em 10 mL de meio
de cultivo NA e incubados por 48 horas a 28°C. Apés esse periodo, a suspensao
bacteriana foi recolhida em tubos de 2 mL e centrifugada por 6 minutos a 12000 rpm,
utilizando centrifuga Eppendorf Mini plus. Em seguida, o sobrenadante foi
descartado. O precipitado foi ressuspendido em 500 uL de TE (Tris-HCI 1M pH 7,5,
10mL; EDTA 0,5M pH 8,0, 2mL; 4gua destilada, 1000mL), sendo adicionado 30 pL
de SDS 10% e 0,5¢g de silica, e agitado no vortex por 10 minutos.

Apés a agitacdo, foram adicionados 200 pL de fenol saturado e 350 uL de

Clorofil (Cloroformio e 4&lcool isoamilico 24:1 v/v), sendo em seguida


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=L%C3%BCtke-Eversloh%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11160796
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homogeneizadas e centrifugadas (12000 rpm por 10 min). A fase superior foi
transferida para um novo tubo, acrescendo-se 350 pL de Clorofil, sendo
centrifugadas novamente (12000 rpm por 10 min).  Transferiu-se o DNA
sobrenadante para outro tubo limpo e, posteriormente, a esta suspensao foram
adicionados 50 yL de NaCl 5M e 750 pL de alcool isopropilico. A solugéo foi
homogeneizada por inversao e posteriormente incubada no congelador por 1 h para
precipitacdo mais rapida, e em seguida centrifugou-se em centrifuga resfriada a 4° C
por 12 min a 12000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o DNA precipitado com
200 uL de etanol 70%. Depois de seco a 37°C, o DNA foi ressuspendido em 50 pL
de &gua Milli-Q e estocado a —20°C (SAMBROOK et al., 1989).

2.6.2 Amplificacdo do gene 16S rRNA

O gene 16S rRNA foi amplificado por PCR usando os primers universais
27F(5'-GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) e 1401R
(5-CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG-3). As condicbes de PCR foram:
desnaturacao inicial programada para 95°C durante 5 min; seguido por 30 ciclos de
desnaturacdo a 94°C durante 1 min, pareamento a 55°C durante 1 min, e
alongamento para 72°C durante 1 min e 30 seg, e uma extensao final de 72°C
durante 10 min. O produto da amplificacdo de DNA foi purificado (kit de PCR GFX,
Amersham Pharmacia Biotech®) e sequenciado (PROCOPIO et al., 2012).

2.6.3 Anadlise da arvore filogenética

As identificacbes bacterianas foram realizadas na comparacdo das
sequéncias obtidas do gene 16S rRNA dos isolados. Para isso, apos amplificacao,
os produtos de PCR foram purificados com o DNA Gel/PCR Extraction Kit®. As
amostras foram sequenciadas no Cento de Estudos do Genoma — ICB/USP
utilizando sequenciador ABI (Applied Biosystems). Apdés o0 recebimento das
sequéncias, as mesmas foram alinhadas no Programa BioEdit e comparadas pelo
programa CLUSTALW?2 (versdo 1.8), para entdo serem submetidas a consulta de
similaridade de nucleotideos, com sequéncias depositadas no banco de dados
GenBank através do programa BLAST “Basic Local Alignment Search Tools”
(TANAMOOL et al., 2013).
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A éarvore filogenética baseada no gene 16rRNA foi construida pelo método
neighbor-joining e o algoritmo “Jukes-Cantor”. A robustez de ramos individuais foi
estimada em 1000 repeticbes de bootstrapping com o programa de Analise
Genética de Evolucdo Molecular MEGA 5 (TAMURA et al., 2011).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Isolamento e selecédo de linhagens bacterianas produtoras de PHA

Neste trabalho, os principios que nortearam a estratégia de isolamento tinham
como finalidade buscar uma area pouco estudada do ponto de vista da diversidade

microbiana, principalmente em relacao a producéo de biopolimeros.

Os resultados dos isolamentos cultivados em meios sélidos estdo ilustrados

na figura 2.

Figura 2: Isolados reativados e purificados em meio NA (A e B). Isolados em meio MM com coloragéo
Nile Blue e Nile Red (C e D), respectivamente, para producao de polimeros.
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No presente estudo foram isoladas 140 bactérias (Quadro 1) coletadas no Rio
Madeira, no municipio de Autazes. Dos 140 isolados corados com Sudan Black, para
selecdo de linhagens produtoras de polimeros, 47 mostraram-se positivos para a
coloracdo com um indice de 33,5% de bactérias produtoras de polimeros, conforme
apresentadas no Quadro 1, sendo selecionados 08 isolados por apresentarem
maiores alteracbes morfoldgicas da célula quando visualizados em microscopio

optico, sugerindo assim, maior capacidade de producéo de biopolimeros.

