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RESUMO

Os residuos de forma geral podem ser considerados um dos problemas mais graves
enfrentados hoje, com danos que vao além da esfera ambiental. Os atuais métodos de
producdo buscam cada vez mais alternativas que possam minimizar a geragcéo de
residuos, ou entdo, tecnologias que possibilitem o retorno dos residuos a cadeia
produtiva. Nesse contexto, uma das alternativas que vem sendo investigada é a
substituicdo de plasticos convencionais por biopolimeros. Os biopolimeros tem origem
bioldgica e utilizam fontes renovaveis e sustentaveis de matéria prima, incluindo residuos
de outros processos agroindustriais. Este trabalho teve como objeto de pesquisa o
emprego de um residuo, oriundo da producédo de biodiesel, como substrato de baixo
custo para a obtencdo do biopolimero Polihidroxibutirato (PHA). O residuo, torta de
sementes de tabaco, passou por etapa de pré-tratamento, consistindo em uma hidrélise
acida com Acido Sulfarico 5% (v/v), neutralizacdo com Hidroxido de Potassio até pH=7,
sendo incorporado em um meio de cultivo. A bactéria utilizada passou por etapas de
isolamento, caracterizacao e identificacdo molecular. Ensaios de acumulo de PHA foram
realizados com diferentes condicbes de tempo de indéculo, formulagdo de meio e
estratégia de cultivo, de forma a otimizar a obtencdo do polimero. Utilizou-se glicose nos
experimentos controle para comparacdo do acumulo de PHA. Foram utilizadas
Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) e Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) para analisar a presenca e estrutura do polimero. O substrato
utilizado foi analisado através de Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC) e
analise centesimal. O residuo analisado apresentou composicao (%) de 4,51+0,56 para
cinzas, 31,94+4,87 para proteinas, 27,05+5,30 para lipideos e 36,48+9,04 para
carboidratos, na andlise centesimal. O hidrolisado obtido do pré-tratamento apresentou
glicose, arabinose e xilose em sua composicdo. Verificou-se a presenca de residuo
lipidico no hidrolisado, que foi utilizado pela bactéria nos ensaios. A bactéria isolada,
denominada E10, foi identificada como sendo uma cepa de Bacillus pumilus, havendo
crescimento satisfatorio no meio de cultivo utilizado. A melhor condi¢gdo de cultivo,
evidenciada pelo acumulo de PHA no interior das células, foi definida em 28°C, cultivado
em incubador orbital a 150 revolugdes por minuto, por um tempo de 40 horas. Ocorreu a

formacao de polimero nos cultivos, sendo este extraido, purificado e analisado. Os dados



obtidos da andlise do polimero apontam para um copolimero formado por
Polihidroxibutirato-co-hidroxivalerato (P (3-HB-co-HV). Os cultivos realizados em glicose
(controle positivo) formaram apenas P (3-HB). Através da metodologia utilizada e da
interpretacdo dos dados dos experimentos de cultivo, acredita-se que o hidrolisado de
torta de sementes de tabaco tem potencial de aplicabilidade para obtencédo de PHA. A
bactéria B. pumilus E10 se mostrou um bom acumulador de PHA. Sugere-se futuramente
a analise da composicéao lipidica e proteica do hidrolisado, o teste com cepas de outras
bactérias padrdo, a cinética do acumulo de PHA e a quantificacdo da producéo de

polimero.

Palavras chave: PHA, P (3-HB-co-HV), Bacillus pumilus, Tabaco.



ABSTRACT

Waste in general can be considered one of the most serious problems faced today, with
damages that go beyond the environmental sphere. Current production methods
increasingly seek alternatives that can minimize the generation of waste, or technologies
that allow the return of waste to the production chain. In this context, one of the
alternatives that has been investigated is the substitution of conventional plastics for
biopolymers. Biopolymers are biologically based and use renewable and sustainable
sources of raw material, including waste from other agro-industrial processes. The
objective of this work was the use of a residue from the production of biodiesel as a low
cost substrate for obtaining the biopolymer Polyhydroxybutyrate (PHA). The residue,
tobacco seed cake, underwent a pre-treatment stage, consisting of an acid hydrolysis
with 5% Sulfuric Acid (v / v), neutralization with Potassium Hydroxide up to pH = 7, being
incorporated in a culture medium . The bacterium used was characterized by isolation,
characterization and molecular identification. Assays of PHA accumulation were
performed with different inoculum time conditions, media formulation and culture strategy,
in order to optimize the polymer obtaining. Glucose was used in the control experiments
to compare PHA accumulation. Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and
Nuclear Magnetic Resonance (NMR) were used to analyze the presence and structure of
the polymer. The substrate used was analyzed by High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) and centesimal analysis. The analyzed residue presented
composition (%) of 4.51 + 0.56 for ashes, 31.94 + 4.87 for proteins, 27.05 £ 5.30 for lipids
and 36.48 + 9.04 for carbohydrates, in Centesimal analysis. The hydrolyzed obtained
from the pretreatment showed glucose, arabinose and xylose in its composition. The
presence of lipid residue in the hydrolyzed, which was used by the bacteria in the assays,
was verified. The isolated bacteria, called E10, was identified as a Bacillus pumilus strain,
with satisfactory growth in the culture medium used. The best cultivation condition,
evidenced by the accumulation of PHA inside the cells, was defined at 28°C, grown in an
orbital incubator at 150 revolutions per minute, for a time of 40 hours. Polymer formation
occurred in the cultures, which was extracted, purified and analyzed. The data obtained
from the analysis of the polymer point to a copolymer formed by Polyhydroxybutyrate-co-



hydroxyvalerate (P (3-HB-co-HV).) Glucose cultures (positive control) formed only P (3-
HB). The methodology used and the interpretation of the data of the -cultivation
experiments, it is believed that the tobacco seed cake hydrolyzate has potential of
applicability to obtain PHA B. pumilus E10 bacterium proved to be a good accumulator of
PHA. In the future the analysis of the lipid and protein composition of the hydrolyzate, the
test with strains of other standard bacteria, the kinetics of the accumulation of PHA and

the quantification of the polymer production.

Keywords: PHA, P (3-HB-co-HV), Bacillus pumilus, Tobacco.
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1 INTRODUCAO

Com o crescente aumento no consumo de produtos plasticos derivados de
petréleo fica evidente a preocupacao com a correta destinacao desse residuo que nédo é
biodegradavel. Na ultima década houve um grande esfor¢o quanto ao desenvolvimento
e pesquisa de novos produtos que possam substituir esses materiais por outros de
origem natural.

Dentre as inumeras alternativas levantadas os Polihidroxialcanoatos (PHA)
despertaram grande interesse por suas propriedades fisico-quimicas, como seu ponto
de fuséo elevado, resisténcia ao calor e alta hidrofobicidade. Dentre esses compostos, o
Polihidroxibutirato (P3HB) tornou-se um candidato promissor para a substituicdo de
alguns polimeros, como o polipropileno (PP).

Os PHA sé&o biopolimeros obtidos através do cultivo de bactérias, em geral
pertencentes as Proteobactérias, que sao utilizados pelos microrganismos
principalmente como forma de estoque de carbono e energia para periodos de escassez
de nutrientes. Além disso, os PHA podem ser obtidos de inUmeras fontes renovaveis,
principalmente residuos agroindustriais, jA que o custo elevado de obtencdo desses
polimeros se deve basicamente a fonte de carbono utilizada.

Foram propostos inimeros substratos de origem agroindustrial, como melaco, fibras
vegetais, efluente de lacticinios e excedentes agricolas. Como a maioria desses residuos
se encontram numa forma bruta, com muitos dos constituintes organizados ainda na
forma de macromoléculas, se faz necesséario uma série de etapas preparatérias para
tornar os substratos utilizaveis.

Superadas essas etapas do processo, compreendendo a escolha dos substratos e
seu tratamento, os PHAs sao tidos como os futuros substitutos de plasticos nas mais

diversas aplicacgoes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver e aplicar técnicas que possibilitem utilizar subprodutos da producao
de biodiesel como base para obtencdo de biopolimeros, através da utilizacdo de

bactérias de interesse industrial.

2.2 Objetivos Especificos

e Aplicar e desenvolver metodologias de pré-tratamento para o residuo de
torta de sementes de tabaco;

e Triar e identificar bactéria produtora de PHA, a partir do residuo escolhido;

e Realizar a producao, extracdo e andlise de PHA;

e Analisar os componentes do meio de cultivo utilizado para obtencédo de
PHA.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Polihidroxialcanoatos

3.1.1 Histérico

Os Polihidroxialcanoatos (PHAs) sdo descritos para inimeros organismos,
principalmente bactérias, como polimeros de armazenagem de carbono e energia,
principalmente (Valentin 1995, Huisman 1999, Marchessault 2005). Estes podem ser
formados através da polimerizacéo de alguns acidos organicos, como acido propibnico,
aceético e butirico, e entdo armazenados no interior da célula. Dos mais de 90 PHAs
descritos (Valentin 1995) o Polihidroxibutirato (P (3-HB)) ainda € o mais estudado e
elucidado dos biopolimeros (C.S.K. Reddy 2003).

A primeira vez que o P (3-HB) foi descrito na literatura, através dos trabalhos do
professor Maurice Lemoigne, entre 1923 e 1927 (Marchessault 2005), ndo houve um
grande interesse em sua descoberta e possiveis aplicacdes. Lemoigne constatou em
1923 que, quando um cultivo da bactéria Bacillus megaterium ficava sob uma atmosfera
livre de Oz, ocorria a acidificacdo do meio, descoberta essa atribuida posteriormente ao
acido 3-hidroxibutirico e o polimero formado por ele (Lemoigne 1926).

Apbs esse episodio o P (3-HB) permaneceu oculto por mais de trinta anos, sendo
novamente estudado na década de 50 por Wilkinson (Williamson and Wilkinson 1958) e
Doudoroff (Doudoroff and Stanier 1959), de forma independente (Marchessault 2005).
Porém, apenas com a crise no petréleo nos anos 70 que o P (3-HB) e os PHAs voltaram
ao cenario cientifico, primeiramente através do desenvolvimento do “Biopol”
(Marchessault 2005, Verlinden, Hill et al. 2007, Andreef3en and Steinbichel 2010), o
polimero biodegradavel de origem biotecnologica produzido pela Imperial Chemical
Industries (ICI) Ltda.

A primeira iniciativa industrial na producédo de P (3-HB) ocorreu através de um
programa similar, desenvolvido pela W. R. Grace Company, de Maryland, Estados
Unidos. Esse programa foi fechado em 1962 por conta de dificuldades técnicas,
principalmente quanto a baixa estabilidade térmica do P (3-HB) (Noel 1962, Marchessault
2005).
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Posteriormente uma série de outras empresas comecaram a manifestar interesse
na pesquisa e desenvolvimento desse bioplasticos, entre elas as gigantes Proctor &
Gamble e Monsanto, mas abandonaram o0s projetos principais, restando hoje apenas 7
empresas, localizadas em 6 paises, uma delas no Brasil (Vasco 2014, S.A. 2016).

Atualmente grande parte das iniciativas com PHAs esta atribuida ao
desenvolvimento das chamadas “biorefinarias” ou, do inglés, Biorefinery. Por definicdo
do Laboratério Nacional de Energias Renovaveis (NREL), “A biorefinaria € uma
instalacdo que integra processos e equipamentos de conversdo de biomassa para
produzir combustiveis, energia e produtos quimicos a partir de biomassa” (Energy 2016).
Essa inciativa busca acoplar o aproveitamento de residuos organicos em processos
biotecnoldgicos que possam gerar produtos de valor agregado com pre¢os competitivos,
aliados a um baixo impacto ambiental e diminuicdo no consumo energético (Nasib
Qureshi 2014, Yang, Choi et al. 2015).

3.1.2 Caracteristicas, Propriedades Fisico-Quimicas e Aplicacdes dos PHAs

Os PHAs sdo um grupo muito diverso em sua composic¢ao, indo muito além do P
(3-HB). A molécula central dos PHAs € o acido 3-hidroxibutirico, porém os radicais que
o compdem podem ir desde o grupo metil (C1) até tridecil (C13), apresentando mais de
90 combinacgdes conhecidas até hoje (Valentin 1995, C.S.K. Reddy 2003, Verlinden, Hill
et al. 2007).

De acordo com o tamanho de suas cadeias laterais os PHAs podem ser
classificados em dois grupos basicamente: PHAs de cadeia curta (scl-PHA), que contém
geralmente de 4 a 5 carbonos em suas unidades de repeticdo, e PHAs de cadeia média
(mcl-PHA), que tem 6 ou mais carbonos em suas unidades de repeti¢do (Valentin 1995,
Lee 1996, Pollet 2012). A figura 01 ilustra as possibilidades mais comuns listadas na

literatura de ocorréncia dos radicais e seu niumero de carbonos, nome e grupo.
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Poly(3-hydroxyalkanoate)

R group Carbon no. PHA polymer

methyl C, Poly(3-hydroxybutyrate)

ethyl C, Poly(3-hydroxyvalerate)
propyl C, Poly(3-hydroxyhexanoate)
butyl C, Poly(3-hydroxyheptanoate)
pentyl C, Poly(3-hydroxyoctanoate)
hexyl C, Poly(3-hydroxynonanoate)
heptyl Cio Poly(3-hydroxydecanoate)
octyl G, Poly(3-hydroxyundecanoate)
nonyl Loy Poly(3-hydroxydodecanoate)
decyl Poly(3-hydroxytridecanoate)
undecyl C, Poly(3-hydroxytetradecanoate)
dodecyl G Poly(3-hydroxypentadecanoate)
tridecyl L Poly(3-hydroxyhexadecanoate)

Figura 01. Esquema dos radicais mais comuns relacionados com os PHAs, o numero de
carbonos da cadeia e o nome dado ao polimero. O “R” na cadeia principal ilustrada acima
indica o sitio de ligacao desses radicais com a molécula central. Adaptado de Tan, Chen et al.
(2014).

Existe uma terceira categoria de PHA, os denominados de cadeia longa (Icl-PHA),
com cadeias com mais de 10 até, em média, 13 carbonos. Contudo, essa é a forma mais
rara de PHA encontrada e ocorre dificilmente de forma natural, sendo produto de cultivos
com bactérias modificadas geneticamente, com baixa fracdo de Icl-PHA no copolimero
formado (Andreel3en, Taylor et al. 2014, Singh, Kumar et al. 2015).

O P (3-HB), formula molecular CsHsOs, apresentando massa molar de 104.11
g/mol, é normalmente tido com a base de pesquisas envolvendo PHAs, tem ponto de
fusdo de 177°C, 80% de cristalinidade, resisténcia a tracao de 40 MPa e extenséo total
antes da quebra de 8% (Luzier 1992). Esses valores séo atribuidos ao homopolimero em
estado bruto, sendo que o material, dessa forma, tem baixa aplicabilidade, pois tem baixa

resisténcia e propensao significativa a quebra.



20

Porém, com a adicdo de 20 mol% de hidroxivalerato, observa-se uma alteracao
drastica e melhora elevada nas caracteristicas do polimero, ponto de fusdo de 130°C,
35% de cristalinidade, resisténcia a tragcao de 20 MPa e extenséo total antes da quebra
de 50% (Luzier 1992). Percebe-se, dessa forma, que os copolimeros tém uma melhora
em sua estabilidade e propriedades fisicas, em comparacdo de homopolimeros,
utilizando o exemplo do P (3-HB).

Os PHAs de uma forma geral, tem solubilidade em solventes organicos, como
cloroférmio e alguns, no caso de mcl-PHA, acetona. Quanto ao peso molecular dos
radicais mais comuns, estes estdo descritos na tabela 01.

Tabela 01. Informacé&o dos pesos moleculares dos radicais mais comuns associados ao P
(3-HB) na formacao de copolimeros.

Nome Peso molecular (g mol?)
3-Hidroxibutirato 104,105
5-Hidroxivalerato 118,132
6-Hidroxihexanoato 132,159
2-Hidroxiheptanoato 146,186
3-Hidroxioctanoato 160,213
10-Hidroxidecanoato 188,267
Fonte: National Center for Biotechnology Information. PubChem Compound Database (PubChem,
2016).

Os PHAs apresentam muitas caracteristicas atrativas quando comparados com
outros poliésteres derivados do petrdleo. Além da auséncia de toxicidade, elevada
hidrofobicidade e estabilidade molecular (Singh, Kumar et al. 2015). Além disso, esse
tipo de composto tem rapida decomposicdo na natureza e pode servir de base para
obtencédo de outras moléculas de interesse industrial (C.S.K. Reddy 2003, Marchessault
2005, Pollet 2012, Maity 2015).

Inicialmente, os PHAs surgiram como uma alternativa para a substituicdo de
polimeros plasticos empregados na industria em geral, especialmente os destinados as
embalagens descartaveis (Tan, Chen et al. 2014, Singh, Kumar et al. 2015, Energy
2016). Entretanto, apds inUmeras tentativas e novos desenhos experimentais, ainda
existem algumas barreiras para o emprego dos PHAs nessa area, principalmente o custo

final de obtencéo e a extracdo desses compostos.



21

A melhor estratégia de extracdo envolve solventes organicos (Furrer, Panke et al.
2007, Verlinden, Hill et al. 2007, Divyashree and Shamala 2010), o que dificulta sua
empregabilidade como substituinte ambientalmente correto. Algumas metodologias
alternativas foram desenvolvidas, todavia, com o foco em aplicagfes médicas (Wampfler,
Ramsauer et al. 2010), apresentando baixa capacidade de implementacdo em uma
escala industrial para suprir a demanda necessaria, até 0 momento, para materiais de
maior consumo.

Neste ponto, foram levantas alternativas do emprego desses compostos,
destacando-se as areas de medicina (para implantes e novas drogas, por exemplo),
biorefinarias e denominada “quimica verde”.

Segundo definicdo da Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (US-EPA), quimica
verde se refere a “produtos quimicos e processos que reduzem ou eliminam a geracéo
de substéancias perigosas” (EPA, 2016). Ainda, segundo a mesma agéncia, a difuséo do
uso de produtos quimicos verdes trard economias na casa dos 65 bilhdes de délares até
2020 (EPA, 2016).