Quadro 1 - Selecéo de linhagens produtoras de PHA
-

Ne Resultado para Ne Resultado para Ne Resultado para
Isolado |producdo de PHA | Isolado produgdo de PHA Isolado |produgdo de PHA
20152 Positivo 20207 Negativo 20238 Negativo
20155 Positivo 20156 Negativo 20210 Negativo
20157 Negativo 20159 Negativo 20195 Positivo
20158 Negativo 20189 Negativo 20180 Positivo
20160 Positivo 20193 Positivo 20191 Negativo
20162 Negativo 20202 Negativo 20192 Negativo
20163 Negativo 20166 Negativo 20201 Negativo
20164 Negativo 20196 Negativo 20179 Negativo
20167 Negativo 20186 Negativo 20230 Negativo
20168 Positivo 20208 Negativo 20198 Negativo
20170 Positivo 20169 Negativo 20234 Negativo
20172 Negativo 20190 Negativo 20249 Negativo
20173 Negativo *20194 Positivo 20150 Positivo
20174 Positivo 20187 Negativo 20185 Positivo
20175 Positivo 20205 Negativo *20161 Positivo
20176 Positivo 20181 Negativo 20204 Positivo
20177 Positivo 20183 Negativo 20217 Negativo
20182 Positivo 20203 Positivo 20218 Negativo
20184 Negativo 20199 Negativo 20228 Negativo
20197 Positivo 20209 Negativo 20211 Negativo
20200 Positivo 20206 Negativo 20231 Negativo
20216 Negativo 20236 Negativo 20178 Positivo
*20226 Positivo 20224 Negativo 20235 Positivo
20239 Negativo 20151 Negativo 20254 Negativo
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Ne¢ Resultado para N¢ Resultado para N2 Resultado para
Isolado |producgao de PHA| Isolado producdo de PHA Isolado |produgdo de PHA
20244 Negativo 20255 Negativo 20188 Negativo
20220 Positivo 20257 Positivo 20285 Negativo
*20261 Positivo 20277 Positivo 20282 Negativo
*20223 Positivo 20250 Positivo 20268 Positivo
20240 Negativo *20229 Positivo 20288 Negativo
20269 Negativo 20265 Negativo 20264 Positivo
20249 Negativo 20243 Negativo 20245 Positivo
20248 Positivo 20222 Positivo 20290 Negativo
20241 Negativo 20292 Negativo 20242 Negativo
20287 Positivo 20276 Negativo 20212 Negativo
20256 Negativo 20284 Negativo 20286 Negativo
20281 Positivo 20294 Positivo 20237 Negativo
*20154 Positivo 20227 Negativo 20165 Negativo
20289 Negativo 20266 Negativo 20251 Negativo
20272 Negativo 20279 Positivo 20293 Positivo
20300 Negativo 20274 Negativo 20253 Positivo
20291 Negativo 20246 Negativo 20214 Negativo
20259 Negativo 20250 Positivo 20153 Negativo
20258 Negativo 20271 Negativo 20270 Positivo
20263 Positivo 20278 Negativo 20262 Negativo
20280 Negativo 20283 Negativo 20247 Negativo
20177 Negativo 20267 Negativo *20171 Positivo

Total de Laminas analisadas 140
Total de linhagens produtoras de PHA 47
* Bactérias selecionadas 8

De acordo com Spiekermann e colaboradores (1999), a bioprospeccdo de

bactérias produtoras de PHAs pode ser realizada pela avaliagdo da presenca de

corpos lipofilicos nas células, através do teste colorimétrico de Sudan Black, que é

ligeiramente solivel em solvente organico e insolivel em &agua; ao ligar-se a

estruturas hidrofébicas confere coloragdo negra azulada, visivel em microscopio

optico (MACAGNAN, et al., 2012; MATSUDA, 2009).
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Embora tenha sido possivel identificar apenas 47 cepas, este nUmero se torna
expressivo em se tratando da regido Amazbnica que n&o possui estudos
relacionados a producédo de biopolimeros por bactérias de agua doce. Trabalhos
similares identificaram bactérias em outros biomas, como em amostras de solo de
canavial, onde foram obtidas 75 linhagens produtoras de biopolimeros (GOMEZ,
1994, 1996). Estudos mais detalhados revelaram uma linhagem bacteriana
promissora para a producéao industrial destes polimeros (GOMEZ et al., 1997; SILVA
et al., 2000) e que se tratava de uma espécie nova ainda nédo descrita (BRAMER et
al., 2002).