Foram definidos 12 principios que regem a quimica verde (Anastas and Warner 2000),
sendo eles:
Prevencao;
Economia atdbmica: processos com rendimentos proximos do maximo;
Sinteses quimicas menos nocivas;
Projetos de produtos quimicos mais seguros;
Solventes e auxiliares mais seguros;
Eficiéncia energética;
Utilizagdo de insumos renovaveis;

Reducéo de derivados;

© © N o o s~ 0w P

Catalise;
10.Design para degradacéao;
11.Prevencao da poluicdo em tempo real;
12.Prevencao de acidentes.
A partir dessas prerrogativas, os PHAs de um modo geral tém seu papel como

candidatos a substituintes de alguns componentes em processos de sintese de
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compostos, fontes renovaveis para abordagem de sinteses com baixo impacto ambiental
e processo limpo (Ahmed, John et al. 2013, Zia, Noreen et al. 2016).

Outra forma de aproveitamento dos PHAs para obtencao de produtos com valor
agregado estid no emprego desses compostos em sistemas integrados de biorefinarias,
0 que igualmente corrobora com os 12 principios da quimica verde, especialmente com
0 quesito 7, da Utilizacdo de insumos renovaveis.

Por definicdo, as biorefinarias sédo o que ha de mais avancado nas abordagens que
visam a substituicdo dos atuais processos de sintese e obtencao de compostos quimicos
(Nasib Qureshi 2014). Atraveés da utilizacdo de substratos de baixo custo (Tabela 02), ou
até mesmo residuos, evitando assim o 6nus de servicos de tratamento, esta concepcao
trata da utilizacdo de uma cadeia integrada que tende a minimizar as perdas durante o
processo, acoplando seus distintos processos da maneira mais eficiente, ambiental e
financeiramente (Maity 2015, Yang, Choi et al. 2015).

Tabela 02. Fontes de substratos organicos possiveis de serem utilizados em biorefinarias

como matéria-prima para obtencédo de bioprodutos de valor agregado. A grande parte dos
substratos organicos listados sédo residuos de outros processos ou sdo produzidos com custos

muito baixos.
Classes Origem Exemplos Referéncias
Biomassa Vegetal Culturas Girassol, (Forster-Carneiro, Berni et al.
energéticas  soja, milho, 2013, Kachrimanidou,
cana-de- Kopsahelis et al. 2015)
acucar,
mamona
Florestal Pinus, (Maity 2015, Rivas, Raspolli-
Eucalyptus, Galletti et al. 2016)
Acacia
Animal Fezes bovinos, (Fierro, Martinez et al. 2014,
aves, suinos, Ledda, Schievano et al. 2015)
ovinos
Agroindustrial Vegetal Residuos de Folhas, talos, (Forster-Carneiro, Berni et al.
lavoura bagacos 2013, Liao, Liu et al. 2014,
Maity 2015)
Subprodutos Xaropes,
restos de
alimentos,
Animal Industriade Caseina, (Ravikannan and Meenambal
Laticineos efluente, 2014, Nath, Veraszto et al.

gordura

2015, Németh and Kaleta 2015)



Outros
Lixo Coleta
municipal seletiva
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Fishery gordura, (Antelo, De Hijas-Liste et al.
efluente 2015)
Processos Glicerol, (Choi, Song et al. 2015)
industriais acidos
organicos,
restos de
fermentacdes
Organicos Restos (Bonk, Chaturvedi et al. 2015,
alimentares, Surendra, Sawatdeenarunat et
Oleos de al. 2015)
fritura

As principais diferencas entre uma refinaria comum, como, por exemplo, uma

refinaria de petréleo, e uma biorefinaria sdo as matérias primas, ou fontes, para os

processos desenvolvidos, a geracdo de residuos e os produtos possiveis de serem

obtidos (Nasib Qureshi 2014, Maity 2015).

Em uma refinaria comum (Figura 02), o

petréleo serve de matéria prima basica, onde passa pelos processos direcionados para

cada tipo de produto o qual se objetiva. O residuo gerado ao final do processo dificilmente

volta para a cadeia produtiva, quando muito, consegue ser direcionado para outro uso,

como, por exemplo, producédo de asfalto ou briquetes (Government 2016).

Fontes

Biomassa

+ Residuos
agricolas

+ Residuos
industriais®
Efluentes**

Fontes
[ « Petroleo

FRODUTOS

BIOREFINARIA Bioprodutos

» Quimicos
« Combustivels
« Energia

RESIDUOS

FRODUTOS

« Quimicos
- . Combustivels

+ Energia

- RESIDUOS

REFINARIA

=)

Figura 02. Comparacao entre uma refinaria comum e uma biorefinaria, detalhando as fontes, ou
matérias-primas, passiveis de utilizacdo em cada uma e os produtos obtidos, bem como o
residuo gerado e sua destinacdo. *Residuos Industriais organicos (como biomassa vegetal,
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animal, borras oleosas...); **Efluentes com matéria organica, como estacfes de tratamento de
esgoto domeéstico e efluentes oriundos da industria alimenticia.

No caso de uma biorefinaria, as fontes possiveis de matéria-prima podem ser
variadas, necessitando apenas o pré-tratamento adequado, e 0 processo gera residuos
gue podem retornar a cadeia produtiva. Além disso, por se tratarem de residuos, em sua
grande maioria, o processo desenvolvido nas biorefinarias corrobora com técnicas
sustentdveis de aproveitamento eficiente de fontes energéticas, aproveitando quase a
totalidade da energia residual das matérias-primas (Maity 2015, Yang, Choi et al. 2015).

Neste ponto, se encaixam os PHAs, primeiramente utilizando a estrutura de uma
biorefinaria para serem obtidos, a partir de substratos de baixo valor, e, posteriormente,
sendo encaminhados para processos secundarios onde possam gerar outros
componentes com valor agregado (Naranjo, Cardona et al. 2014, Jiang, Hill et al. 2016)

Outra aplicacéo dos PHAs, assim como do P (3-HB), € o seu uso na area médica,
onde sua potencialidade, atualmente, estd voltada a pesquisa de novos farmacos
(Zhang, Cao et al. 2013) e matrizes para regeneracao de tecidos (Williams and Martin
2005, Xiao, Ren et al. 2014). Além dessas duas aplicacdes, uso de copolimeros como
forma de sistemas de entrega de drogas e associacdo com antibidticos (Lobler,
Sternberg et al. 2011, Dinjaski, Fernandez-Gutiérrez et al. 2014). Pelo fato de P (3-HB)
ser encontrado no metabolismo de humanos, sua toxicidade e rejeicdo séo quase nulas,
além de ocorrerem rotas para a sua degradacao (Luef, Stelzer et al. 2015, Zia, Noreen
et al. 2016).

No Brasil a iniciativa para a pesquisa e producéo de P (3-HB) iniciou-se nos anos
90, primeiramente com uma parceria entre a iniciativa privada (Copersucar) e instituicdes
publicas (Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas e Universidade de S&do Paulo). Dessa
parceria surgiu a P (3-HB) Industrial, empresa localizada junto ao municipio de Serrana
- S&0 Paulo, que produz P (3-HB) a partir da cana-de-agucar, denominado BioCycle® (P
(3-HB) Industrial). A empresa iniciou suas atividades com uma planta piloto com
capacidade para 5 t/ano e hoje esta com capacidade instalada de 30.000 t/ano (S.A.
2016).
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3.2 Microrganismos produtores de PHAs

Desde os primeiros estudos de Lemoigne em 1923, inUmeros microrganismos
foram descritos como produtores de P (3-HB) (C.S.K. Reddy 2003) e seus copolimeros
(Ozdemir 2011, Narayanan and Ramana 2012, Guo, Duan et al. 2013, Singh, Kumari et
al. 2013). De fato, a obra da Sociedade Americana para Microbiologia (ASM), o distinto
Bergey's Manual of Determinative Bacteriology (Bergey, Whitman et al. 2009), descreve
P (3-HB) e os demais PHAs como forma de reserva de energia para diversos grupos de
microrganismos.

Os PHAs sao, dessa forma, abundantes nas diferentes espécies de bactérias,
porém muitos microrganismos acumulam apenas uma fracdo reduzida de sua biomassa,
como forma intermediaria em suas rotas fisiologicas (Verlinden, Hill et al. 2007,
Jendrossek and Pfeiffer 2014).

Com o estudo mais aprofundado, alguns géneros foram destacados como maiores
acumuladores, com potencial de aplicabilidade, sendo que suas rotas bioquimicas de
formacgéo e acimulo de PHAs foram entdo objeto de trabalhos mais detalhados.

Sendo assim, dos principais géneros que acumulam de forma natural P (3-HB),
como material de reserva, Bacillus (Chen, Konig et al. 1991) e Cupriavidus (Vandamme
and Coenye 2004) sdo os mais estudados. Outras bactérias de importancia sdo os
géneros Pseudomonas (Prieto, Escapa et al. 2015), Escherichia (Agnew, Stevermer et
al. 2012) e Allochromatium (Weissgerber, Zigann et al. 2011), estando representados na

figura 03.
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Bactena
~Proteobacteria

-(Fammaproteobacteria

~Chromatiales

----- Chromatiaceae

E-Allochromatium

-Enterobacterales

Enterobacteriaceae

‘-Escherichia
E-Escherichia coli
~Pseudomonadales

Peeudomonadaceas

~Pseudomonas

~Pseudomonas acruginosa group

~Pseudomonas oleovorans/peeudoalcalisenes oroup

B-Psendomonas oleovorans

-Betaproteobacteria
+-Burkholderiales

‘-Burkholderiaceae

----- Cupniavidus
E-Cupriavidus necator

~Terrabacteria group

*-Firmicutes
M
--Bacillales
--Bacillaceae
--Bacillus

E-Bacillus pumilus

Figura 03. Arranjo taxondmico, construido utilizando a base de dados do NCBI, dos
principais géneros de bactérias estudados para a sintese e acumulo de PHAs, com enfoque em
algumas espécies de maior importancia nos géneros Escherichia, Pseudomonas, Cupriavidus e

Bacillus.

Uma das primeiras aparigdes do termo “bacilli” na ciéncia moderna remonta de
1878 (Sanderson 1878), de um trabalho médico que tratava da progressdo dos
processos infecciosos das doencas. O género Bacillus Cohn 1872 (Drews 2000, Bergey,
Whitman et al. 2009) é um dos primeiros géneros bacterianos descritos e estudado,
largamente associado com saude humana, animal e sua relagdo com os diferentes

grupos de seres Vvivos.
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Caracterizado como tendo formato de bastonete, reto ou levemente curvado, Gram
positivo, ocorrendo em pares, cadeias ou longos filamentos. Basicamente aerobios,
poucos anaerobios facultativos ou anaerdbios estritos. Encontrados em praticamente
todos os extratos ambientais, indo desde organismos psicréfilos a termofilos extremos.
Os esporos formados auxiliam na identificacdo de espécies, sendo estruturas resistentes
a radiacédo, desinfetantes, acidos, bases e presséo, constituindo um problema grave de
contaminacao em ambientes (Bergey, Whitman et al. 2009).

Foi a partir do género Bacillus que a descoberta de P (3-HB) ocorreu, gracas ao
trabalho de Lemoigne (Lemoigne 1926), sendo posteriormente revisado e aprofundado
por Williamson e Wilkinson (Williamson and Wilkinson 1958) e Doudoroff e Stanier
(Doudoroff and Stanier 1959).

Outro género que teve a sua capacidade de acumulo de P (3-HB) estudada muito
cedo na literatura foi Cupriavidus. O género Cupriavidus Makkar e Casida 1987 € descrito
como sendo pertencente ao grupo das B-Proteobactérias, logo, Gram negativa, com
formato de cocobacilo, reto, curto, presente no solo e outros meios em contato com o
solo.

Esse género passou por inimeras revisfes taxondmicas ao longo dos anos
(Bergey, Whitman et al. 2009), tendo sido descrito anteriormente como as espécies
Hydrogenomonas eutropha (Repaske 1962), Alcaligenes eutrophus (Repaske and
Repaske 1976) e Ralstonia eutropha (Beeby, Cho et al. 2012), sendo denominada
atualmente Cupriavidus necator.

Em suas primeiras descricbes quanto ao metabolismo, através de provas
bioquimicas rotineiras, C. necator jA demonstrava grande capacidade de acumulo de P
(3-HB) de forma natural, com facilidade de cultivo em diversas fontes de nutrientes
(Repaske 1962).

Estudos posteriores elucidaram seu mecanismo genético que possibilita a sintese
e o0 acumulo de P (3-HB) (Slater, Voige et al. 1988, Brigham, Budde et al. 2010), a
conformacdo dos granulos intracelulares do polimero (Beeby, Cho et al. 2012) e a
manipulacéo da sintese de copolimeros (Sato, Fujiki et al. 2013), o que torna C. necator
uma das bactérias com maior acervo de estudos referentes aos PHAs, em especifico P
(3-HB).
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Ainda no grupo das Proteobactérias, o género Pseudomonas tem igual importancia
nos estudos relacionados aos PHASs, especialmente os de cadeia média (mcl-PHA) e
longa (Icl-PHA). Pertencente as y-Proteobacterias, Pseudomonas esta descrita como um
bastonete Gram negativo, aerobico, largamente distribuido na natureza, pode ser
encontrado igualmente como patdgeno para plantas, animais e outros organismos
(Bergey, Whitman et al. 2009).

Interessante ressaltar que no género Pseudomonas, normalmente, a maioria das
espécies ndo acumula de forma natural P (3-HB), sendo necessaria a inducao dessa
sintese através de manipulacdo genética ou fisiologica (Bergey, Whitman et al. 2009),
porém, outros PHAs ocorrem naturalmente (Muhr, Rechberger et al. 2013, Prieto, Escapa
et al. 2015).

O género Pseudomonas, por suas caracteristicas de crescimento rapido, facil
manipulacdo genética e gama variada de substratos organicos possiveis de serem
utilizados como fontes de carbono e nitrogénio, tem grande aplicabilidade na area
industrial, especialmente na area de poliésteres e biopolimeros (Lageveen, Huisman et
al. 1988, Haywood, Anderson et al. 1990, Fernandez, Rodriguez et al. 2005, Liu, Luo et
al. 2011).

Usualmente, PHAs tem uma relacéo inversa quanto ao tamanho da cadeia central
de carbonos e a sua abundéancia em ambientes naturais, sendo P (3-HB) mais facilmente
encontrado e amplamente distribuido em inUmeros géneros.

Ocorre que Pseudomonas produz tais moléculas em quantidades elevadas, quando
comparado com outros microrganismos, necessitando de apenas alguns ajustes em
rotas bioquimicas e substratos utilizados para o crescimento dos cultivos (Lageveen,
Huisman et al. 1988, Liu, Luo et al. 2011, Guo, Duan et al. 2013, Sharma, Fu et al. 2014,
Clomburg, Blankschien et al. 2015).

Além disso, é notavel a habilidade de descontaminacdo de ambientes poluidos por
esse género bacteriano (Crovadore, Cochard et al. 2016, Nwinyi, Ajayi et al. 2016), como
mineralizacdo de hidrocarbonetos, promoc¢do do crescimento vegetal, inibicdo de
patdgenos vegetais e degradacéo de Oleos residuais.

Diferentemente dos ultimos géneros citados, Escherichia ndo produz P (3-HB) de

forma natural, sendo necessaria a insercdo de genes responsaveis pela sintese e
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acumulo. Escherichia, representada pela sua espécie de maior importancia, Escherichia
coli Castellani and Chalmers 1919, é uma bactéria do tipo bastonete, Gram negativo,
ocorrendo de forma isolado ou em pares, com tempo de geragdo de 20 minutos, aerébio
ou anaerdbio facultativo, tendo tanto metabolismo fermentativo como respiratorio.

Encontrada associada com a parte final do intestino de animais de sangue quente,
mas também como importante patégenos de muitos animais, podendo secretar toxinas
nocivas (Bergey, Whitman et al. 2009).

A importancia de E. coli para os PHAs e polimeros em geral esta relacionada com
a grande adaptabilidade da maquinaria celular para a insercao de genes que manipulam
as rotas de sintese (Agnew, Stevermer et al. 2012, Saika, Watanabe et al. 2014),
acumulo e degradacéo de PHAs, especialmente mcl-PHA (Slater, Voige et al. 1988, Yin,
Wang et al. 2015).

Como E. coli é amplamente utilizada como microrganismo preferencial para
fermentacGes e obtencdo de outros bioprodutos (Maity 2015, Zhuang and Herrgard 2015,
Menendez-Bravo, Roulet et al. 2016), os mecanismos de inser¢do, mutacao e outras
formas de manipulacdo j& estdo estabelecidos e padronizados. Além disso, o fato do
crescimento acelerado permite a replicacdo em curta escala de tempo de linhagens
competentes e adaptadas as situacdes desejadas.

Mais extremo ainda € o caso de Allochromatium, igualmente pertencente ao grupo
das Proteobactérias (y-Proteobactéria). Esse género, representado pela espécie
Allochromatium vinosum (Ehrenberg 1838) Imhoff, Suling e Petri 1998, caracterizado por
possuir capacidade autotrofica, esta relacionada com o ciclo do enxofre e estritamente
encontrada em ambientes aquaticos, sendo a bactéria puro sulfurosa mais encontrada
na natureza (Weissgerber, Zigann et al. 2011).

Gram negativa, forma de bastonete, apresenta membrana fotossintética do tipo
vesicular, onde estéo localizados os pigmentos bacterioclorofila a e carotenoides, além
de granulos de enxofre, que séo facilmente visualizados em microscopia. Aceita uma
variada gama de aceptores de elétrons, como sulfato, sulfeto, hidrogénio molecular,
malato, acetato, fumarato. Algumas cepas utilizam butirato igualmente (Bergey, Whitman
et al. 2009).
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O interesse por essa bactéria surgiu com a exploracdo de sua enzima responsavel
pela sintese de P (3-HB), PHA sintase tipo Ill, muito semelhante em alguns pontos com
as de C. necator (Jia, Yuan et al. 2001). Métodos de triagem e identificacdo para esse
tipo de bactéria (Higuchi-Takeuchi, Morisaki et al. 2016), além dos mecanismos de
sintese envolvidos com sua sintase uUnica (Chen, Cao et al. 2015), bem como a
aplicabilidade de expressao de seus componentes em outras bactérias (Perez-Zabaleta,
Sjbberg et al. 2016). Além de PHAS, essa espécie esta relacionada com a nova geragao
de processos envolvendo microrganismos em escala industrial para obtencao de novos
nutracéuticos, biocombustiveis e biomateriais (Garay, Boundy-Mills et al. 2014).