Isolados bacterianos produtores de PHA foram encontrados em amostras de
solo e areia de diversos ambientes no Estado do Rio Grande do Sul (MATIAS et al.,
2001). A analise da regido 16S foi comparado ao banco de dados do Ribossomal
DataBase Project (RDP), e possiveis representantes dos géneros Bacillus,
Streptomyces,  Streptacidiphilus,  Streptoalloteichus e Burkholderia foram
identificados (MATIAS et al., 2009).

A linhagem Cupriavidus USMAA1020 foi isolada em um estudo de diferentes
amostras de solo, lama, sedimento e agua na Peninsula da Malasia, e apresentou a
capacidade de acumular mais de 50% da massa seca celular de copolimero P3HB-

co-4HB, ainda néo reportada para a espécie (AMIRUL et al., 2009).

A linhagem Zobellella denitrificans MW1 foi isolada a partir de lodo de esgoto
em estudo com amostras de diferentes ambientes da Alemanha e Egito. Apds 96 h
de cultivo, foi observada a producdo de, aproximadamente, 87% da massa seca
celular de P3HB, em meio mineral contendo glicerol como fonte de carbono e alta
concentracédo salina (IBRAHIM & STEINBUCHEL, 2009). Também ¢é relatado por
Licio (2011), que dos 1.200 isolados provenientes de amostras de lodo de esgoto
doméstico, 161 isolados foram considerados como produtores de PHA em pelo

menos uma das fontes de carbono avaliadas (glicose ou octanoato).

Na busca por microrganismos capazes de produzir polihidroxialcanoatos
(PHAS) utilizando glicerol em meios de cultivo, foram avaliadas 107 linhagens de
microrganismos através da reacdo com o corante Sudan Black B. Entre os quais,

estavam 76 isolados obtidos de solo de Floresta Ombréfila Densa (Mata Atlantica) e
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31 de solo de Mangue. Além disso, foram também avaliadas 7 linhagens de P.
aeruginosa provenientes de solos contaminados com hidrocarbonetos e manipueira
(PAULA, 2012).

A linhagem Bacillus sp. MA3.3 foi isolada a partir de solo de mangue em um
trabalho com amostras de diferentes ambientes brasileiros. A auséncia de uma
camada de lipopolissacaridica nesta linhagem Gram-positiva representa uma
vantagem para aplicacbes em que a biocompatibilidade do polimero € um fator
essencial, como na &rea médica (LICIO, 2011; SINGH et al., 2009). Valores maiores
gue 60% da massa seca celular de P3HB foram obtidos quando fornecido glicose ou
xilose como fontes de carbono, tornando a linhagem uma candidata a producéo de

PHA usando residuos lignocelulésicos como substratos (LOPEZ et al., 2009).

Com estes 08 isolados foi utilizada a técnica de Coloracao de Gram, apés 08
dias de incubacdo em meios NA e MM, para serem visualizados em microscopio

Optico com camera fotografica acoplada; conforme figura 3.

A B

M

Figura 3: Esfregacos corados com Gram e visualizados em lente de imersdo em microscopia Optica

1000x. A- Meio NA (UEA 20223); B- Meio MM (UEA 20223); C- Meio NA (UEA 20229),
D- Meio MM (UEA 20229).
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Como ja mencionado, o corante Sudan Black atua por difusdo simples,
corando corpos lipofilicos como os granulos de PHASs, gerando uma coloracéo negra
azulada, a qual possibilita sua visualizagcdo em microscopio optico e indica resultado
positivo (LELLIOT & STEAD, 1987). Assim, pode-se inferir que 33,5% das bactérias
analisadas séao potencialmente produtoras de PHAs, apresentando pontos negros
azulados com diferentes distribuicdo, dimensdo e intensidade. A observacédo dos
granulos mais intensos e alteracdes mais expressivas na morfologia do isolados
ocorreram nas laminas UEA 20.223; UEA 20.194; UEA 20.161; UEA 20.171; UEA
20.226; UEA 20.261; UEA 20.154 e UEA 20.229.