Além desses ja consagrados géneros e respectivas espécies, atualmente muitos
outros microrganismos vém sendo descritos como bons acumuladores de P (3-HB) e de
outros PHAs (Ansari and Fatma 2016, Damrow, Maldener et al. 2016, Muangwong,
Boontip et al. 2016).

Essas bactérias sao oriundas dos mais distintos habitats em que se pode encontrar
vida, com rotas bioquimicas e fisiol6gicas que se distinguem das ja elucidadas para a
sintese e acumulo de P (3-HB). Alguns dos microrganismos mais recentes estéo listados

na Tabela 03, abaixo.
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Tabela 03. Lista de microrganismos com capacidade de sintese e acumulo de PHAs. Alguns microrganismos dependem da inativagao de
algumas rotas ou estimulo durante o cultivo para que as condi¢des favoraveis ao acumulo sejam estimuladas.

Familia Género Espécie Ref.
BEIJERINCKIACEAE Chelatococcus C. thermostellatus (Ibrahim, Lebbe et al. 2016)
BRADYRHIZOBIACEAE  Agromonas A. oligotrophica (Bergey, Whitman et al. 2009)
BURKHOLDERIACEAE Burkholderia Burkholderia sp. (Bergey, Whitman et al. 2009)

Paucimonas P. lemoignei (Bergey, Whitman et al. 2009)
CHITINISPIRILLACEAE Chitinispirillum C. alkaliphilum (Sorokin, Rakitin et al. 2016)
CHROMATIACEAE Marichromatium M. bheemlicum (Higuchi-Takeuchi, Morisaki et al. 2016)
COMAMONADACEAE Acidovorax A. defluvii, A. (Bergey, Whitman et al. 2009, Vigneswari, Lee et al. 2015)
Variovorax V. paradoxus (Schirmann, Hirsch et al. 2013)
HALOFERACACEAE Haloferax H. mediterranei (Liu, Cai et al. 2016)
HALOMONADACEAE Halomonas H. aquamarina (Yin, Wang et al. 2015)
MERISMOPEDIACEAE Synechocystis Synechocystis sp. (Damrow, Maldener et al. 2016)
OCEANOSPIRILLACEAE Neptunomonas N. antarctica (Liu, Zhang et al. 2016)
RHIZOBIACEAE Sinorhizobium Sinorhizobium sp. (Jiang, Hill et al. 2016)
RHODOBACTERACEAE  Sagittula Sagittula sp. (Bergey, Whitman et al. 2009)
Rhodovulum R. visakhapatnamense (Higuchi-Takeuchi, Morisaki et al. 2016)
Nereida N. ignava (Arahal, Pujalte et al. 2016)
Thalassobius T. mediterraneus (Rodrigo-Torres, Pujalte et al. 2016)
Levispirillum Levispirillum sp. (Bergey, Whitman et al. 2009)

SAPROSPIRACEAE

SPHINGOMONADACEAE

SYNTHROPHACEAE

XANTHOMONADACEAE

Haliscomenobacter
Sandaracinobacter
Sphingobium

Desulfomonile

Nevskia

Haliscomenobacter sp.
S. sibiricus
Sphingobium sp.

D. tiedjei

Nevskia sp.

(Bergey, Whitman et al. 2009)

(Yurkov and Beatty 1998, Rosenberg, DelLong et al. 2014)
(Maduefio, Macchi et al. 2016)

(Gallert and Winter 2005, Bergey, Whitman et al. 2009,
2014)

(Bergey, Whitman et al. 2009)
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3.3 Rotas e enzimas utilizadas

A sintese e acumulo de P (3-HB) e outros PHAs envolvem enzimas e rotas
metabdlicas variadas, sendo conhecidas hoje no minimo 12 rotas e mais de 45
enzimas envolvidas (Meng, Shen et al. 2014). Uma das primeiras rotas de
formacao de P (3-HB) descritas (Williamson and Wilkinson 1958, Doudoroff and
Stanier 1959), sendo a mais conhecida e elucidada.

Essa rota essencial estd relacionada com producdo de grandes
quantidades de acetil-CoA (Acetil-Coenzima A) oriundo da quebra de agucares
(Verlinden, Hill et al. 2007), geralmente, que € desviado das rotas metabolicas

energéticas, entrando no ciclo de sintese e acumulo de P (3-HB) (Figura 04).

o) O o) (0]
/L M
S/CoA S/CoA HO S/CoA

Acetil-CoA CoA-SH Acetoacetil-CoA 3-hidroxibutiri-CoA

CoA-SH

PhaA B-Cetoacil-CoA tiolase o)
PhaB Acetoacetil-CoA (redutase ou dehidrogenase) NADPH dependente M
PhaC ) PHASintase (0]

CoA-SH  Coenzima A Polihidroxibutirato

Figura 04. Esquema representando a rota bioquimica pela qual as moléculas de acetil-
CoA sédo convertidas em polihidroxialcanoato.

Essa rota essencial de formacado de PHB, que envolve basicamente trés
enzimas que sao responsaveis pela conversao de acetil-CoA em intermediarios
até a sua polimerizacao (Doudoroff and Stanier 1959, Liebergesell, Hustede et
al. 1991). A primeira dessas enzimas, PhaA (B-Cetoacil-CoA tiolase ou
Acetoacetil-CoA tiolase) converte duas moléculas de acetil-CoA em acetoacetil-
CoA (Acetoacetil-Coenzima A), através de uma reacdo de condensacéo (Uchino,
Saito et al. 2007).

O segundo passo é a reducdo da molécula de acetoacetil-CoA em 3-
hidroxibutiril-CoA (3-hidroxibutiril-Coenzima A), pela acdo da enzima PhaB
(Acetoacetil-CoA redutase ou dehidrogenase). A polimerizacdo de 3-

hidroxibutiril-CoA em P (3-HB), passo final na formagcdo do polimero, ocorre
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através da enzima denominada PhaC (PHA sintase) (Doudoroff and Stanier
1959, Valentin 1995, Prieto, Escapa et al. 2015).

Além desses metabdlitos intermediarios, a rota se sintese e metabolizagéo
de P (3-HB) depende de outros fatores, como NADPH (Nicotinamida Adenina
Dinucleotido fosfato) e FADH (Dinucleotideo de flavina e adenina), onde outras
rotas metabdlicas podem influenciar ou mesmo interferir junto ao metabolismo
de P (3-HB) (Sudesh, Abe et al. 2000, Kessler and Witholt 2001).

E o caso da B-oxidacdo, uma rota que envolve o metabolismo de &cidos
graxos, onde seus intermediarios podem ser agregados as rotas de sintese de
PHAs (Brigham, Budde et al. 2010), formando os denominados PHAs de cadeia
média (mcl-PHA) (Pefia, Castillo et al. 2014) e longa (Icl-PHA) (Cerrone,
Choudhari et al. 2014).

A B-oxidagao de acidos graxos envolve principalmente 3 enzimas, FadA (-
kethiolase), FadB (Enoyl-CoA hydratase) e FadE (Acil-CoA desidrogenase)
(Figura 05).
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Figura 05. Via da B-oxidacdo em detalhes, com as principais saidas de metabdlitos
secundarios evidenciadas. Fonte: (Dellomonaco, Clomburg et al. 2011).

Na primeira etapa, Acil-CoA é convertido em enoil-CoA, pela acdo de FadE,
com o consumo de FAD e geragédo de FADHz2, originando enoil-CoA. A enzima

FadB converte enoil-CoA, através de um processo de hidratacdo, em (S)-3-
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hidroxiacil-CoA, que passa por uma nova oxidacao, carreada pelas enzimas
FadB ou FadJ, utilizando NAD na reacao, gerando 3-cetoacil-CoA. A Ultima etapa
consiste na conversdo de 3-cetoacil-CoA em acil-CoA, gerando ao final Acetil-
CoA e Acil-CoA, sendo que Acil-CoA reinicia o ciclo.

Das enzimas envolvidas com a obtencédo de P (3-HB), PhaC € uma das
mais importantes e diversificada, variando de acordo com grupos de
microrganismos (Meng, Shen et al. 2014, Zhang, Chen et al. 2015), além de
alterar caracteristicas como comprimento e estrutura e conformacéo (pela adicdo
de outros PHAS) das cadeias de P (3-HB) (Zhang, Chen et al. 2015).

A classe de enzimas denominadas PHA sintase, ou PhaC, s&o subdivididas
em 4 grupos, que tém por atividade basica a polimerizag&o dos hidroxialcanoatos
(HAs) obtidos do metabolismo de fontes energéticas nos distintos
homopolimeros e copolimeros (Singh, Kumar et al. 2015).

Dos 4 grupos existentes, PHA sintase tipo | e 1l s&o muito semelhantes
entre si, compostas por apenas uma subunidade (PhaC), com peso molecular
de 65 kDa, polimerizando ésteres de cadeia curta (scl-HAs) e de cadeia média
(mcl-HAs), como 3-hydroxibutirato (3-HB) e 3-hidroxivalerato (3-HV) (Rehm
2003).

Otipo | de PHA sintase é normalmente encontrada em Cupriavidus necator,
uma das bactérias mais utilizadas para a obtencdo de P (3-HB) e copolimeros
como P(3HB:4HB) (Poli-3-hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato), P(3HB:3HV)
(Poli-3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) e  P(3HB:3HV:4HB) (Poli-3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato- co-4-hidroxibutirato) (Verlinden, Hill et al.
2011).

O principal microrganismo estudado anteriormente, C. necator, para a
obtencdo de PHA, principalmente P (3-HB), antes do advento da engenharia
genética e das tecnologias para melhoramento genético de linhagens industriais
de E. coli (Li, Chen et al. 2011, Park, Jho et al. 2014).

Anteriormente denominada Ralstonia eutropha, Alcaligenes eutrophus e
Wautersia eutropha, o nome e a taxonomia foram revisados por Vandamme and
Coenye em 2004 (Vandamme and Coenye 2004), permanecendo Cupriavidus
necator como o nome oficial desde entdo. C. necator pode ser encontrada em

diversos ambientes, como corpos de agua doce e amostras de distintos extratos
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de solo, utilizando o excesso de carbono disponivel (como acetato, glicose e
frutose, por exemplo) para metabolizar P (3-HB) em taxas de até 75% de seu
peso celular (Beeby, Cho et al. 2012).

Uma caracteristica dessa espécie de bactéria reside na organizacdo dos
genes utilizados para a sintese e polimerizacdo de P (3-HB), que estédo
arranjados na forma de um operon, denominado CAB, de acordo com a ordem
de suas enzimas constituintes, PhaC, PhaB e PhaA, respectivamente (Beeby,
Cho et al. 2012, Sato, Fujiki et al. 2013).

Como em C. necator a rota metabdlica | € a mais utilizada, sendo a mais
simples, do ponto de vista fisiolégico e bioquimico, a obtencéo de P (3-HB) pode
facilmente ser modificada através de estratégias genéticas, inserindo ou
alterando componentes diretamente no operon, ou atraves de rotas diretamente
ligadas a ele (Sato, Fujiki et al. 2013, Meng, Shen et al. 2014).

Além disso, € notdria a habilidade de producdo do homopolimero 3-HB e
do copolimero 3-HB:3-HV em condi¢des normais de cultivo (Brigham, Budde et
al. 2010, Beeby, Cho et al. 2012), porém, trabalhos recentes (Park and Kim 2011,
Sato, Fujiki et al. 2013), alcancaram a producéo de hexanoato e 4-hidroxibutirato,

HA de maior interesse industrial e com maior nimero de aplicacdes.

O segundo tipo de PHA sintase, tipo Il, ocorre principalmente no género
Pseudomonas e outras Proteobacterias (Meng, Shen et al. 2014, Prieto, Escapa
et al. 2015), e pode utilizar diversos HA na sintese do polimero, geralmente
sintetizando copolimeros com scl-HAs e mcl-HAs. No caso de Pseudomonas, a
area responsavel pela PHA sintase esta organizada na forma de um cluster,
divido em dois operons phaC1ZCSD e phalF, respectivamente, com um ativador
transcricional interno denominado PhaD, que regula a expressdo dessas
enzimas (Klinke, de Roo et al. 2000, Prieto, Escapa et al. 2015).

Outras enzimas importantes para a sintese e acumulacdo de PHAs, no
género Pseudomonas, sao phaJ (uma enzima da familia enoil-CoA hidratase),
FabG (3-Cetoacil redutase NADPH-dependente) e FadA (3-cetoacil-CoA tiolase)
(Liu, Luo et al. 2011, Clomburg, Blankschien et al. 2015). Essas enzimas utilizam
basicamente mcl-HAs, oriundos do catabolismo de &cidos graxos e acucares

simples, combinados, das rotas de 3-oxidagao e sintese “de novo” de &cidos
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graxos, para a posterior polimerizacdo em copolimeros de diferentes tamanhos
de cadeia e ramificagbes (Verlinden, Hill et al. 2007, Jendrossek and Pfeiffer
2014).

Atualmente, Pseudomonas e E. coli sdo as bactérias mais utilizadas para
manipulac@o genética visando a obtencdo de PHA, seja de homo polimeros ou
de copolimeros, com alto grau de producdo e pureza, dependendo das
estratégias utilizadas (Guo, Duan et al. 2013, Meng, Shen et al. 2014, Prieto,
Escapa et al. 2015).

O tipo Il de PHA sintase, encontrado em bactérias como Allochromatium
vinosum (Tian, Sinskey et al. 2005) opera de forma semelhante as demais
sintases. Esse tipo de PHA sintase € composto por duas subunidades, de cerca
de 40 kDa cada uma, denominadas PhaC e PhaE, que utiliza como substrato

para a polimerizacéo, scl-HA (Tian, Sinskey et al. 2005, Sato, Minato et al. 2010).

A bactéria A. vinosum, pertencente as bactérias purpuras sulfurosas,
isolada comumente de ambientes aquéaticos, tem papel importante no ciclo do
enxofre, acumulando PHA em algumas condicGes especificas (Liebergesell,
Hustede et al. 1991). Por conta disso, essa bactéria ndo foi muito pesquisada
em relacdo a obtencdo de PHA, com alguns trabalhos sobre sintese in vitro de
PHA (Sato, Minato et al. 2010) e outros estudos com a rela¢édo das proteinas no

processo de acumulo do polimero (Liebergesell and Steinbiichel 1996).

O quarto e ultimo tipo de PHA sintase, descrito até o presente momento, o
tipo IV, se assemelha muito com o tipo Ill, porém apresenta uma outra
subunidade, PhaR (Sudesh, Abe et al. 2000, Meng, Shen et al. 2014, Tan, Chen
et al. 2014). O tipo IV é composto por duas subunidades, PhaC e PhaR, com
pesos moleculares de 40 e 22 kDa, respectivamente (Rehm and Steinbichel
1999).

Esse tipo de PHA sintase é muito comum na divisdo Firmicutes,
especificamente no género Bacillus, onde sdo muito eficientes na conversao de
scl-HAs em homopolimeros, principalmente P (3-HB), mas também outros
copolimeros, dependendo do substrato e da espécie envolvida (Tsuge,
Hyakutake et al. 2015).
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Em Bacillus megaterium, os genes responsaveis pela sintase estao
organizados em um cluster, com cinco subunidades independentes, phaP, phaQ,
phaR, phaB e phaC (Figura 06), com pesos moleculares e fungdes distintas na
sintese e acumulacdo de P (3-HB) (Rehm and Steinblichel 1999, Valappil,

Boccaccini et al. 2007).

Class IV

Bacillus megaterium
phaP (513bp) phaQ (441bp) phaR(609bp) phaB(744bp)  phaC (1089bp)

- SEEREEEST S

Figura 06. Organizag&o do cluster que abriga 0s genes responsaveis pela sintese e
acumulo de P (3-HB) em B. megaterium, com 0s seus respectivos tamanhos em pares
de base. Figura retirada de Valappil, S.P., et al., 2007 (Rehm and Steinblichel 1999,
Valappil, Boccaccini et al. 2007).

Apés a fase de crescimento exponencial de bactérias do género Bacillus,
as PHA sintases sdo ativadas com maior intensidade do que comparada a fase
de crescimento inicial. Nesse ponto, iniciam a captacao de acetil-CoA oriundo do
metabolismo energético das células para a sintese massiva de PHAs, na forma

de granulos.

Esses granulos, por sua vez, sdo visualizados como inclusdes lipofilicas
intracelulares (Williamson and Wilkinson 1958, Chen, Konig et al. 1991), e tem
seu pico de acumulo préximo a fase inicial de esporulacdo (Narayanan and
Ramana 2012).

Tradicionalmente, o acumulo de PHA, especialmente (P3HB),
anteriormente a formacdo dos esporos estava relacionado de forma direta, onde
o P (3-HB) acumulado serviria a célula como matriz energética para a formacéo
dos esporos, sob condi¢bes de estresse ambiental e fisioldgico (Kominek and
Halvorson 1965, Chen, Konig et al. 1991, Valappil, Boccaccini et al. 2007,

Narayanan and Ramana 2012).

Porém, estudos recentes com Bacillus thuringiensis (Wang, Li et al. 2016)
demonstraram que ndo ha uma relagéo direta entre o decréscimo de P (3-HB) e
a formacéo de esporos, no que diz respeito a matriz energética. Foi contatado a
redug¢do do P (3-HB), formado na fase de crescimento exponencial e
estacionaria, relacionado com a atividade e expressédo de PhaC, e seu posterior

decréscimo, pela atividade da PHA depolimerase PhaZ (Wang, Li et al. 2016).
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Este € um ponto importante a ser considerado, uma vez que esse género
de bactérias € empregado em certos processos de obtenc¢éo de P (3-HB), devido
a sua baixa producédo de endotoxinas (Valappil, Boccaccini et al. 2007), bom
crescimento em uma gama variada de substratos de baixo valor econémico (Full,
Jung et al. 2006, Krueger, Radetski et al. 2012, Kumar, Ray et al. 2015) e
extracao simplificada (Divyashree and Shamala 2010).

Deve ser evitado a exposi¢cao dos cultivos em fases criticas de sintese e
acumulo de P (3-HB) a situacfes de estresse fisioldgico e ambiental, como
alteracdes bruscas no pH, temperatura e disponibilidade de fontes energéticas,
de forma a ndo haver o consumo do polimero obtido (Kumar, Patel et al. 2013).