Quanto a disposicédo dos granulos nas células, as amostras corresponderam
ao relatado na literatura para os géneros bacterianos analisados, ou seja, todos 0s
isolados positivos apresentaram no minimo dois granulos distribuidos um em cada
pélo da célula (MACAGNAN, et al., 2012). Esta distribuicdo € encontrada em grande
parte das células no estagio inicial de acumulo de PHAs. Ja a presenca de um
terceiro granulo, também observado em nossas analises, normalmente ocorre na
regido central do bacilo (JENDROSSEK, 2007). Isto se confirma nas imagens
ilustradas na Figura 4, onde os isolados foram cultivados em meio mineral contendo
corantes Nile Blue e Nile Red, e ap6s 10 dias de incubacédo foram corados com
safranina e os biopolimeros foram visualizados em microscopio éptico com camera
fotogréafica acoplada, ndo sendo possivel o registro de imagens em epifluorescéncia.
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Figura 4: Esfregacos corados com Safranina e visualizados em lente de imersdo em microscopia optica.
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A- Meio NA (UEA 20171); B- Meio MM com Nile Blue (UEA 20171); C- Meio MM com Nile Red (UEA 20171);
D- Meio NA (UEA 20261); E- Meio MM com Nile Blue (UEA 20261); F- Meio MM com Nile Blue (UEA 20261).

3.2 Caracterizacdo molecular dos isolados selecionados

A técnica de identificagdo molecular utilizando a amplificacdo da regido
ribossomal 16S do DNA bacteriano permitiu identificar trés géneros. As sequéncias
obtidas foram comparadas com sequéncias do banco de dados publico GenBank
através do programa BLASTn (www.ncbi.nih.gov), para a identificacdo com base na
identidade da sequéncia parcial do gene 16S rDNA, e os resultados podem ser
observados na tabela 5.

Tabela 1 - Identificacdo das bactérias isoladas no Rio Madeira, municipio de
Autazes/AM, com base na identidade da sequéncia parcial do gene 16S rDNA.

Géneros cuja Méximo de Score Valor E Acesso no
Cddigo da sequéncia Identidade Genbank com
Colecéo apresentou maior (%) maior
similaridade similaridade
através de BLASTn
UEA 20223 Bacillus sp. 99% 917-917 0.0 HM4440045.1
UEA 20194 Bacillus sp. 99% 883-883 0.0 HM566575.1
UEA 20161 Bacillus sp. 99% 1062-11.670 0.0 CP010852.1
99% 856-11.917 0.0 CP010088.1
99% 856-11.101 0.0 CP009605.1
UEA 20171 Lysinibacillus sp. 98% 699-699 0.0 KM242566.1
UEA 20226 | Brevibacterium sp. 99% 743-743 0.0 HM584237.1
99% 743-743 0.0 HQ188605.1
UEA 20261 Bacillus sp. 99% 883-883 0.0 HM566575.1
UEA 20154 Bacillus sp. 99% 1062-11.670 0.0 CP010852.1
99% 856-11.917 0.0 CP010088.1
99% 856-11.101 0.0 CP009605.1
UEA 20229 Bacillus sp. 99% 1062-11.670 0.0 CP010088.1
99% 856-11.917 0.0 CP010852.1
99% 856-11.101 0.0 CP009605.1

As analises dos segmentos do gene 16S rRNA sequenciados dos 8 isolados
selecionados apontam grande identidade destas com as sequéncias depositadas no
banco de dados GenBank. Foram apresentadas na tabela as indicagbes do banco
de dados que obtiveram 99% de identidade com os segmentos do gene 16S rRNA
sequenciados. Os segmentos dos isolados UEA 20161, UEA 20154 e UEA 20229
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obtiveram o mesmo grau de similaridade com 0os mesmos segmentos das espécies
do banco de dados, assim como os segmentos dos isolados UEA 20194 e UEA
20261.

O valor do score da uma indicacdo se o alinhamento € bom ou ndo, sendo o
seu valor positivamente correlacionado com a qualidade deste alinhamento, ou seja,
guanto maior, melhor (AMARAL et al., 2007). Sendo assim, observa-se que todos 0s
isolados apresentam score com valor igual ou superior quando comparados com as
sequéncias encontradas no banco de dados do GenBank. O score fornece
informacgé&o sobre o grau de homologia entre a sequéncia em questéo e a sequéncia

gue introduzimos. Quanto maior o valor, melhor serd o grau de homologia.

De acordo com Amaral et al., (2007), o e-value é uma das expressdes mais
utilizadas na andlise de sequéncias e representa o valor estatistico (probabilidade)
gue indica se o alinhamento é real ou foi obtido meramente pelo acaso no banco de
dados (falso positivo). Em outras palavras, € o numero esperado de falsos positivos
gue obteriam score igual ou maior que o reportado em um determinado alinhamento
entre a sequéncia de entrada e uma do banco. Fundamentalmente, quanto menor o

e-value, menores as chances do resultado ser consequéncia do acaso.

Pode-se perceber entdo que, quanto menor o e-value, ou seja, mais proximo
de zero, maior a confiabilidade da predicdo, consequentemente, mais significativo é

o alinhamento, conforme demonstrados em todos os isolados.

3.3 Identificacdo e diversidade das bactérias utilizando gene 16S rRNA

Dentre os microrganismos produtores de PHA, foram encontrados em
amostras de agua doce no Rio Madeira, municipio de Autazes/AM, espécies

pertencentes aos géneros Bacillus, Lysinibacillus e Brevibacterium.

Atualmente, na “List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature”
organizada pelo pesquisador J.P. Euzéby ha citacdo de 265 espécies e de 7
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subespécies para o género Bacillus, 19 espécies e nenhuma subespécie para o
género Lysinibacillus, e 50 espécies e nenhuma subespécie para 0 género

Brevibacterium, conforme o site ww.bacterio.cict.fr.

O género Bacillus que pertence a familia Bacillaceae, € extremamente
heterogéneo, tanto geneticamente quanto fenotipicamente (tipo respiratorio,
metabolismo dos acucares, composicdo da parede, etc). Os estudos do rRNA 16S e
23S confirmaram essa heterogeneidade e mostraram que o género Bacillus pode ser
dividido em muitos géneros (GOMES, 2013).

Em 1991, Ash e colaboradores, utilizando analise sequencial do rRNA 16S de
51 espécies classificaram e caracterizaram em 5 grupos filogenéticos. A organizagao
foi iniciada em 1992 para criacdo do género Alicyclobacillus que agrupou trés
espécies aciddfilas e termdfilas. Posteriormente, foram propostos e validados outros
géneros incluindo: Aneurinibacillus (1996), Brevibacillus (1996), Gracilibacillus
(1999), Geobacillus (2001), Marinibacillus (2001), Paenibacillus (1994), Salibacillus
(1999), Ureibacillus (2001), Virgibacillus (1998) e Lysinibacillus (2007), todos com
pelo menos, uma espécie, inicialmente incluida no género Bacillus. O género
Amphibacillus (1990), Filobacillus (2001), Jeotgalibacillus (2001) e Halobacillus
(1996) sao igualmente constituidos de bacilos Gram positivos, esporulados, aerdbios
ou aero-anaerobios (GOMES, 2013).

Dentre os microrganismos produtores de PHA, os Bacillus sdo encontrados
comumente no ambiente, porém, diante da variedade de espécies existentes, ainda
sdo pouco explorados. Bacillus apresentam caracteristicas desejaveis para a
producdo de PHA, como o curto tempo de geracao, crescem facilmente até alcancar
uma alta densidade celular, utilizam fontes de carbono e nitrogénio de baixo custo,
sdo capazes de secretar grande quantidade de enzimas, e sao bons “hospedeiros”

para expressao de genes heterélogos (LAW et al., 2003).

Membros do género Bacillus, assim como varios outros microrganismos
produtores de PHA, produzem também copolimeros contendo unidades de 3HB e
3HV, quando cultivadas em diferentes substratos como glicose, melaco, acido
propidnico, entre outros (GOMES, 2013; KRUEGER, 2009).
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A sintese de PHB por Bacillus cereus linhagem T inicia-se apds o término da
fase logaritmica, atingindo o acimulo méaximo até a formacdo do esporo, e ocorre
degradacdo durante o processo de esporulacdo (VALAPPIL et al., 2007b). J4 em B.
megaterium, durante a fase estacionaria, os granulos de polimeros decaem em

tamanho e numero por célula (MCCOOL et al., 1996).

Slepecky e Law (1961) verificaram as condicdes e a relacéo entre a producao
de polimero e a formacao de esporos em duas linhagens da bactéria B. megaterium,
sendo uma formadora de esporo e outra que nao esporula (B. megaterium KM).
Quando a linhagem que esporula é cultivada em meio que favorece a formacédo de
polimero, ndo ha praticamente formacdo de esporo, e a producéo e utilizacdo do
polimero seguem a cinética similar da linhagem que néo forma esporos, porém com
rendimento menor. Em meio favoravel a formacdo de esporos, e menor quantidade
de polimero é produzida e uma rapida utilizacdo deste polimero precede a

esporulacéao.