Devido a sua estreita relagdo com a polimerizacdo e acimulo de PHA no
interior das células, PHA sintase geralmente € alvo de estudos para alteracdes
em rotas e insercdo de mutacdes para alterar aspectos como a formacéo e o
acumulo de P (3-HB) (Jendrossek and Pfeiffer 2014, Tan, Chen et al. 2014,
Singh, Kumar et al. 2015).

Uma das abordagens mais utilizadas para a modificacdo de como a
bactéria produz P (3-HB) € a insercdo de plasmideos recombinantes em cepas
com altos indices de producéo, como é o caso de Escherichia coli, plasmideos
esses oriundos de outros organismos (Ouyang, Liu et al. 2007, Wang, Mueller et
al. 2010, Singh, Kumar et al. 2015, Yin, Wang et al. 2015).

Como fontes de genes relacionados a sintese e acumulo de PHAs, os
organismos mais utilizados e estudados até o presente momento sdo
Pseudomonas stutzeri e Pseudomonas putida (Prieto, Escapa et al. 2015),
Cupriavidus necator (Park, Jho et al. 2014) e Bacillus megaterium (Kumar, Patel
et al. 2013).

Por exemplo, cepas de E. coli (DH5a e K-12 MG1655) que receberam os
genes para BTE, PhaJ3 and PhaC2 (oriundos de P. aeruginosa PAO1l) e
PP_0763 (de P. putida KT2440), acumularam Polihidroxidodecanoato (P-HDD),
em uma proporcgédo de 17.3% de sua massa celular seca (CDW), utilizando como
substrato uma fonte simples de carboidrato, sem presenca de &cidos graxos

(Agnew, Stevermer et al. 2012).
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Trabalhos prévios (Haywood, Anderson et al. 1990) ja relacionavam a
habilidade natural de sintese e acimulo de 3-Hidroxidecanoato (3-HD), na forma
de copolimero, porém, quando as bactérias foram geneticamente modificadas,
os valores de obtencdo desse HA foram mais elevados, em comparacdo com
cepas selvagens, além do copolimero exibir uma composicdo e arranjo mais
estaveis (Liu, Luo et al. 2011, Meng, Shen et al. 2014).

Além dessa metodologia, outra forma de modificagcdo genética que afeta
diretamente a obtencédo de PHAs ocorre com o suprimento de HAs, basicamente
scl-HAs e mcl-HAs, que sédo o suprimento de mondémeros para PHA sintase
realizar a polimerizagdo. Como esses mondmeros séo gerados basicamente a
partir de acetil-CoA, € necessaria a compatibilidade entre as rotas de
fornecimento dessas moléculas com a via de sintese de PHA (Eggers and
Steinbuchel 2013, Prieto, Escapa et al. 2015).

Uma das rotas que gera a maior quantidade de acetil-CoA disponivel para
conversdo em PHAs é a 3-oxidacéo, citada anteriormente. Uma abordagem mais
recente, que visa a obtencao de distintos copolimeros, acopla a B-oxidagdo com
depolimerases, de forma simultanea, como método mais eficiente (Eggers and
Steinbuchel 2013).

Testada em organismos como Pseudomonas sp., C. necator e outras
bactérias Gram negativas, acoplar a rota da p-oxidacdo com depolimerases gera
e desconstroi PHA ao mesmo tempo, originando uma série de HA de tamanho
variado, que podem entrar novamente nas rotas de polimerizacéo, vindo a ser
um método eficiente, do ponto de vista energético, paras a células (Arias,
Bassas-Galia et al. 2013).

As depolimerases basicamente quebram a estrutura polimérica em
mondmeros de HA de distintos tamanhos de cadeia, dependendo do tipo e da
especificidade dessas depolimerases, além das rotas metabdlicas ativas na
bactéria (Gangoiti, Santos et al. 2012, Santos, Gangoiti et al. 2012). A enzima
Phaz, por exemplo, pode ser encontrada em uma série de outros
microrganismos, como Nocardia sp. (Bennur, Kumar et al. 2014), mas né&o
apenas em bactérias, como também em fungos (Panagiotidou, Konidaris et al.
2014, Shalini Devi, Sreenivasulu et al. 2014).
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A acao dessas depolimerases sobre as distintas formas de apresentacao
de PHAs, como filmes, granulos e formas cristalizadas, € uma area de estudos
muito atrativa, de forma a aumentar o conhecimento das relagbes entre essas
enzimas com as rotas e mecanismos de acumulo e de degradacao intra e extra
celular (Gangoiti, Santos et al. 2012, Eggers and Steinbuchel 2013,
Panagiotidou, Konidaris et al. 2014, Martinez, de Santos et al. 2015).

3.4 Métodos analiticos para deteccdo, identificagdo e acompanhamento
da producéo de PHA

Com a identificacdo pioneira dos PHAs por Lemoigne (Lemoigne 1926), e
posteriormente, com trabalhos como o de Williamson e Wilkinson (Williamson
and Wilkinson 1958), surgem os primeiros métodos analiticos para a deteccéo e

identificacdo dos PHAs, em especial P (3-HB).

Inicialmente, dado os recursos tecnoldgicos da época, a identificacdo da
presenca de P (3-HB) ocorria através de sua extracdo e posterior digestdo em
acido sulfarico. Esse procedimento gerava acido croténico, analisado através de
espectrofotdmetro, ocorrendo pico de absorbancia em 230 a 240 nm. Os valores
obtidos eram entdo comparados com um gradiente de quantidades conhecidas
de acido croténico, de forma a estabelecer uma relacdo da quantidade de P (3-
HB) na amostra (Lemoigne 1926, Williamson and Wilkinson 1958, Noel 1962,
Shah 2012).

7

Uma das dificuldades associadas a essa metodologia é a grande
quantidade de polimero necessaria para a execucao da digestao e leitura das
amostras. Além disso, essa técnica tem baixa precisdo e podem ocorrer
interpretacdes errbneas quando o polimero obtido dos cultivos apresenta-se na

forma de copolimero (de Rijk, van de Meer et al. 2005).

Outro método analitico utilizado envolve a derivatizacdo do polimero
utilizando &cido sulfarico e metanol, formando os ésteres metilicos, analisados
atraves de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS),
mais precisa e confiavel que a anterior. Através dessa metodologia, € possivel
verificar a composicéo do polimero obtido através de todos os ésteres formados,
independentemente se homopolimero ou copolimero (Elhottova, Tfiska et al.
2000, Torri, Cordiani et al. 2014).
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Além disso, com a utilizacdo de GC-MS é possivel ainda obter os dados
referentes a quantificacdo das amostras, o que € util para determinar o
rendimento da producéo. Igualmente como a técnica de UV, GC-MS utiliza-se de
protocolos de purificacdo e tratamento das amostras, consumindo regentes e
gerando residuos ao final do processo (Elhottova, Tfiska et al. 2000, Lutke-

Eversloh, Bergander et al. 2001, Pollet 2012, Simon-Colin, Gouin et al. 2012).

Complementar aos métodos anteriores, a Ressonancia Magnética
Nuclear (NMR) utiliza-se das caracteristicas Unicas de ressonancia do nucleo
dos atomos presentes na molécula analisada, possibilitando uma identificacao
mais precisa dos componentes da amostra. O tipo de metodologia mais comum
para a analise de amostras, como P (3-HB), fundamenta-se na ressonancia dos
is6topos C*3 e H!, em condicdes aonde a amostra é bombardeada com pulsos
de radiofrequéncia enquanto submetida a um campo magnético muito forte. E
um dos métodos analiticos mais precisos para elucidacdo da estrutura da
matéria de que € formada a amostra (Silverstein, Webster et al. 2006, Kriz, Pavia
et al. 2010).

Um dos primeiros trabalhos de NMR para P (3-HB) foi o de Doi e
colaboradores (Doi, Kawaguchi et al. 1989), que elucida com precisédo os pontos
de ressonancia do grupo funcional 3-hidroxibutirato e demais grupos funcionais
relacionados com o perfil da estrutura do P (3-HB). Essa metodologia requer uma
amostra com grau de pureza elevado, necessitando etapas de purificacéo prévia,
de forma a obter-se o composto a ser analisado em sua forma mais pura e sem
contaminantes. Sendo assim, grandes volumes de solventes sdo necessarios
para a purificacdo das amostras e realizacao das andlises, no caso de P (3-HB),
cloroférmio deuterado é utilizado como solvente para a elaboracdo do ensaio
(Doi, Kawaguchi et al. 1989).

Ao contrario das metodologias citadas anteriormente, uma outra
alternativa, que se utiliza de passos simples de preparo de amostra e quase
nenhum reagente ou solvente, € o emprego da Espectroscopia de Infravermelho
com Transformada de Fourrier (FTIR). Essa metodologia se utiliza da leitura da
absorcao e emissao do espectro infravermelho de amostras em estados variados
(liquido, sdlido ou gasoso) (Silverstein, Webster et al. 2006, Kriz, Pavia et al.
2010).
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Através da utilizacao de FTIR é possivel obter o espectro de absorc¢éo (ou
emissdo) em amostras de biomassa, sem a necessidade de extragao ou outro
procedimento de purificacdo. O espectro obtido é entdo analisado para a
presenca de grupos funcionais relacionados com o P (3-HB) em comparacéao

com os sinais associados a biomassa (Liau, Bin Ahmad et al. 2014).

3.5 Tabaco: aspectos ambientais e econdmicos

O tabaco (Nicotiana tabacum L.) pertence a familia das solanaceas,
sendo uma planta perene, de caracteristica herbacea, atingindo até 3 metros de
altura. Naturalmente produz folhas de grande porte (30 a 40 cm), porém
variedades comerciais podem chegar a atingir 80 cm. A superficie da planta fica
coberta de uma substancia viscosa e pegajosa, de aroma doce e pungente.
Acredita-se que N. tabacum é originaria de uma cruzamento que ocorreu de
forma natural e espontanea entre outras duas espécies, Nicotiana sylvestris e

Nicotiana tomentosa (Gallego 2012).

O ato de consumir tabaco foi descrito primeiramente pelos navegadores
na época das exploracdes do continente americano. Desde ent&o, o habito de
fumar passou de um ritual religioso para uma pratica cultural e de exploracéo
econdmica. As primeiras areas de lavoura de tabaco surgiram préximas ao litoral
da Bahia, com os primeiros colonizadores do Brasil. Com a chegada de
imigrantes alemaes, principalmente, nos estados do sul, aos poucos foram
surgindo as primeiras lavouras de tabaco no sul. Ao passar dos anos, essa
cultura ganha forca, aliada a grande produtividade e clima ideal, sendo hoje uma
das fontes econdmicas mais expressivas no sul do pais (FAO 2003, AFUBRA
2016).

Dados coletados junto ao IBGE e divulgados pela AFUBRA sobre a
producdo da safra 2000-2001 apontam para cifras de R$ 1,23 bilhdes,
totalizando 504 728 toneladas de tabaco produzidas no sul do pais. Em 2015 a
safra total da regido sul foi de 695 850 toneladas e R$ 5,02 bilhdes. Essa
producéo reflete o uso de 308 260 hectares, abrangendo as propriedades de
153.730 familias (AFUBRA 2016).
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Atualmente, duas variedades, tabaco Virginia e tabaco Burley,
respectivamente, respondem pela maior parte da producgéo de tabaco no mundo.
Existem outras variedades, como Oriental, Galpdo comum, Mariland, porém
essas sao produzidas apenas em algumas areas isoladas. O tabaco do tipo
Virginia teve uma participacdo de 87% do total na safra 2015/2016, enquanto
que Burley e galpdo comum, 12% e 1%, respectivamente (Kist, Santos et al.
2016).

A producéo de tabaco no sul do pais tem um carater familiar, de pequenas
propriedades, distribuidas ao longo dos estados, aonde a méo de obra familiar
representa mais de 50% do trabalho utilizado no cultivo e colheita (Dutra and
Hilsinger 2013, INCA 2016). A producéao do tabaco leva de 8 a 10 meses, desde
a preparacdo do solo até a cura e venda das folhas, empregando diversos

insumos, como fertilizantes e agrotoxicos.

Além disso, a cura das folhas colhidas, no caso da variedade Virginia,
utiliza de fornos a combustédo, abastecidos com lenha. O tabaco Burley tem um
processo de cura distinto, aonde a planta toda é seca em galpdes e estruturas
similares, retirando-se as folhas posteriormente (Dutra and Hilsinger 2013, INCA
2016).

Sendo assim, a cadeia produtiva do tabaco impacta diretamente no meio
ambiente, principalmente pelo uso de agrotdxicos e de madeira para os fornos.
A fonte de madeira mais empregada é o cultivo de Eucalyptus sp., que atinge
grande porte em pouco tempo. Porém, muito das areas de mata nativa ja serviu
de fonte de abastecimento aos fornos de secagem no passado (Dutra and
Hilsinger 2013).

Muitas alternativas ja foram consideradas para a substituicdo das
lavouras de tabaco, visando atividades que pudessem ser empregadas em
propriedades de pequeno porte e utilizando a mao de obra local e familiar.
Porém, o emprego do tabaco e seus derivados como matéria prima para
desenvolvimento de produtos de valor agregado vem sendo considerada uma
das melhores estratégias (FAO 2003, Jul-Larsen, Madhun et al. 2012).

Uma alternativa local que foi implantada é a obtencdo de sementes,

oriundas do cultivo de tabaco energético, que difere do convencional, para
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extracdo do Oleo e posterior beneficiamento. O tabaco energético tem por
objetivo maximizar a quantidade de sementes produzidas e nao as folhas,
obtendo assim maior quantidade de 6leo para extracdo. As sementes de tabaco
tém, em média, até 40% de Oleo, que pelo método atual de prensagem a frio,
consegue extrair até 34% desse total de 6leo (Stanisavljevic¢, VeliCkovi¢ et al.
2009, Rica, Moraes et al. 2016, Sunchem 2016).

Até a etapa de prensagem, sdo gerados 2 tipos de residuos nesse
processo: torta de sementes de tabaco e biomassa. A biomassa, composta de
folhas e talos/caules pode ser destinada a confeccéo de briquetes energéticos,
producédo de biogas ou destinada a industria da celulose. A torta de sementes de
tabaco pode ser fornecida como complemento a alimentacéo de animais, devido
ao alto indice de proteinas (NC 2016, Sunchem 2016).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho experimental
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4.2 Justificativa da escolha do residuo agroindustrial como substrato

e

Extracdo

alternativo para obtencao de P (3-HB)

O residuo utilizado nesse trabalho foi a torta de sementes de tabaco,
oriunda da producédo de biodiesel a partir de tabaco energético. Para obtencéo
do 6leo que sera processado em biodiesel, as sementes sdo aquecidas e
colocadas em um sistema que extrai o 6leo através de presséo e calor. Ao final
do processo se obtém o 6leo e dois residuos: borra oleosa e torta de semente
de tabaco.

A torta de sementes de tabaco constitui-se de um granulado de tamanho
variado, de cor marrom escura, formando agregados na forma de placas, tendo
um odor suave. A torta de sementes de tabaco utilizada foi obtida de vérias
extracdes de 6leo de sementes, essas de origem variada, ndo sendo todas
produzidas em um Unico local.

A borra de tabaco, por sua vez, é constituida de uma mescla de 6leo
residual do processo de extracdo e particulado de torta de tabaco. Como a
estratégia de cultivo escolhida para obtencao de P (3-HB) foi a metodologia de
fermentacdo submersa, o 6leo residual poderia gerar um meio bifasico, com o
0leo na camada superior. Essa camada poderia impedir a troca de ar com o
meio, o0 que poderia levar a um decréscimo no oxigénio dissolvido e consequente

perda de eficiéncia nas fermentagdes.
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4.2 Processamento e tratamento da torta de tabaco

Como forma de melhor aproveitar o residuo e disponibilizar os nutrientes,
a torta de tabaco foi submetida a um pré-tratamento acido, utilizado em outros
trabalhos para a liberacdo de aclUcares e demais nutrientes presentes (Melo,
Santos et al. 2008, Sharmada, Punja et al. 2016). Para a realizacéo da hidrdlise
acida, foram pesados 300 g de torta de sementes de tabaco, onde foi adicionada
uma solucdo aquosa de 10% (v/v) de acido sulftrico (H2S04), sendo entdo essa
mistura levada a autoclave, ocorrendo o processo a 121°C, por 60 minutos. O
processo ocorreu em garrafas do tipo Schott, seladas para evitar a perda no
volume de solucéo utilizada.

Apos isso, 0 material resultante da hidrdlise foi filtrado, sendo que o
material particulado que permaneceu no filtro foi deixado em estufa a 50°C até
peso constante. O filtrado obtido da hidrdlise teve o pH neutralizado até alcancar
valor de pH=7, utilizando solucdo aquosa de hidréxido de potassio (KOH) na
concentracédo de 8 mol/L e deixado em repouso por 24 horas em geladeira. Ao
final desse tempo, o hidrolisado foi novamente filtrado para a remocédo do
excesso de sais de potassio, essencialmente sulfato de potassio (K2SOa),
formado pela neutralizagao.

Além da hidrolise da torta de tabaco em estado bruto, foram testadas
abordagens para a remocéao dos residuos lipidicos, utilizando como referéncia
trabalhos na area de extracdo de lipideos de sementes (Shahidi 2001, Biondo,
dos Santos et al. 2015). Para a remocéo desses lipideos, resultantes da extracao
incompleta de 6leo de sementes de tabaco, foram utilizados dois solventes
distintos, etanol 98% e uma solucdo de hexano e acetato de etila (2:1). O
tratamento com etanol 98% foi realizado em temperatura ambiente e a 70°C,
ambos em sistema fechado com refluxo, para evitar a perda de solvente por
evaporacao. O tratamento com hexano e acetato de etila foi realizado em ponto
de ebulicdo, cerca de 65°C, igualmente em sistema fechado com refluxo. Apos
resfriamento, a torta de tabaco foi separada dos solventes por método de
filtracdo, sendo lavada com etanol 70% e agua destilada, para remocao dos
solventes. A torta de tabaco foi seca a 50°C e entdo submetida a hidrolise acida,

Nos mesmos parametros a que a torta de tabaco bruta foi processada.
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4.3 Analise da composicao da torta de tabaco e do hidrolisado de torta de

tabaco

4.3.1 Determinagé&o dos constituintes da torta de tabaco

Para que o residuo escolhido pudesse ser utilizado como substrato de
baixo custo na obtencéo de P (3-HB) primeiramente foi necessaria a analise de
sua composicao, a fim de determinar os nutrientes presentes possiveis de serem

utilizados.

A determinagdo dos constituintes da torta de sementes de tabaco foi
realizada através das metodologias de Normas para determinacao de proteinas,

lipidios e carboidratos, do Instituto Adolfo Lutz (Pregnolatto, 1985).

4.3.2 Determinacdo de acUcares presentes no hidrolisado de torta de

tabaco

ApOs o pré tratamento da torta de tabaco, que teve por objetivo 0 aumento
na disponibilizagdo dos nutrientes presentes, realizou-se a analise dos agucares
liberados no hidrolisado obtido (Liang, Siddaramu et al. 2010, Kumar, Sen et al.
2013).

Para a analise dos acUcares, uma aliquota de 3 mL do hidrolisado foi
centrifugada a 10.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi reservado e o
pellet descartado. O sobrenadante foi entdo diluido nas escalas 1:2, 1:5, 1:10,
1:20, 1:50 e 1:100, utilizando agua destilada. As diluicdes foram armazenadas
em vials e analisadas via HPLC. A curva padrdo de glicose, frutose, arabinose,
xilose, celobiose, maltose e sacarose foi obtida através de uma escala de
diluicdo dos referidos acucares, partindo de 0,3 mol/L até 0,0002 mol/L, lidos

através das mesmas condicdes descritas para as amostras.

O aparelho HPLC (SHIMADZU) utilizado era composto por 6 médulos:
DGU-20A N/S L20244606893; LC-20AT N/S L20114708996; SIL-20A N/S
L20164604613; SPD-M20A N/S L20154704885; CTO-20A N/S L20204605053;
CBM-20A N/S L20234609055. A fase movel utilizada foi agua Milli-Q, fluxo
0,6mL/min, detector RID, 25 minutos, temperatura 85°C e coluna Rezex RHM —
Monosaccharide H+ (300x7.8mm) Phenomenex.
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4.4 Selecao de linhagem microbiana

Para a realizagdo dos ensaios de aproveitamento de residuo de tabaco
na obtencdo de P (3-HB) optou-se pelo isolamento de microrganismos
selvagens, oriundos da estacdo de tratamento de efluentes da UNISC (ETE-
UNISC). A escolha de isolar microrganismos de um ambiente como esse veio de
duas condi¢des as quais se encontram 0s microrganismos.

Primeiramente, a oferta e o tipo de nutrientes encontrados em sistemas
de tratamento de afluentes sdo muito variados e sem uniformidade, gerando um
estresse continuo aos microrganismos. Segundo, por que, dada a complexidade
e diversidade de microrganismos, ha uma forte presséo seletiva quanto aos mais
capacitados e com estratégias de crescimento mais agil e dinaAmico (Oshiki,
Onuki et al. 2013).

Essa € a premissa para o estimulo a acumulacdo de P (3-HB) pelos
microrganismos, como forma de armazenamento de energia (Prieto, Escapa et
al. 2015, Wang, Li et al. 2016).

4.4.1 Isolamento de bactérias da ETE-UNISC

O isolamento dos microrganismos foi realizado com a coleta de amostras
de efluente em tratamento, recolhido diretamente dos reatores UASB (Upflow
anaerobic sludge blanket) da ETE-UNISC. Aliquotas de 5 mL foram recolhidas,
armazenadas em frascos estéreis. Para o isolamento de colbnias com
capacidade de crescimento e posterior acimulo de P (3-HB), a partir de
hidrolisado de torta de tabaco, foi utilizado um meio sélido, denominado
posteriormente agar hidrolisado de tabaco. Esse meio sélido foi elaborado a
partir de hidrolisado de tabaco e 3 % de agar bacteriolégico, para solidificacdo
do meio, sendo autoclavados separadamente, a 121°C, 1 atm por 15 minutos, e
misturados, em partes iguais, ainda quentes para a total homogeneizacdo do

meio.

Das aliquotas obtidas junto a ETE-UNISC, inoculou-se 1 mL em 5 mL de
caldo BHI (g/L: peptona de carne, 5; cloreto de sodio, 5; extrato de carne, 1,5;
extrato de levedura, 1,5; agar bacteriolégico, 15) e 1 mL em meio composto de
3 mL de hidrolisado de torta de tabaco e 2 mL de uma solucéo salina de Bushnell-
Hass (1,0 eq de NH4NOs; 1,0 eq K2HPOg4; 1,0 eq KH2PO4; 0,2 eq MgS0a4.7H20;
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0,05 eq FeCls; pH 7,0), por 48 horas, a 25°C. Decorrido o periodo, amostras
recolhidas com alca bacteriol6gica foram estriadas por esgotamento em placas
de petri contendo &gar hidrolisado de tabaco e incubadas por 48 horas nas

mesmas condi¢cdes anteriores.

As colbnias que cresceram no &gar hidrolisado de tabaco foram
transferidas para novas placas com o mesmo meio de cultivo, de forma a
estimular o seu crescimento. Foram recolhidas amostras para realizacdo da
coloracdo de Gram e coloragdo de Sudan Black B, para identificacdo da

morfologia e acimulo de incluses lipofilicas, respectivamente.

A selecao dos microrganismos ocorreu através da analise das inclusdes
lipofilicas, primeiramente. Essa andlise teve carater eliminatério, uma vez que as
bactérias que ndo apresentaram inclusdes lipofilicas foram descartadas das

préximas etapas.

Por ultimo, a capacidade de crescimento no meio composto de hidrolisado
de torta de sementes de tabaco foi averiguada através do in6culo das cepas
nesse meio, analisando a presenca de inclusdes lipofilicas apdés um periodo de
48 horas.

4.4.2 Identificacdo molecular do isolado selecionado

Para a identificacdo do isolado obtido nos ensaios de triagem, que
posteriormente foi submetido aos ensaios de producdo em bancada de P (3-HB),
optou-se pela identificacdo molecular, através das técnicas de Reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) e posterior sequenciamento.

4.4.2.1 Cultivo e extracdo de DNA

O isolado foi cultivado previamente em tubos contendo BHI, por 24 horas,
a 25°C. Apés esse tempo, aliquotas de 5 mL foram transferidas para microtubos,
sendo centrifugados a 10.000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado
e seguiu-se a metodologia de Englen e Kelley (Englen and Kelley 2000), com
modificacdes.

Foi adicionado 300 uL de tampéo SET (dodecil sulfato de soédio, EDTA e
Tris) e 40 pL de lisozima (100 pg/mL), incubado a 37°C por 60 minutos. Ao final
desse tempo o material foi levado a fervura, 100°C, por 4 minutos e entéo
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resfriado a temperatura ambiente. 20 puL de proteinase K (250 pg/mL) foi
adicionado, juntamente com 60 pL de SDS 10%, sendo incubado a 55°C por 60
minutos. A mistura foi resfriada em gelo apds essa etapa, adicionando na
sequéncia, 500 mL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), centrifugando a

13.000 rpm por 3 minutos.

A fase organica foi transferida para um microtubo limpo, contendo 250 pL
de NaCl 5M e 750 pL de isopropanol gelado, sendo centrifugado nas mesmas
condicbes do passo anterior. O sobrenadante foi desprezado e foram
adicionados 750 pL de etanol 75%, repetindo a centrifugagéo. O sobrenadante
foi desprezado e o pellet de DNA deixado secar a temperatura ambiente por 24

horas, sendo preservado em freezer a -20°C até o uso.

4.4.2.2 Reacao de PCR, sequenciamento e caracterizagcdo molecular

O DNA extraido da cepa E10 foi amplificando utilizando os primers 356F
(5=ACWCCTACGGGWGGCWGC) e 1064R
(5=AYCTCACGRCACGAGCTGAC) e protocolo de amplificagdo (95°C por 5
minutos; 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por
30 segundos; 72°C por 5 minutos), segundo Winsley (Winsley, van Dorst et al.
2012). Os primers, , O material obtido da reacdo de PCR foi entdo aplicado em
um gel de agarose 1,5%, contendo brometo de etidio como agente intercalante,
para a verificagcdo da presenca de amplificacdo do material. Como controle
positivo foi utilizado DNA de uma cepa de Klebsiella pneumoniae (KPC). Apés a
verificacdo da reacdo, uma aliqguota de 25 pL da reacdo foi processada e
purificada para posterior sequenciamento. A purificacao foi realizada utilizando
uma solucdo de PEG 20%, composta de 20 g polietileno glicol em 100 ml 4gua
ultrapura e adicionado a essa mistura 14,6 g NaCl, sendo a solu¢éo autoclavada,
121°C, 1 atm por 15 minutos.

A aliguota de 25 pL da reacéo foi adicionada em tubos contendo 25 pl da
solucdo PEG 20%, sendo misturado até total homogeneizacdo e posterior
incubacgéo a 37°C por 15 minutos. Apos essa etapa, a amostra foi centrifugada a
12000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante descartado, sendo adicionado ao
pellet obtido 500ul de etanol 50%, passando por homogeneizagao. A amostra foi

centrifugada a 12000 rpm por 10 minutos e o etanol descartado, esperando 1
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hora até total evaporacéo de eventuais residuos. A amostra seca foi armazenada

em freezer até o envio para sequenciamento.

O sequenciamento foi realizado pela empresa Ludwig Biotecnologia,
seguindo padrdes internos de sequenciamento. A sequéncia obtida foi
submetida a uma analise de alinhamento através da ferramenta web BLAST®,
disponivel no site do NCBI (NCBI, 2016). Apos a analise, o resultado foi
comparado com outras sequéncias de microrganismos que apresentaram maior
relacdo com o isolado, ou seja, mais de 97% de similaridade, foram novamente
analisados para refinamento dos dados. Ao final dessa analise, o maior valor de
similaridade obtido por uma espécie e o nimero de sequéncias dessa mesma
espécie, previamente depositadas por outros estudos, foi tomado como sendo o

mais provavel.

4.5 Triagem de substratos viaveis a producao de PHA via Infravermelho

com Transformada de Fourier (FTIR)

Para avaliar a capacidade de acumulo de PHA nas amostras de E10 em
diferentes fontes de carbono, utilizou-se da técnica de FTIR, como demonstrada
em outros trabalhos (Kansiz, Billman-Jacobe et al. 2000, Liau, Bin Ahmad et al.
2014, Ansari and Fatma 2016). A cepa E10 foi cultivada em placas de agar
nutriente (g/L: peptona de carne, 5; cloreto de sédio, 5; extrato de carne, 1,5;
extrato de levedura, 1,5; agar bacteriolégico, 15), adicionado de 1% de distintas
fontes de nutrientes e de elementos trago.

Como fontes de carbono foram utilizados amido, glicose, sacarose, xilose
e arabinose. As fontes de nitrogénio utilizadas foram (NH4)SOa4, peptona e
extrato de levedura. Os meios complexos testados foram o hidrolisado de torta
de sementes de tabaco e a borra oleosa. Como fonte de lipideos foi utilizado 6leo
de sementes de tabaco, glicerol e biodiesel (oriundo do 6leo de sementes de

tabaco). Além disso, também foi utilizado como substrato Tween 80®.

Como solucdo de elementos trago utilizou-se 40 yuL de uma solucéo
composta por (g/L): FeSO4 - 7H20, 10; ZnSO4 - 7H20, 2.25; CuSO4 - 5 H20, 1;
MnSOa - 4H20, 0.5; CaClz - 2H20, 2; H3BOa4, 0.23; (NH4)2M07024, 0.2. Os meios

de cultivo, contendo os diferentes componentes, foram autoclavados (121°C - 15
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min.), ajustando-se previamente o pH em 7+0,2. O meio foi dispensado em

placas de petri, contendo, cada uma, 10 mL de meio de cultivo.

Para o inoculo de E10 optou-se por utilizar erlenmeyer contendo 25 mL
de caldo BHI, cultivado por 24 horas em incubadora orbital (Shaker), a 28°C, 150
rpm. Ao final desse tempo, o meio foi homogeneizado vigorosamente e uma
aliquota de 1,0 mL retirada para avaliagdo do crescimento da bactéria. Essa
aliquota foi lida em espectrofotémetro, modo absorbancia, 600 nm. Utilizou-se
um in6culo de 0,3 mL para cada placa contendo o agar nutriente adicionado das

distintas fontes de nutrientes e elementos trago.

As placas contendo o inéculo foram cultivadas em estufa, 28°C, por 48
horas. Ao final desse periodo de cultivo, utilizou-se uma alca calibrada para
retirar uma amostra de cerca de 1 pL, que foi diluida em 100 pL de uma solucéo

de Ks[Fe(CN)e] (10 mg em 2 mL de agua deionizada).

Dessa solugdo, contendo as células de E10, utilizou-se 30 pL como
amostra, que foi depositada sobre a superficie de probes de aco. As amostras
foram secas utilizando ar quente, até que se observa-se a formacao de um filme

sobre a superficie metalica e levados para analise.

O equipamento utilizado foi um espectrofotbmetro FT-IR/FT-NIR
PerkinElmer, modelo Spectrum 400, com leituras entre 400 e 4000 nm, modo
DRIFTS.

4.6 Meios de cultivo para ensaios de producao de PHA

Para os ensaios de producdo de PHA a partir da cepa isolada utilizou-se
uma solucao salina de Bushnell-Haas, acrescida de 5mL/L solucdo de elementos
traco, composta de (g/L): FeSOa - 7H20, 10; ZnSO4 - 7H20, 2.25; CuSOa4 - 5 H20,
1; MnSO4 - 4H20, 0.5; CaClz - 2H20, 2; H3BO4, 0.23; (NH4)2M07024, 0.2. A
solugdo salina foi autoclavada (121°C - 15 min.) separado do substrato
escolhido, ajustando-se o pH em 7+0,2. O substrato, previamente autoclavado
(121°C - 15 min.), foi adicionado na proporcdo adequada aos distintos ensaios.

O cultivo do microrganismo isolado foi testado em trés formula¢des de meio
para acumulacéo de P (3-HB). Primeiramente a cepa E10 foi cultivada em caldo

BHI, e as células obtidas transferidas para um meio de cultivo contendo 1 parte
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de solucéo salina e 2 de hidrolisado bruto de torta de tabaco. A segunda
abordagem foi realizada com um meio de cultivo inicial (MI), composto de
peptona bacterioldgica e glicose, 1 g/L, respectivamente. Apos um periodo de 24
horas, foram adicionados 30 mL de hidrolisado bruto de torta de tabaco aos 70
mL de MI onde a cepa E10 foi previamente cultivada. Ainda, foi testado o
crescimento da cepa E10 diretamente no hidrolisado bruto de torta de tabaco,
sendo adicionados 200 pL da mesma solucdo de elementos traco anteriormente
descrita.

Além disso, foram utilizadas amostras de hidrolisado de torta de tabaco que
passou por etapas de remocéao de residuos de lipideos, cultivando a cepa E10
diretamente nesses meios, suplementados com 200 pL da mesma solucéo de

elementos traco.

4.6 Padronizacao da técnica de cultivo para obtencéao de P (3-HB)

Primeiramente os isolados foram cultivados em tubos de ensaio contendo
5 mL de caldo BHI por 24h, em estufa, a 28°C, a fim de se obter fontes de in6culo.
Apés isso, amostras dos cultivos foram analisadas em espectrofotdmetro (600
nm, no modo de Transmitancia e Absorbancia) para averiguar a densidade otica
do inoculo.

O cultivo do microrganismo isolado foi testado em trés abordagens
distintas. Primeiramente a cepa E10 foi cultivada em caldo BHI, por 24 horas, a
28°C, logo ap6s centrifugando o meio de cultivo, 3000 rpm, 5 minutos, para retirar
as células. O pellet de células obtido foi previamente lavado com solugéo salina
de Bushnell-Haas e novamente centrifugado, nas mesmas condi¢des anteriores.
O pellet limpo foi inoculado em meio de cultivo, contendo 1 parte de solucdo
salina e 2 de hidrolisado bruto de torta de tabaco, ou de glicose 2 M, no caso do
controle positivo, ocorrendo o cultivo em agitador orbital, 150 rpm, 28°C, por 48
horas. O experimento foi realizado em triplicata.

Na segunda abordagem testada, aliquotas de 1 mL de inoculo, oriundo do
cultivo em tubos com BHI, foram inoculadas em erlenmeyers de 500 mL
contendo 70 mL de caldo MI. O cultivo inicial, para o aumento do niumero de
células, foi realizado em agitador orbital, 150 RPM, 28°C, por 24 horas. Aliquotas
de 1 mL foram analisadas em espectrofotometro (600 nm, no modo de
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Transmitancia) para averiguar o aumento da biomassa dos cultivos. Apds esse
periodo de cultivo inicial, foi adicionado aos cultivos 30 mL de hidrolisado bruto
de torta de tabaco, ou, no caso do controle positivo, 30 mL de solucao de glicose
2 M, em agua destilada. O cultivo foi continuado por mais 40 horas, em agitador
orbital, 150 rpm, 28°C. O experimento foi realizado em triplicata. Ao final desse
tempo, aliquotas foram retiradas para a realizacéo de coloracdo de Sudan Black
B. Essa metodologia foi igualmente utilizada para testar o crescimento da cepa
E10 em hidrolisados obtidos de torta de sementes de tabaco que passaram por
processos de remocado de residuos lipidicos, sendo que apenas foi alterado a
etapa de adicdo de hidrolisado aos meios.

Além disso, foi testado o cultivo direto em hidrolisado bruto de torta de
tabaco. Para isso, foi inoculado 1 mL do inéculo, oriundo do cultivo prévio em
BHI, em 100 mL de hidrolisado bruto de torta de tabaco, suplementado com 200
pL da mesma solugcdo de elementos tragco, ocorrendo o cultivo em erlenmeyers
de 500 mL, em agitador orbital, 150 rpm, 28°C, em duas faixas de tempo, 48 e
36 horas, respectivamente. Ambos os experimentos foram realizados em
triplicata. Ao final desse tempo, aliquotas foram retiradas para a realizacdo de
coloracdo de Sudan Black B.