Informacdes genéticas de B. megaterium tém sido utilizadas para o
desenvolvimento de uma linhagem capaz de autorromper-se, em resposta a
exaustao de substrato, durante a producédo de PHB (HORI et al., 2002). Além disso,
genes de B. megaterium, para a producdo de PHB, estdo sendo inseridos com

sucesso em B. subtilis (LAW et al., 2003).

Certas propriedades Unicas do Bacillus subtilis como a falta da camada de
lipopolissacarideos, a expressdo de genes de autblise sobre a conclusdo do
processo de biossintese de PHA, o uso de biorresiduos como ragao lhe permitam
competir como candidato em potencial para a producdo comercial de PHA (SINGH
et al., 2009).

Em relacdo ao género Brevibacterium existem pouquissimos estudos
referentes a producdo de PHA. Dentre eles, destaca-se a atividade anti-aderente
usando poli-hidroxibutirato (PHB) produzidos por uma cepa de Brevibacterium casei
marinho MSI04 para conter surtos contra patogenos de vibrides de camardo em
viveiros na India. A maior atividade anti-aderente foi de até 96% registrado contra V.
vulnificus e V. fischeri, seguido por 92% contra V. parahaemolyticus e V. alginolyticus

e 88% de inibicdo foi registrado contra V. harveyi. Vale ressaltar que este é o
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primeiro estudo a informar sobre a atividade anti-adesiva de PHB contra patégenos
vibrio proeminentes na carcinicultura (KIRAN et al., 2014).

Estudos revelaram que a estirpe de Brevibacterium casei SRKP2 apresenta
grande potencial de producdo de PHB a partir de residuos industriais de lacticinios
(PANDIAN et al., 2009). Deepak e colaboradores (2009) relataram que,
nanoparticulas de PHB encontradas nesta mesma linhagem de Brevibacterium casei
SRKP2, resultou em um aumento de 20% na atividade da nattokinase, uma potente
enzima fibrinolitica, encontrada no natto, comida tradicional japonesa que €
produzida por Bacillus subtilis var. natto, e tem uma dupla funcdo de hidrolisar
trombos no sangue in vivo e também esta envolvido na converséo de plasminogénio

em plasmina.

Outro estudo revela que muitos dos genes que codificam varias enzimas séao
diretamente ou indiretamente envolvidos na sintese de PHA (CHEN, 2010),
destacando a Cyclohexanona monooxygenase produzida por Brevibacterium
epidermidis HCU. A identificacdo de dois agrupamentos de genes envolvidos na
oxidacdo ciclohexanona em Brevibacterium HCU estirpe de S. Epidermidis foi

descrito por Brzostowicz et al. (2002).

Para o género Lysinibacillus nada foi relatado até o momento em relacdo a
producdo de PHA. No entanto, no trabalho de Costa (2012), foram isoladas 217
bactérias de esponjas coletadas dos municipios de Parintins e Manaus. Deste total,
foram identificadas 30 cepas de bactérias do municipio de Parintins, destacando a
presenca do género Lysinibacillus, numa frequéncia de 13,6%, associados as

esponjas de 4gua doce, com funcdes simbidticas.

Todos os isolados identificados neste estudo sé&o constituidos de bacilos
gram-positivos. De acordo com Singh et al., (2009), uma revisdo sobre a natureza
toxica de lipopolissacarideos (LPS), fator de viruléncia presente na membrana
celular externa da maioria das bactérias gram-negativas, revela que LPS induz uma
reacao imunogénica forte (STEWART, 2006), e esse recurso nao € desejavel para
aplicacoes biomédicas com PHAs (VALAPPIL et al., 2007a; CHEN & WU, 2006). A
purificacdo de subprodutos incluindo PHA é complicada devido a presenca de

endotoxinas (WESTERS et al., 2004). No entanto, em bactérias gram-positivas, a
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camada lipopolissacaridica é ausente, contribuindo assim, como bactérias com uma
melhor chance de atuarem como produtoras de PHA para aplicac6es biomédicas
(LICIO, 2011; SINGH et al., 2009; VALAPPIL et al., 2007a).