O método que obteve o melhor desempenho, averiguado pela presenca de
inclus@es lipofilicas, foi repetido e teve amostras de 5 mL recolhidas a cada 12h
para as analises propostas. Ao final do experimento, os cultivos foram
centrifugados e a biomassa obtida separada do meio de cultivo. Ambos foram
congelados, para a extracdo do P (3-HB) obtido ao final do cultivo e analise do

meio restante, respectivamente.
4.7 Analise das amostras

4.7.1 Visualizacdo dos granulos de PHA

Para a visualizacdo dos granulos intracelulares de PHA foi utilizada a
técnica de coloragdo com Sudan Black B (Williamson and Wilkinson 1958). Uma
alcada do material colhido nos distintos experimentos foi depositada sobre uma
lamina de vidro limpa, deixando-se evaporar, onde foi adicionado 500 pyL de
solucdo de Sudan Black 3% (p/v), em solucédo de alcool etilico 70%, deixando
repousar por 20 minutos. Apds isso, a lamina foi lavada com xilol, gua destilada

e contracorada com 1 mL de fucsina acida, por 30 segundos. O excesso de
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corante foi removido com agua destilada e deixada secando a temperatura
ambiente. As laminas forma observadas em microscoépio éptico Nikon®, modelo
Eclipse E2000®, no aumento de 1000x, sendo fotografadas com o auxilio de

uma camera Nikon ® D5000.

4.7.2 Densidade Otica

Para determinacédo da curva de crescimento, foram separadas aliquotas de
1 mL de cada tempo dos cultivos, lidas em espectrofotdmetro, em comprimento
de onda de 600 nm. Os resultados foram tabulados para a determinacéo da

curva de crescimento da cepa testada.

4.7.3 Extracao do PHA

Para a extracao de PHA foi utilizada a metodologia adaptada de Divyashree
e Shamala (Divyashree and Shamala 2010). A biomassa obtida dos cultivos,
submetida a um processo de extracdo com digestdo, utilizando hipoclorito de
sédio (solucdo 50% em &gua destilada), e uma proporcdo de 5 partes de
hipoclorito para cada 1 parte de biomassa, sob temperatura constante de 30°C,
em banho termostatico, por 15 minutos.

Apos isso, 0 material resultante da digestéo foi transferido para um funil de
separacdo, onde foi adicionado 5 mL de cloroférmio, seguido de uma
homogeneizacao forcada da mistura. A fase organica foi separada em funil de
separacdo. Repetiu-se o procedimento repetido com outros 5 mL de cloroférmio.

As fases organicas obtidas foram mescladas e transferidas para funil de
separacao limpo, sendo lavadas com agua destilada por 5 vezes, para total
remocdo do hipoclorito de sédio e outras impurezas da amostra. ApGs o0
procedimento de lavagem, a fase organica foi separada e a agua residual
removida com o auxilio de MgSO4 anidro.

O material obtido foi entdo filtrado e armazenado em tubos até o momento
da analise. Algumas amostras foram recristalizadas utilizando 1 parte de éter de
petréleo para cada 10 partes do polimero diluido em cloroférmio (fase orgéanica),
evaporando o solvente até que se obtivesse o polimero seco, depositado na

forma de um fino filme.
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4.7.4 Caracterizacdo do PHA obtido via Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN)

A composi¢do do polimero obtido foi analisada através da metodologia
adotada por Vishnuvardhan (Vishnuvardhan Reddy, Thirumala et al. 2009). As
amostras foram solubilizadas em solucédo de CDClIs (Cloroférmio deuterado) e
analisadas em espectro de RMN (400MHz, H1), a 27°C. A area dos picos foi
determinada pela integracao do espectro utilizando tetrametilsilano (TMS) como
referéncia interna, comparada com espectros ja validados e relacionados ao
polimero PHA (Doi, Kawaguchi et al. 1989).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Processamento e tratamento da torta de tabaco

A torta de sementes de tabaco que foi submetida a hidrolise &cida
apresentou uma alterag@o no seu aspecto, antes do processamento a torta bruta
estava compactada na forma de escamas e grumos, fortemente aderidos. Apds
a hidrolise essa conformacao foi alterada para uma dispersdo de granulos
menores, formando uma borra (Figura 07). O hidrolisado obtido logo apd6s a
retirada da autoclave apresentou coloracdo semelhante a da torta em estado

bruto, marrom escuro, opaco.
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Figura 08. Registro da torta de sementes de tabaco logo apos ter sido submetida a
hidrolise acida, apresentando uma alteragdo em seus aspectos visual (de grumos e
escamas para uma espécie de borra).

Apos o resfriamento do hidrolisado, 0 mesmo foi submetido a filtragéo,
utilizando filtro de papel, para a remocdo do excesso de particulado em
suspensao, de forma a facilitar o processo de neutralizacédo. Ao final da filtracéo,
pode-se observar a formagdo de uma camada oleosa muito delgada sobre a
borra obtida do processo de hidrdlise, possivelmente atribuida ao residuo lipidico

ainda presente.

Durante o processo de neutralizacao do hidrolisado com a adigdo de KOH
a coloracao se alterou levemente, ficando o hidrolisado mais turvo e opaco. Apds
0 armazenamento em geladeira por um periodo de 12 horas, observou-se a
formacdo de pequenos cristais (Figura 08) que se depositavam no fundo,
atribuidos a reacdo de H2SO4 com KOH. Esses cristais foram removidos com

nova filtracéo a frio.

Figura 09. Hidrolisado de torta de sementes de tabaco apds a neutralizagdo com KOH,
onde ocorreu a formagéo de sais (seta).

Quando o hidrolisado foi submetido a neutralizacdo com NaOH o
surgimento de cristais ao final do processo foi menor e a cor do hidrolisado ficou
mais turva e escura. Cabe ressaltar que ndo houve crescimento das cepas em
meio hidrolisado onde se utilizou NaOH para realizar a neutralizagéo.

Mesmo que o custo de NaOH seja mais baixo que o de KOH (a nivel de
reagente analitico) e que sua utilizacdo leva a uma menor formacao de cristais,
observa-se uma menor tolerancia pelas bactérias utilizadas a presenca de sais
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de sodio, nesse caso, mais provavelmente, Na2SO4, em comparagdo com 0

formado quando utilizado KOH, K2SOa.

Segundo o Manual de Bacteriologia Sistematica de Bergey (Bergey,
Whitman et al. 2009), algumas bactérias como Bacillus pumilus, por exemplo,
apresentam tolerancia moderada a ambientes haldfilos, com crescimento em até
10% de NaCl. Os dados obtidos da analise do sequenciamento da bactéria E10,
que seréo discutidos mais a frente no trabalho, permitiram a identificacdo desse
isolado como sendo uma cepa de Bacillus pumilus, confirmando essa

informac&o.

Ainda, de acordo com Garcia e colaboradores (Garcia, Lopez et al. 2013),
concentracbes de 2 a 6 g/L de Na2SOs4 demonstraram acao inibitéria no
crescimento de C. necator. Quando na presenca de K2SOa4, esse efeito foi notado
a partir da concentracdo de 20 g/L. Supde-se que a neutralizacdo com NaOH

possa formar Na2SO4, causando algum tipo de estresse osmotico na bactéria.

A partir das observacdes realizadas durante o processamento da torta de
sementes de tabaco, optou-se por testar uma metodologia de extracdo do
residuo lipidico da torta bruta, como forma de analisar a importancia desse

residuo no meio de cultivo.

ApoOs o processo de extracdo dos residuos lipidicos com Alcool e com a
solucéo de Hexano/Acetato de Etila, a torta, denominada entdo desengordurada,
foi submetida aos mesmos processos de hidrélise que a torta bruta (com
presenca dos residuos lipidicos). Foi obtido ao final da hidrélise um liquido mais

escuro, mais translicido e com menor formacgéo de particulado em suspensao.

Porém, quando submetidas a cultivos teste, de forma a avaliar a
possibilidade de emprego do substrato, ndo houve uma boa resposta de
crescimento da cepa em nenhum dos meios desengordurados, tanto com etanol
como com a solugéo de hexano/acetato de etila. Com isso, a ideia de remover
os residuos lipidicos foi descartada, entendendo-se que eles tém alguma

importancia expressiva como fonte energética para a bactéria utilizada.

Segundo os dados obtidos por Verlinder e colaboradores (Verlinden, Hill

et al. 2011), sobre o aproveitamento de O6leo doméstico usado, o rendimento
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energético de substratos de origem lipidica é de grande interesse para a
obtencdo de P (3-HB). Ciesielski e colaboradores (Ciesielski, Mozejko et al.
2015) abordam diversos 6leos vegetais com possibilidade de emprego para a
producdo de PHA, ressaltando que a obtencdo de copolimeros € facilitada

quando utilizado 6leos como substrato.

Ainda, é sugerido o aproveitamento de subprodutos da obtencao de tais
0leos como fontes de geracéo de energia para alimentar a demanda energética
de todo o processo, aumentando assim a eficiéncia e diminuindo os custos de

producdo (Garcia, Lopez et al. 2013).

5.2 Andlise da composicéao da torta de tabaco e do hidrolisado de torta de

tabaco

5.2.1 Determinacao dos constituintes da torta de tabaco

Como forma de avaliar a empregabilidade da torta de sementes de tabaco,
para a obtencdo de PHA, bem como a sua composi¢cao centesimal, optou-se pela
metodologia do Instituto Adolfo Lutz (Pregnolatto 1985). As amostras submetidas
a analise apresentaram valores de 4,51+0,56 para cinzas, 31,94+4,87 para
proteinas, 27,05+5,30 para lipideos e 36,48+9,04 para carboidratos. Destaca-se
a elevada quantidade de lipideos e proteinas, o que, em conjunto com 0S
carboidratos, caracteriza o residuo utilizado como de grande potencial

energético para fermentacfes microbianas.

Os valores obtidos na caracterizagdo centesimal demonstram que o
residuo empregado para a obtencdo de PHA tem um grande potencial
energético, com composicao variada, apresentando altos teores de carboidratos
e lipideos, fontes primarias para as rotas de sintese de PHAs (Chen, Konig et al.
1991, Liebergesell, Hustede et al. 1991, Prieto, Escapa et al. 2015).

A determinacao por vias colorimétricas é dificultada no caso do hidrolisado
de torta de sementes de tabaco, pela coloracéo acentuada e opacidade do meio,
o que dificulta a observacédo e medicdo com confiabilidade.

As andlises para carboidratos apresentaram o maior desvio padréo,
devido ao fato de que a maior parte desses estava na forma de fibras e pouco

mais de 3% estavam na forma de acguUcares livres e fermentaveis.



60

Mesmo que o residuo passe por uma etapa de hidrolise, o que objetiva a
disponibilizacdo desses carboidratos para o microrganismo, uma grande
quantidade de fibras pode ser um agravante, visto que a total converséo
dificilmente ocorre sem tratamentos enzimaticos (Liang, Siddaramu et al. 2010,
Gupta 2015).

Além disso, a quantidade de fibras e carboidratos na semente de tabaco
(em estado bruto) ndo € muito elevada, sendo superada pelo material de reserva
da semente, nesse caso, lipideos, principalmente acido linoleico (Maestri and
Guzman 1993).

Em uma analise dos constituintes do 6leo de sementes de tabaco,
Mukhtar e colaboradores (Mukhtar, Ullah et al. 2007) constataram a
predominancia de &cido linoleico (71.63%), seguido de acido oleico (13.46%) e
acido palmitico (8.72%). Sendo assim, do ponto de vista fisiologico, acredita-se
qgue o papel dos lipideos no substrato escolhido tem maior relevancia que os

carboidratos.

5.2.2 Determinacdo de acUcares presentes no hidrolisado de torta de

tabaco

Como forma de analisar a viabilidade de emprego do hidrolisado de torta
de sementes de tabaco foi crucial a analise dos acuUcares presentes no
hidrolisado, uma vez que os carboidratos sdo uma das fontes principais utilizadas
pelas bactérias para a sintese e acumulo de PHA. Primeiramente foi realizado a
injecdo de padrbes conhecidos de acucares, para a obtencdo de uma curva
padrao de quantificacao.

ApOs a obtencao da curva dos acucares o hidrolisado foi injetado na forma
bruta, porém nao houve leitura exata, com um componente aparecendo em 7,5
minutos, impedindo a verificagcdo dos demais compostos. Optou-se pela diluicdo
das amostras em agua destilada (1:2, 1:5, 1:10, 1:20, 1:50 e 1:100) para a
andlise via HPLC. A partir da curva foi possivel determinar as concentracoes de
glicose e xilose, 0,02067 g/L e 0,00779 g/L, respectivamente, na diluicdo 1:2.
Cabe ressaltar que esse valor encontrado € muito baixo quando se considera o

emprego de residuos agroindustriais na obtencdo de PHA, tomando como base
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outros trabalhos (Naranjo, Cardona et al. 2014, Vasco 2014, Getachew and
Woldesenbet 2016).

Como o perfil lipidico do hidrolisado néo foi analisado, este € o Unico
componente do meio que foi quantificado, porém, como obteve-se PHA ao final
dos cultivos, acredita-se que outros componentes serviram como fonte

energética para a bactéria.

Além disso, observou-se uma reducdo nos valores de acuUcares

encontrados (Figura 12), com uma reducgéo de glicose e xilose.
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Figura 10. Andlise do hidrolisado de torta de sementes de tabaco, antes (rosa)

e apos o cultivo (azul), para a verificagdo e quantificagdo dos agucares presentes nas
amostras, frente os padrdes (preto).

Acredita-se que a auséncia do sinal para xilose na amostra antes do
cultivo (Figura 12) esteja atribuida ao fato de que sua quantidade presente na
amostra seja muito pequena, em comparagdo com glicose. Num primeiro
momento esse sinal foi “mascarado” pelo sinal mais forte da glicose, formando
um unico pico de leitura. Apés o cultivo e com o0 consumo desses componentes

pela bactéria, foi possivel observar a presenca de xilose de forma mais clara.

Um dos fatores que dificultaram a analise a partir de HPLC para a
quantificacdo dos acucares no meio foi a formacao de sal de sulfato de potassio,

que tinha um sinal muito mais forte que os agucares. A ocorréncia desse sal em
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grande quantidade na amostra, devido a concentracdo necessaria de KOH para

neutralizar H2SOa, claramente teve impacto negativo para as analises.

Considerando o aproveitamento desse residuo como um substrato para a
obtencdo de PHA, outras metodologias poderiam ser abordadas para uma
melhora no rendimento da conversdo das fibras presentes em carboidratos
fermentaveis pela bactéria. Uma das alternativas seria o uso de fungos em uma
etapa prévia, como forma de realizar a quebra dessas fibras, disponibilizando os
carboidratos, que poderiam passar para um processo fisico-quimico posterior

para completa digestdo do material (Shirkavand, Baroutian et al. 2016).

Além disso, foi abordado apenas o emprego da torta de sementes de
tabaco, sendo que a borra oleosa nao foi utilizada, constituindo outro residuo
formado na extracdo do 6leo. Essa borra oleosa pode passar por um sistema de
filtragem, para remocdo dos sélidos ou entdo por extracdo com solventes
organicos, sendo posteriormente encaminhada para tratamento que visem a

liberag&o dos carboidratos presentes.

5.3 Microrganismo selecionado
5.3.1 Isolamento de bactérias da ETE-UNISC e caracterizacdo do isolado

Através da metodologia proposta, foi possivel obter 23 isolados, onde
apenas um dos isolados demonstrou a presenca de inclusfes lipofilicas,
sugestivas da presenca de PHA. A bactéria isolada que teve crescimento no
hidrolisado de torta de sementes de tabaco e posterior acimulo de granulos de
PHA, denominada entédo E10, foi cultivada inUmeras vezes, de forma a obter-se
uma cepa pura, com afinidade pelo meio de cultivo utilizado. Através dessa
metodologia foi possivel a sua caracterizacdo, primeiramente morfoldgica e

posteriormente genética.

O isolado E10 tem formato baciliforme, Gram positivo, formador de
esporos, apresentando granulos de natureza lipofilica, evidenciados atraves de
coloragdo de Sudan Black B, sendo indicativos de acumulo de PHA. Além disso,
o isolado E10 teve crescimento 6timo em meio com pH variando de 6 a 7,
temperatura de 28°C a 30°C. Demais caracteristicas relacionadas ao isolados

estao descritas na tabela 04.
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Tabela 04. Caracteristicas mais importantes descritas para a espécie Bacillus
pumilus Meyer and Gottheil 1901.

Caracteristicas de Bacillus pumilus Meyer and Gottheil 1901
Morfologicas

célula em formato de bastéo, mével, 0,6-0,7 por 2,0-

Célula 3,0 um
Colbni formato irregular, rugosa, com margens irregulares,
olénia N
cor branca a clara, opaca
E cilindricos a elipsoidais, subterminais, esporangio nao
sporo ,
dilatado
Fisiologicas
pH 6 até 9,5
Temperatura de >5-15°C a 40-50°C
NaCl Crescimento em até 10%
Catalase positivo
Voges—Proskauer positivo
Hidrélise
Caseina positivo
Esculina positivo
Gelatina positivo
Citrato como fonte de ,
carbono sim
Fenilalanina nao reduzida
Nitrato nao reduzido
. Fermentacéo de produz cido
glicose
Outras
Patogenicidade sim, humanos e outros grupos
Conteudo G+C 39-46%
Cepas Tipo NCDO 1766, ATCC 7061, DSM 27, JCM 2508,
NCIMB 9369.

Fonte: Alguns dados observados pelo autor e demais compilados do Manual de
Bacteriologia Sistémica de Bergey’s (Bergey, Whitman et al. 2009)

O isolado E10 demonstrou ter boa tolerancia a armazenamento por longos
periodos em geladeira, sendo facilmente retirado do estado de dorméncia
induzido por baixas temperaturas, sem perder as caracteristicas fermentativas

desejadas.

5.3.2 Identificagdo molecular do isolado selecionado
5.3.2.1 Cultivo e extragc&do de DNA

O DNA que foi obtido da aliquota de 5 mL de um cultivo de 24 horas de
E10, apds a extracéo e ressuspensao em 100 pyL de tampéo TE (Tris—HCI 10

mM, EDTA 1 mM, pH=8,0), foi quantificado via espectrometria, utilizando o
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aparelno NanoDrop 2000C ® UV-Vis Spectrophotometer (ThermoFisher
Scientific), de forma a avaliar a pureza, concentracdo e presenca de
contaminantes. Obteve-se a concentracdo inicial de 1200 ng/pyL, com uma
relacdo para 260/280 nm de 1,879 e 260/230 nm= 2,092. O DNA obtido foi diluido
até ser obtida a concentracdo de 100 ng/uL. Todas as outras amostras de DNA

tiveram sua concentracdo ajustada para 100 ng/pL.
5.3.2.2 Reacgédo de PCR, sequenciamento e caracterizacdo molecular

Os produtos da PCR foram analisados quanto a sua qualidade de
amplificacdo via eletroforese em gel de agarose 1,5%, com aplicacdo de
voltagem constante de 50 V, por 2 horas. Ao final desse tempo o gel foi analisado
em um transiluminador LED (KASVI), que emite luz azul no comprimento de 470

nm, sendo retiradas fotografias para registro (Figura 15.)