3.4. Andlise filogenética

Neste trabalho foi sequenciado o gene 16s rRNA de 8 isolados produtores de
biopolimeros proveniente do Rio Madeira, mostrando a presenca de trés géneros,
Bacillus, Lysinibacillus e Brevibacterium sendo o género Bacillus o mais
significativo. Sugerindo ser o género mais representativo em ambientes aquatico de

agua doce capaz de produzir biopolimero (Figura 5).

A diversidade do grupo de Bacillus é alta, mostrando uma diversidade
genética entre isolados do mesmo género. O isolado UEA 20.171 mostrou maior
relacéo filogenética com o género Lysinibacillus, do banco de dados do Genbank,
como mostra a Figura 5. No entanto, o UEA 20.223, quando analisada a relacéo
filogenética do isolado depositado no Genbank, pode-se observar maior proximidade
com o grupo de Bacillus badius.

UEA 20.261
® Bacillus sp. SC45 (HM566575.1)

UEA 20.194
Bacillus thuringiensis strain 97-27 (CP010088.1)
100 | Bacillus cereus S2-8 (CP009605.1)
Bacillus anthracis A1144 (CP010852.1)
UEA 20.229
UEA 20.161
UEA 20.154

| UEA 20.171

95

100 Lysinibacillus sp. INBio 4511D (KM242566.1)

UEA 20.223
99 ' Bacillus badius CFR198M (HM440045.1)

| UEA 20.226

Brevibacterium sanguinis CJ-S-TSA3 (HM584237.1)

100 |
Brevibacterium sp. N78 (HQ188605.1)

—o

) 0.02 . o A ~
Figura 5: Arvore filogenética baseada nas sequéncias do gene 16s rRNA, mostrando a relacao
filogenética entre os 8 isolados identificados.
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Atualmente, os genes rRNAs podem ser considerados uma das mais
importantes moléculas para o estudo de filogenia e ecologia microbiana, pois
permitem uma avaliacdo da biodiversidade microbiana em diferentes nichos
ecolégicos (HEYNDRICKX et al., 1996; LOUWS et al., 1999). Também, por meio de
andlises das sequéncias, pode ser realizada a identificacdo de microrganismos ao
nivel de género e possivelmente ao nivel de espécie, como também pode permitir

correlacdes entre o genétipo e o ambiente estudado (CHENEBY et al., 2000).

Outros trabalhos também mostraram a capacidade dos Bacillus produzirem
poli-3-hydroxibutirato — PHB (LEE et al., 2004; TAKAKU et al., 2006), sendo o mais
promissor dos biopolimeros existindo na forma de granulos amorfos semicristalino
dentro das bactérias (JENDROSSEK & HANDRICK, 2002).

Segundo Di Cello e colaboradores (1997), € comum observar uma alta
variabilidade genética em microrganismos que possuem capacidade de colonizar
diferentes habitats. O género Bacillus € reconhecido por ser um género

metabolicamente versatil, capaz de sobreviver em diferentes habitats.

3.5 Anélise do biopolimero em Cromatografia Gasosa

A determinacdo do tipo de polihidroxialcanoatos foi realizada através de
cromatografia  gasosa, utilizando cromatdégrafo gasoso acoplado ao
espectrofotometro de massa (modelo CG2014, da marca Shimadzu). As amostras
metanolizadas foram injetadas (1 pL) no equipamento utilizando Hélio como géas de

arraste e grau de pureza 5.0.

A figura 6 apresenta os cromatogramas referentes as analises de PHA

produzidos a partir de glicose pelos isolados selecionados neste estudo.
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Figura 6: Cromatrogr
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Pelos cromatogramas pode-se observar por meio de coincidéncia dos picos
num tempo de retengcdo de aproximadamente 12 e 15 minutos, que obteve-se o
mesmo tipo de polimero em todos os isolados selecionados, sendo o P(3HB). As
regides anteriores a 10 minutos sdo provavelmente impurezas do solvente, visto que
aparecem em todas as amostras. Apesar de ainda nao ter sido analisado o padréo
do biopolimero, de acordo com a cromatografia apresentado por Lutke-Eversloh et
al., (2001) na figura 7 e analise no banco de dados, todas as bactérias produziram

PHB.

140
#1
120 4

g

£ 100 -

e}

c

2 801

P

< 601 B

)

- 40 - 3HB

20 1
#2 (a)
A T T
6 12 18 24 30

Retention time (min)

Figura 7. Bipolimero de Ralstonia eutropha.
Fonte: Lutke-Eversloh et al., (2001).

No trabalho de Valappil e colaboradores (2007a), sdo relatadas algumas
espécies de Bacillus estudadas quanto a sua capacidade de acumular PHA. Dentre
elas destaca-se a linhagem B. thurigiensis DSM2046 que na presenca do acetato

como fonte de carbono, produz cerca de 47,6% de massa de PHB.

Sabe-se que um dos fatores limitantes para a comercializagdo de PHA € o
custo do substrato para sua producdo, por isso € possivel observar inimeras
pesquisas com a utilizacdo de substratos de baixo custo, como é o caso do uso de
melaco de cana para a produgédo de P(3HB) por B. megaterium, apresentando um
rendimento de 46,2% de P(3HB) sobre o peso seco da biomassa (GOUDA et al.,
2001). Omar e colaboradores (2001) cultivaram B. megaterium utilizando como fonte

de carbono xarope de tamaras e melagco de beterraba, e obtiveram um acumulo de
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52% e 50%, respectivamente. Além disso, verificaram que o acumulo de P(3HB)

neste microrganismo esta associado ao crescimento celular.

J& Bacillus sp. JMa5 cultivado em melago acumulou 35% de P(3HB) sobre o
peso seco (WU et al., 2001). Borah e colaboradores (2002) estudaram a influéncia
das condi¢cbes nutricionais e do ambiente para o acumulo de P(3HB) em B.
mycoides, 0 que indicou que sacarose, extrato de carne e sulfato de amoénio séo
elementos importantes para o crescimento e acumulo de polimero, obtendo
rendimento de 69,4% de P(3HB) sobre o peso seco da biomassa. B. cereus
acumulou 40,3% de polimero (75% de 3HB e 25% de 4HB) quando crescido em
meio com frutose (VALAPPIL et al., 2007c).

4 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Neste estudo, os métodos empregados permitiram isolar e purificar de 140
isolados bacterianos de agua doce do Rio Madeira, no municipio de Autazes/AM, 47
cepas produtoras de biopolimeros, sendo selecionadas 08 por apresentarem
maiores alteracbes morfoldégicas da célula quando visualizados em microscépio

Optico, sugerindo maior capacidade de producéo de biopolimeros.

Através da extracdo de DNA dos isolados bacterianos foi possivel o
sequenciamento das amostras pelo gene 16 rRNA. Andlises das sequéncias de
nucleotideos do gene 16S rRNA possibilitaram a identificacdo de trés géneros. Sao
eles: Bacillus, Lysinibacillus e Brevibacterium, sendo o género Bacillus o mais
significativo. Sugerindo ser o género mais representativo em ambientes aquatico de

agua doce capaz de produzir biopolimero.

Em nosso conhecimento, ndo tinha sido ainda relatada a producdo de
biopolimeros pelo género Lysinibacillus, representado neste estudo pela cepa UEA
20171 (Lysinibacillus sp.). Este resultado é importante jA& que o objetivo deste
trabalho € a busca por novas linhagens com potencial comercial para producéo de
biopolimero. Esta sendo realizado o crescimento do Lysinibacillus UEA-20171 em

biorreator para quantificar a producao de biopolimero por esta bactéria.
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Todos os isolados identificados sdo gram-positivos. Certas propriedades
Unicas de bactérias gram-positivas, como a falta da camada lipopolissacaridica
permitam competir como candidato em potencial para a producdo comercial de PHA,

principalmente na industria biomédica.

Com os dados da cromatografia constatou-se tratar do mesmo polimero, o
poli-hidroxibutirato (PHB), porém seria necessaria a realizacdo de outras analises
tais como GPC (determinacdo da massa molar) e Ressonancia Magnética Nuclear, a
fim de definir melhor os polimeros obtidos no que diz respeito a sua estrutura, e

assim justificar as alteragdes nos valores encontrados.

Como continuidade do trabalho, ensaios mecanicos e biolégicos com o
género Lysinibacillus seriam de grande interesse, para melhor caracterizar o
polimero obtido a partir de fontes de carbono alternativas, para assim definir as

areas em que este polimero mostraria melhor desempenho.

Os poucos resultados mencionados demonstram a importancia de trabalhos
mais sistematicos de bioprospeccdo com o objetivo de detectar bactérias produtoras

de PHA da biodiversidade brasileira, sobretudo, na regido Amazoénica.

Sugere-se pesquisas com foco em novas linhagens selvagens, linhagens
recombinantes, culturas mistas, purificacdo eficiente, uso de substratos mais
baratos, dentre outras alternativas para a diminuicdo dos custos de producédo de

plasticos biodegradaveis.
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