Figura 11. Gel de agarose 1,5% onde foram aplicadas as amostras para verificacdo da
gualidade da amplificacdo para os primers selecionados aonde, da esquerda para a
direita, as amostras séo: controle positivo (KPC), E10, SN1, SNx, C1, EC (Escherichia
coli), SA (Staphylococcus aureus) controle negativo (sem amplificacéo).

O restante do material amplificado de E10 foi submetido ao protocolo de
purificagdo e submetido a sequenciamento terceirizado (ACTGene Andlises
Moleculares), utilizando um sequenciador ABI-Prism 3500 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems) para obtencdo da sequéncia do isolado. A sequéncia
obtida, com 725 nucleotideos, foi submetida a alinhamento e checagem de
similaridade utilizando a ferramenta web BLAST® ((NCBI) 2002), frente ao banco



65

de genomas disponiveis para o dominio Bacteria. A mesma analise foi repetida

por 3 vezes.

Ao total, foram obtidos 16 hits (alinhamentos) com Bacillus pumilus, 8 para
Bacillus altitudinis, 8 para Bacillus sp., e 1 para Bacillus safensis. Segundo
Bergey's Manual of Systematic Bacteriology (Bergey, Whitman et al. 2009), B.
pumilus, B. safensis e B. altitudinis tem estreita relacdo quanto as suas regides
16S, com uma alta similaridade, o que se observa pelo nimero de alinhamentos
obtidos com tais espécies em outros trabalhos (Liu, Lai et al. 2013, Yuan and
Gao 2015, Hao, Li et al. 2016, Nelson, Castro et al. 2016).

Além disso, consultando material anexo ao Manual de Bacteriologia
Sistemética de Bergey (Bergey, Whitman et al. 2009), referente ao género
Bacillus, as analises filogenéticas (Figura 16) e descricdes bioquimicas e
morfologicas, apontam que de fato o isolado denominado E10 faz parte do

género Bacillus, se tratando de Bacillus pumilus Meyer and Gottheil 1901.

100 - Bacillus cibi JG-30 (AY550276)
- Bacillus indicus Sd/3 (AJ583158) )
Bacillus idriensis SMC 4352-2 (AY904033)
100 rr_Buci//u.\' pumilus NCDO 1766 (X60637)
L Bacillus safensis FO-36b (AF234854)
ez Bacillus altitudinis 41 KF2b (AJ831842)
7 77 pA_Bactmis aeriits 23K (ATS3T343) i
96 73 Bacillus licheniformis DSM 13 (X68416)
100 Bacillus stratosphericus 41 KF2a (AJ831841)
Bacillus sonorensis NRRL B-23154 (AF302118)
92 Bacillus (l('l'u;)/l//lﬁ\' 28K (AJ831844)
Buacillus atrophaeus JCM 9070 (AB0O21181)
100 Bacillus vezelensis CR-502 (AY603658)
Bacillus vallismortis DSM 11031 (AB021198)
Bacillus amyloliquefaciens ATCC 23350 (X60605)
Bacillus subtilis subspecies subltilis IAM 12118 (AB042061)
Bacillus mojavensis IFO 15718 (AB021191) ]
Bacillus subtilis subspecies spizizenii NRRL B-23049 (AF074970)
Bacillus axarquiensis CR-119 (AY603657)
Bacillus malacitensis CR-95 (AY603656)
Bacillus endophyticus 2DT (AF295302)
Bacillus vietnamensis 15-1 (AB099708)
Bacillus agquimaris TF-12 (AF483625)
Bacillus marisflavi TE-11 (Af483624)
Bacillus seohaeanensis BH724 (AY667495)
Bacillus carboniphilus JCM 9731 (AB021182)
Bacillus acidicola 105-2 (AF547209)
a2 Bacillus shackletonii LMG 18435 (AJ250318)

Figura 12. Arvore filogenética das espécies de Bacillus com base em sequéncias de
genes 16S rRNA, onde o alinhamento de sequéncias foi realizada utilizando ClustalX,
Bioedit e Treecon. *Valores de Bootstrap superiores a 70% sao apresentados (com
base em 1000 repetigbes) nos pontos de ramificagdo. **NUmeros de acesso de
sequéncia para cada linhagem s&o dadas entre parénteses. Fonte: (Bergey, Whitman
et al. 2009).

Segundo a analise feita por Parvathi e colaboradores (Parvathi, Krishna
et al. 2009), que caracterizaram isolados de B. pumilus molecular e

bioquimicamente, as amostras obtidas apresentavam elevada atividade de
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lipases e proteases. Essa informacao corrobora com as observacgdes realizadas
quanto ao étimo crescimento da cepa E10 no meio escolhido, rico em lipideos e
proteinas. E possivel encontrar essa espécie associada até mesmo com areas
de solo contaminadas com hidrocarbonetos, onde sdo degradadores ativos
dessa substancia (Hao, Li et al. 2016).

Outras caracteristicas para a espécie sao a sua relagao com plantas, tanto
na forma de patdégeno (Yuan and Gao 2015) como promotor do crescimento
(Gutiérrez-Mariero, Ramos-Solano et al. 2001). O trabalho de Kang e
colaboradores (Kang, Shen et al. 2013) explorou um possivel mecanismo que
pode explicar a relagéo entre a promocéo do crescimento de plantas, induzido
por B. pumilus, através da modulacdo e regulacdo com a microbiota nativa
presente no solo. Diferentemente, Gutiérrez-Mafiero e colaboradores (Gutiérrez-
Mafiero, Ramos-Solano et al. 2001), aborda a producédo de giberelinas como
possivel fator de estimulo ao crescimento vegetal.

Além de patdégeno em vegetais, existem relatos de B. pumilus presente
em humanos (Tena, Martinez-Torres et al. 2007, Grass, Bierbaum et al. 2016,
Shivamurthy, Gantt et al. 2016), causando sérias infec¢des. Ainda, a presenca
deste em fezes corvos (Corvus brachyrhynchos) (Nelson, Castro et al. 2016),
incluso identificada como uma cepa multirresistente a antibiéticos.

Do ponto de vista de empregabilidade industrial e na biotecnologia, este
género se destaca pela variedade de compostos possiveis de serem obtidos. Na
area médica Mahmoud e colaboradores (Mahmoud, Abdelmoneim et al. 2016)
trabalharam com a obtencdo de nanoparticulas de prata, com atividade
nematicida e antimicrobiana. O trabalho de Naruse e colaboradores (Naruse,
Tenmyo et al. 1990) foi o primeiro a descrever a Pumilacidina, composto
produzido apenas por esta espécie de Bacillus, com atividade antiviral, além de
caracteristicas que se assemelham a biosurfactantes.

Outros produtos que se podem obter de B. pumilus sdo enzimas, como
proteases (Fellahi, Chibani et al. 2016), com emprego como aditivos em
detergentes (Baweja, Tiwari et al. 2016), pigmentos celulares (Di Luccia, Riccio
et al. 2015), emprego em biorremediacdo de areas contaminadas (Hao, Li et al.
2016) e producéo de moléculas para industria alimenticia (Hua, Ma et al. 2007).
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5.4 Triagem de substratos viaveis a producao de PHA via Infravermelho

com Transformada de Fourier (FTIR)

A partir da bactéria isolada e devidamente caracterizada, denominada
entdo E10, Bacillus pumilus, foi avaliado o acimulo de PHA a partir de varios
substratos, de forma isolada (Figura 13). Essa caracterizacdo € necessaria para
compreender melhor o metabolismo da bactéria frente a diferentes substratos
visando a obtencao de PHA.
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Figura 13. Espectros de absorbéancia de FTIR obtidos de amostras da cepa E10
cultivada em &gar nutriente, suplementado com fontes energéticas distintas, para
avaliar o perfil de acimulo de PHA. T80= Tween 80; AMI= Amido; B= borra; OT= éleo
de tabaco; BD= biodiesel; GOH= glicerol; ARA= arabinose; GLI= glicose; HID=
hidrolisado; LEV= extrato de levedura; NO3= nitrato de amonia; PEP= peptona; SAC=
sacarose; S04= sulfato de aménia; TRA= solucéo de elementos traco; XIL= xilose.

Observa-se que apenas poucos compostos apresentaram bandas de
absorcdo no comprimento de onda caracteristico para acidos carboxilicos (1700-
1730), que representa o grupo C=0 dos 4cidos alifaticos saturados (Silverstein,
Webster et al. 2006, Kriz, Pavia et al. 2010), como é o caso dos distintos PHAs
(Shah 2012). Além disso, os valores das regides do espectro compreendidas
entre 1500 nm e 1600 nm, amida primaria e secundaria (Silverstein, Webster et
al. 2006, Kriz, Pavia et al. 2010), respectivamente, sdo pontos tidos como

referéncia para avaliacdo da biomassa microbiana.

Absorbancia (UA)



68

Pode-se comparar esses dois pontos de referéncia com a banda em
~2100 nm, atribuida ao padrdo interno de K,[Fe(CN)s], como uma medida de
comparacao entre a biomassa acumulada da bactéria e do PHA, caso o0 mesmo
tenha sido obtido (Figura 14).

2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000

Comprimento de Onda (nm)
e T80 AMI B oT BD e GOH — ARA e G LI
—HID —LEV —NO3 — PEP SAC SO4 TRA XIL

Figura 14. Espectros de absorbéncia de FTIR obtidos de amostras da cepa E10, com

detalhe nas regides de 1000 nm até 2200 nm, onde se visualiza claramente o perfil de
absorcdo em ~1720 nm em apenas algumas amostras. T80= Tween 80; AMI= Amido;
B= borra; OT= 6leo de tabaco; BD= biodiesel; GOH= glicerol; ARA= arabinose; GLI=
glicose; HID= hidrolisado; LEV= extrato de levedura; NO3= nitrato de amoénia; PEP=
peptona; SAC= sacarose; S04= sulfato de aménia; TRA= solu¢édo de elementos traco;

XIL= xilose.
Comparando os resultados por grupo de substrato utilizado como

suplementacdo ao meio, optou-se por subdividir os resultados em 4 grupos,
sendo eles carboidratos, lipofilicos, nitrogénio e complexos. O grupo dos
carboidratos reine amido, sacarose, glicose, arabinose e xilose. Lipofilicos
reuine os substratos 6leo de tabaco, biodiesel, glicerol e Tween 80.

Nitrogénio agrupa os substratos testados como fontes de nitrogénio, como
€ 0 caso de Peptona, extrato de levedura, sulfato de aménia e nitrato de aménia.
Por ultimo, complexos agrupa o hidrolisado de torta de sementes de tabaco e a
borra oleosa da extracdo do 6leo do tabaco.

Do grupo que reune os carboidratos, foi observado a presenca de
absorcdo na éarea correspondente a PHA apenas nas amostras suplementadas
com amido ou glicose (Figura 15, Figura 16).

Absorbancia (UA)
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Figura 15. Espectros de absorbéancia de FTIR obtidos de amostras da cepa E10
suplementada com diferentes fontes de carboidratos. AMI= Amido; B= borra; ARA=
arabinose; GLI= glicose; SAC= sacarose; XIL= xilose.
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Figura 16. Espectros de absorbéncia de FTIR obtidos de amostras da cepa E10, com
detalhe nas regides de 1000 nm até 2200 nm. AMI= Amido; B= borra; ARA=
arabinose; GLI= glicose; SAC= sacarose; XIL= xilose.

A partir dessas constatacdes fica claro que a bactéria em questdo tem
preferéncia para aproveitamento dessas duas fontes, glicose e amido, como
fontes priméarias para a sintese e o acumulo de PHA. A preferéncia para
utilizacao de glicose ja foi descrita para outras bactérias (Agnew, Stevermer et
al. 2012, Prieto, Escapa et al. 2015, Tsuge, Hyakutake et al. 2015), e o amido
igualmente (Almeida, Favaro et al. 2012).

Estes dados vao de encontro com o que ja esta descrito para B. pumilus

(Bergey, Whitman et al. 2009), tanto para o crescimento exponencial da bactéria
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como para o acumulo de PHA, como o P (3HB) (Gutiérrez-Mafiero, Ramos-
Solano et al. 2001, Parvathi, Krishna et al. 2009). Usualmente, grande parte dos
estudos que abordam o aproveitamento de carboidratos para a obtencao de PHA
tem como substrato inicial a glicose (Haywood, Anderson et al. 1990, Narayanan
and Ramana 2012, Prieto, Escapa et al. 2015, Zhang, Chen et al. 2015).

Aparentemente a glicose tem via facilitada de aproveitamento na
converséao bioquimica em PHA, especialmente P (3HB), o principal monémero
utilizado por grande parte dos microrganismos. A glicose necessita ser
convertida em acetil-CoA, o que, dependendo da bactéria e da rota metabdlica
ativada, pode demandar apenas algumas enzimas e pouca energia (Chien 2008,
Beeby, Cho et al. 2012). O acetil-CoA entéo € convertido a mondmeros de acido
3-hidroxibutirico com a acdo de apenas 3 enzimas (Anderson and Dawes 1990,
Valentin 1995, Zhang, Chen et al. 2015), sendo uma das rotas mais
energeticamente favoraveis para as bactérias, quando em presenca de
carboidratos fermentaveis.

Quanto a fonte preferencial de nitrogénio, acrescida ao agar nutriente,
peptona e extrato de levedura, respectivamente, foram as Unicas fontes

utilizadas durante o acimulo de PHA (Figura 17, Figura 18).
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Figura 17. Espectros de absorbéncia de FTIR obtidos de amostras da cepa E10
suplementada com diferentes fontes de nitrogénio, de fontes organicas e inorganicas.
LEV= extrato de levedura; NO3= nitrato de amonia; PEP= peptona; S04= sulfato de
amonia;
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Figura 18. Detalhe nas regides de 1000 nm até 2200 nm nos espectros de
absorbancia de FTIR obtidos das amostras de E10, suplementada com distintas fontes
de nitrogénio. LEV= extrato de levedura; NO3= nitrato de am&nia; PEP= peptona;
S04= sulfato de amoénia;

Usualmente, o acumulo de PHAs no geral ocorre através de mecanismos
de estresse fisioldgico, podendo estes serem de ordem metabdlica (restricdo de
algum nutriente) ou ambiental (variagbes de temperatura, pH), por exemplo
(Verlinden, Hill et al. 2007, Tan, Chen et al. 2014). Esse estresse desencadeia
uma série de eventos e pode levar a ativacdo da rota de sintese e acumulo de
PHA, uma estratégia de armazenamento de energia em situacdes adversas.
Esse PHA é posteriormente utilizado como fonte energética, para sintese de
esporos, por exemplo, ou para reativacdo da bactéria, quando as caracteristicas
O0timas sejam novamente encontradas (Diomandé, Nguyen-The et al. 2015,
Tsuge, Hyakutake et al. 2015, Zhang, Chen et al. 2015).

Ocorre que o nitrogénio é um dos fatores que mais estéa relacionado com
o acumulo exponencial de PHA pelas bactérias sob estresse fisioldgico. A
relacdo nitrogénio/carbono tem papel fundamental, geralmente, na fase critica
de acumulo. Quando ocorre a presenca de nitrogénio em maior quantidade que
de carbono, as bactérias tém a tendéncia de partir para outras estratégias, como
multiplicacéo celular acelerada (Bergey, Whitman et al. 2009, Madigan, Martinko
et al. 2014). Quando a proporcéo é favorecida em detrimento da presenca de
carbono em excesso, ocorre a sintese e acumulo de PHA, caso a bactéria em
guestdo seja acumuladora de PHAs (Madigan, Martinko et al. 2014, Rosenberg,
DelLong et al. 2014, Prieto, Escapa et al. 2015, Zhang, Chen et al. 2015).
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Os dados obtidos dos espectros oriundos da cepa E10 cultivada com
suplementacdo de Tween 80, glicerol, 6leo de tabaco e biodiesel (Figura 19)
apontam que apenas glicerol é aproveitado pela bactéria para formacéo de PHA.
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Figura 19. Espectros de absorbéancia de FTIR obtidos de amostras da cepa E10
suplementada com Tween 80, glicerol, 6leo de tabaco e biodiesel, para verificacdo do
acumulo de PHAs. T80= Tween 80; OT= 6leo de tabaco; BD= biodiesel; GOH=
glicerol; GLI= glicose;

Esperava-se que ao menos o 6leo de tabaco pudesse induzir ao acumulo
de PHAs, uma vez que esse é uma boa fonte energética e existem alguns
estudos que apontam os residuos lipidicos como boas fontes de nutrientes para
obtencao de PHAs (Ciesielski, Mozejko et al. 2015, Kumar, Mehariya et al. 2015,
Magdouli, Brar et al. 2015). O ponto chave no aproveitamento desse tipo de
substrato esta relacionado com a rota da B-oxidacdo, responsavel pela
metabolizacdo e assimilacdo dos lipideos, bem como na geracdo de compostos
intermediarios para inimeras rotas secundarias (Liu, Luo et al. 2011, Cerrone,
Choudhari et al. 2014, Meng, Shen et al. 2014).

Com a constatacdo de que ndo ocorre o acumulo de PHA frente a
presenca desse tipo de compostos, mas, em contrapartida, na presenca de
glicerol (Figura 23), acredita-se que pode estar ocorrendo a hidrolise dos acidos
graxos residuais, presentes na torta. Esses acidos graxos estariam liberando
glicerol, que estaria sendo utilizado pela bactéria para a sintese de PHA. E
possivel observar que a amostra oriunda da suplementacdo com glicerol se
assemelha muito com a de glicose. Os demais espectros estéo relacionados com

a presenca de lipideos e acidos graxos.
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Figura 20. Andlise das regides de 1000 nm até 2200 nm nos espectros de absorbancia
de FTIR. T80= Tween 80; OT= 6leo de tabaco; BD= biodiesel; GOH= glicerol; GLI=
glicose;

Por ultimo, foi avaliado o perfil de acumulo de PHA com a adicao de borra
de tabaco em estado bruto ou hidrolisado de torta de sementes de tabaco ao
agar nutriente, posteriormente utilizado para o cultivo da cepa E10. Constatou-
se a presenca de PHA apenas na amostra de borra, em menor escala (Figura

21). Observa-se a presenca de PHA na amostra de borra, porém, muito pouco

destacado.
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Figura 21. Espectros de FTIR oriundos das amostras que foram suplementadas com
borra de tabaco e hidrolisado de torta de sementes de tabaco. B= borra; HID=
hidrolisado.

Acredita-se que a auséncia de PHA na amostra suplementada com
hidrolisado possa estar ocorrendo devido ao meio que foi utilizado como base de

cultivo, uma vez que a relacéo carbono/nitrogénio deve obedecer um limite. O
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cenario mais provavel é que ocorreu um aumento na oferta de nitrogénio, muito
além da quantidade de carbono total, desencadeando multiplicacdo celular
(Bergey, Whitman et al. 2009, Madigan, Martinko et al. 2014).

Realizando a comparacdo do perfil das amostras que foram analisadas
frente aos dados da amostra de glicose (Figura 22), observa-se uma forte relacéo
entre a area correspondente a biomassa (1500-1600 nm) entre a amostra de
hidrolisado e de glicose. Observa-se a presenca de PHA apenas na amostra de
borra, em menor escala, se comparada com a mesma regido da amostra de
glicose. Além disso, atenta-se para a semelhanca do perfil de amidas (1500-

1600 nm) das amostras de hidrolisado e glicose.
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Figura 22. Dados da analise através de FTIR das amostras suplementadas com borra
de tabaco bruta e hidrolisado de sementes de tabaco, com énfase na regidao de 1000
nm até 2200 nm. B= borra; HID= hidrolisado; GLI= glicose.

Porém, o mesmo ndo ocorre com a mesma area na amostra de borra.
Considerando que a amostra de borra de tabaco que foi adicionada ao meio de
cultivo (adgar nutriente) tem uma parcela consideravel de residuo de odleo de
tabaco em sua composicéo, acredita-se que a bactéria teve uma menor oferta
de nutrientes facilmente metabolizaveis. Isso pode ter levado a um

desenvolvimento mais lento e possivelmente a um menor acumulo de biomassa.
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5.4 Padronizacao datécnica de cultivo para obtencédo de PHA

Ao total foram testadas trés metodologias de cultivo para o isolado E10,
onde buscou-se 0 maior acumulo aparente de PHA no interior das células,
averiguado através da visualizacdo das inclusdes lipofilicas pela técnica de
coloracdo com Sudan Black B (Williamson and Wilkinson 1958).

Na primeira abordagem, as células foram primeiramente cultivadas em
BHI, purificadas e posteriormente transferidas para um novo meio de cultivo,
composto de 1 parte de solucdo de Bushnell-Haas e 2 partes de fonte de
carbono, hidrolisado para os ensaios e glicose 2M para o controle positivo (0
controle negativo ndo recebeu suplementacdo, apenas salina). Com essa
abordagem obteve-se uma quantidade razoavel de inclusées lipofilicas, onde a
maioria das células possuia ao menos 1 insercao na forma de granulo (Figura
27). Nota-se os poucos granulos formados nas células, algumas delas com

apenas 1 ou 2 granulos.

Figura 23. Inserc¢0es lipofilicas evidenciadas (setas negras) em células de E10
cultivadas através da metodologia de cultivo 1 (cultivadas em BHI, purificadas e
transferidas o meio de cultivo).

Porém, como objetivou-se a maior obtencéo aparente de polimero, essa
metodologia foi descartada. Ainda, o fato de ter etapas de lavagem do pellet de
células obtido no cultivo primario, aumenta-se a chance de contaminagcdo e
perda de algumas células. De fato houveram duas contaminagfes por outros

microrganismos durante os testes dessa abordagem. O tempo para o
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processamento seguro do inéculo e a pericia necessaria dificultavam os ensaios,
com longa espera das células em meio salino para reintrodugdo em meio

fermentativo. Com isso, essa metodologia foi descartada.

A segunda metodologia abordada para a obtengcdo de PHA utilizou um
pré-indculo, onde as células foram transferidas diretamente do BHI (cultivo para
padronizacdo do indculo) para um meio de cultivo com baixa quantidade de
Peptona e Glicose (1g/L cada), onde se objetivou 0 aumento da massa celular
do in6culo. Logo apds um periodo inicial de cultivo, 24 horas, adicionou-se 30
mL da fonte de carbono (Hidrolisado ou glicose, esse ultimo para o controle
positivo), de forma a forcar as células a sintese e acumulo de PHA. Essa
metodologia se mostrou mais pratica, simples, menos laboriosa e com menores
oportunidades de contaminacéo durante o processo. O isolado E10 apresentou
maior namero de inclusdes lipofilicas (Figura 28), sendo estas maiores que
observado anteriormente. Observa-se os granulos formados nas células que,
comparados com a metodologia 1, sdo mais numerosos e de tamanho

aumentado.

Figura 24. Inserc¢es lipofilicas evidenciadas (setas negras) em células de E10
cultivadas através da metodologia de cultivo 2, onde foram cultivadas previamente
para aumento da massa celular.

Foi observado que, apods a adicdo da fonte suplementar de carbono para
o controle positivo, glicose 2M, havia uma diminui¢do no niumero de células e de
inclusdes lipofilicas. A explicacdo mais plausivel foi atribuida a um possivel

choque osmatico pela grande quantidade de glicose inserida de uma vez s6 nos
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cultivos, tendo ao final uma concentracdo no meio de £109,18 g/L. Acredita-se
gque essa concentracdo causou um estresse muito grande nos -cultivos,
deflagrando o processo de dorméncia e esporulagéo do isolado E10. O processo
de formacgédo do enddsporo no género Bacillus € conhecido por consumir grande
parte das reservas de PHA e de outros HA produzidos durante as fases
exponencial e estacionaria de crescimento (Valappil, Boccaccini et al. 2007),
sendo esse um agravante quando se deseja a obtencdo de PHA para extracéo.

A terceira abordagem, onde o inéculo de E10 foi inserido diretamente no
hidrolisado de sementes de tabaco, com suplementacéo de elementos traco,
teve os melhores resultados. Essa metodologia foi desenvolvida com o intuito de
diminuir o tempo habil necessario para a implementacdo dos ensaios de
acumulacédo de PHA, levando em consideracdo as inUmeras etapas das outras
duas abordagens. Além disso, a chance de contaminagdo foi diminuida
drasticamente, uma vez que nao ha intervencdes durante o cultivo dos

microrganismaos.

Através da coloracdo de Sudan Black B (Figura 29) foi possivel observar
o maior acumulo de inclusdes lipofilicas nas células de E10, com insercées
avantajadas, quando comparadas com as observadas nas outras metodologias
avaliadas, e grande parte das células com mais de uma insercao. Observa-se 0s
granulos formados nas células que, comparados com as demais metodologias

abordadas, sdo abundantes e com tamanho superior.
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Figura 25. Insercdes lipofilicas evidenciadas (setas negras) em células de E10
cultivadas através da metodologia de cultivo 3, onde foram cultivadas diretamente no
meio hidrolisado de torta de sementes de tabaco.

Como fora observado o decréscimo de células viaveis, nos cultivos de
controle positivo que recebiam glicose 2M, optou-se por reduzir a concentracéo
de glicose, de forma a minimizar o impacto da adicdo massiva de glicose em um
anico momento. Com isso, definiu-se a concentragdo de 0,5 M, que, com a
diluigdo no meio salino de Bushnell-Haas, permaneceu na faixa de +30,02 g/L.
Ainda assim, a quantidade de insercdes lipofilicas nas células néo foi alterada

de forma perceptivel.

Definida a melhor metodologia para o cultivo visando o maior acumulo
possivel de PHA, visualizado através da coloracdo de Sudan Black B, a proxima
etapa de otimizacao na técnica de cultivo foi o preparo do in6culo. Inicialmente
oin6culo de E10, 1 mL de células em suspensao em caldo BHI, com absorbancia
minima de 1,00 UA, era transferido para um tubo contendo 10 mL de BHI, sendo
incubado por 24 horas, a temperatura de 28°C. Durante o periodo de incubacédo
foram realizadas leituras de absorbéncia e transmitancia em um
espectrofotdbmetro, no comprimento de onda de 600 nm, de uma amostra de 1
mL, que fora retirada do tubo ap6és homogeneizacéo.

Com os valores de transmitancia frente ao tempo (Figura 30), observou-
se que, a partir do tempo de 12 horas, as leituras ndo sofriam alteracdes
drasticas, com a estabilizagdo da curva de crescimento e formacdo de um platd,
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conformacao tipica da fase estacionaria de crescimento de bactérias (Bergey,
Whitman et al. 2009). Nota-se a estabilizagdo do crescimento e formagcao de um
platd na curva de crescimento a partir do tempo 12 horas, indicando maxima

concentracdo de células nesse tempo.
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Figura 26. Grafico obtido com os valores de transmitancia relativa (obtido com os
valores inversos da transmitancia) oriundos das amostras de E10 cultivada por 24
horas em caldo BHI para avaliagdo do crescimento do pré-indculo.

A partir dessas constatacdes o tempo do pré-indculo foi reduzido para 12
horas, com um ganho de otimizacdo de tempo de 50%. Essa otimizacao
realizada na fase de preparo do inéculo para os ensaios de acumulo de PHA é
fundamental para a obtencdo de um processo que possa ser o mais pratico e
efetivo, no menor tempo habil. Dessa forma, estudos futuros com o emprego de
escalas maiores de cultivo, em biorreatores, tém um ganho no que tange a maior
eficiéncia do processo como um todo, além de ser um passo a mais no processo
de melhoria do isolado buscando o maior acumulo de PHA no menor tempo habil

possivel.

Outra etapa que passou por um processo de otimizacdo foi o tempo de
cultivo no hidrolisado de sementes de tabaco. Inicialmente, os ensaios com a
metodologia escolhida, indculo direto em hidrolisado de sementes de tabaco,
ocorria em agitador orbital, a 28°C, por 48 horas ininterruptas. Apés isso, as
células foram guardadas em freezer para posterior extracdo do polimero obtido.
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Durante as extracOes e posteriores checagens, utilizando coloracéo de
Azul do Nilo (1% em solucdo aquosa) e espectrofotdbmetro, observou-se que,
entre 40 horas e 48 horas ndo haviam grandes diferencas entre as amostras
desses tempos e 0 acumulo relativo de PHA. De fato, algumas amostras de 48
horas apresentavam ja indicios de esporulacdo, com algumas amostras onde
inclusive se encontravam células com os esporos totalmente formados (Figura
31). Observa-se os esporos formados em praticamente todas as células, poucas

apresentam inclusdes lipofilicas.

Figura 27. Esporos evidenciados (setas negras) em células de E10 cultivadas
diretamente no meio hidrolisado de torta de sementes de tabaco, por 48 horas.

O corante Azul do Nilo indica igualmente PHA quando presente, podendo
ser ainda utilizada luz no comprimento de onda UV (490 nm) em microscopia de
fluorescéncia para a visualizagdo mais clara das inclusdes de PHA (Ostle and
Holt 1982).

Com estas constatagcdes buscou-se reduzir o tempo de cultivo das células,
para 40 horas, ao invés das 48 horas anteriormente utilizadas. Com isso, ndo
observou-se mais esporos na maioria das células, ocorrendo apenas em poucas
células isoladas, que ndo representavam uma parcela grande das amostras
observadas.
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5.5 Caracterizacdo do PHA obtido
5.5.1 Extracao do PHA

Ao final dos tempos de cultivo estipulados foram testados ensaios para a
extragdo do polimero obtido através da utilizacdo dos distintos substratos.
Optou-se pela metodologia de extracdo com solvente organico e hipoclorito de
sodio (Divyashree and Shamala 2010), buscando uma extracdo mais limpa e

com maior rendimento, destinada a analise via RMN.

Durante o procedimento de extracdo do polimero foram observadas
algumas diferencas quanto as amostras, cultivadas em glicose apenas ou em
hidrolisado de torta de sementes de tabaco. A extracdo das amostras oriundas
do cultivo utilizando glicose apenas, pode-se observar que a mistura da solugéo
contendo a biomassa e a fase organica tinham pouco contraste entre elas (Figura
32), onde a fase organica se apresentou mais translicida e a fase aquosa, com
a biomassa, mais opaca. Observa-se a diferenca quanto a opacidade, bem como

a coloracdo da mistura das fases organica e aquosa.

Figura 28. Extracéo do polimero obtido dos cultivos utilizando glicose como fonte de
carbono (esquerda) e hidrolisado de torta de sementes de tabaco (direita).

Quanto a biomassa de E10, cultivada em meio contendo hidrolisado de
torta de sementes de tabaco, foi observado a formacdo de duas fases muito
opacas, sendo que a fase orgéanica (contendo o solvente e o polimero) ao fundo
estava completamente opaca e de coloracdo branca (Figura 32). A fase aquosa,
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contendo o hipoclorito e restos celulares, apresentou-se menos opaca, porém
ainda muito turva (Figura 32).

As fases orgéanicas foram processadas de forma separada. Da fase
orgéanica oriunda de cultivos com glicose, apds as lavagens, com agua destilada,
foi obtida uma solucdo limpida e sem coloracdo, que foi entdo submetida ao
processo de recristalizacao (Figura 33). Durante a adicao de éter de petroleo foi
observado a formacéo do filme, porém, de forma dispersa na solucdo e muito
fragmentado. Observa-se uma massa aglomerada de pequenos fragmentos
dispersos, de coloracdo opaca, de tamanho reduzido, formando um aglomerado

disperso na solugéo.

Figura 29. Polimero extraido da biomassa cultivada com glicose, durante o processo
de recristalizagdo com éter de petroleo.

Apbs a evaporacédo dos solventes, o filme obtido se mostrou quebradico,
esbranquicado e muito delicado. O material ficou levemente aderido a superficie
do recipiente. Nao foi possivel a afericdo do peso do polimero obtido.

O processo descrito anteriormente, para a amostra dos cultivos de
glicose, foi repetido para a amostra do cultivo de hidrolisado, sendo que foi
observado uma turbidez maior, onde a fase organica se apresentou mais opaca.
Apés a lavagem e recristalizagdo do polimero com éter de petroleo, foi observado
a formacdo de um filme mais coeso (Figura 34), menos quebradico e
aparentemente em maior quantidade. Observa-se uma massa aglomerada de
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um filme, disperso na solucéo. N&ao foi observada a fragmentacdo que ocorreu

no polimero obtido dos cultivos em glicose.

Figura 30. Polimero extraido da biomassa cultivada com hidrolisado de torta de
sementes de tabaco, durante o processo de recristalizacdo com éter de petrdleo.

Essa caracteristica de recristalizacdo dos polimeros obtidos dos
diferentes cultivos da mesma cepa € atribuida a composic¢ao e arranjo do filme.
Normalmente, nas condi¢cdes de cultivo apenas com glicose como fonte de
carbono, as bactérias do género Bacillus tem uma maior predisposicdo a
acumular apenas homopolimeros (Kominek and Halvorson 1965, Divyashree
and Shamala 2010, Tsuge, Hyakutake et al. 2015), em grande maioria P (3-HB),
que posteriormente € utilizado para fins diversos. Este homopolimero de P (3-
HB) tem por caracteristica ser um material extremamente quebradico e fragil,
sem resisténcia mecanica (Chien 2008, Somleva, Peoples et al. 2013, Meng,
Shen et al. 2014).

O mesmo nao ocorre facilmente quando o material em si esta na forma de
um copolimero, constituido ndo sé de P (3-HB), mas de outros HAs, como
valerato (HV), hexanoato (Hhx) e octanoato (HO), que tem melhor resisténcia
mecanica, elasticidade e maleabilidade (Kabe, Tsuge et al. 2012, Anjum, Zuber
et al. 2016). Geralmente, a maioria das bactérias produz esse tipo de polimero
apenas em condi¢cfes extremas, com variacdo nas fontes de carbono disponiveis
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ou com adic&o de acidos graxos ao meio. Esses acidos graxos passam por uma
via de B-oxidacgéo incompleta, gerando componentes de distintos tamanhos, que
sdo encaminhados a vias secundérias de formacéo de HAs (Lageveen, Huisman
et al. 1988, Braunegg, Lefebvre et al. 1998, Meng, Shen et al. 2014).

Quanto a extragdo do polimero utilizando como solvente cloroférmio e
hipoclorito de sddio, para a digestdo do conteudo celular, optou-se pela escolha
desse protocolo tomando como referéncia trabalhos anteriores, que citavam a
pureza desse tipo de extracdo (Heinrich, Madkour et al. 2012). Um dos pontos
negativos com essa metodologia sdo os residuos de cloroférmio e hipoclorito
gue séo gerados no processo, sendo ambos 0os compostos de atencao quanto a
contaminagcdo ambiental (Verlinden, Hill et al. 2007, Divyashree and Shamala
2010, Heinrich, Madkour et al. 2012).

Porém, mesmo explorando outros solventes, como diclorometano,
acetona, acetato de etila, em proporcao solvente/biomassa em taxas elevadas
(15:1), a perda de polimero pode alcancar valores de 50% (Wampfler, Ramsauer
et al. 2010, Madkour, Heinrich et al. 2013). A extracao pelo método que emprega
cloroférmio e hipoclorito ainda é considerada uma das melhores abordagens
para uma extracdo com pureza e eficiéncia elevadas, sendo o método
preferencial para analises do polimero (Heinrich, Madkour et al. 2012, Madkour,
Heinrich et al. 2013, Tan, Chen et al. 2014, Singh, Kumar et al. 2015)

As amostras de polimeros obtidos dos cultivos foram armazenadas e

analisadas através de RMN para a determinacéo do tipo de PHA presente.

5.5.2 Andlise das amostras de polimeros via RMN (Ressonancia
Magnética Nuclear)

As amostras que passaram pelo processo de extracdo, utilizando
cloroférmio como solvente para o PHA obtido dos cultivos, foram entdo
preparadas para analise via RMN. Foi pesado cerca de 1 miligrama de polimero
seco, dissolvido em cloroformio deuterado e analisado segundo a metodologia

de Doi e colaboradores (Doi, Kawaguchi et al. 1989).
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Quando cultivada apenas em glicose, E10 parece produzir apenas um
homopolimero de P (3-HB) (Figura 35), claramente observado na andlise por
RMN.
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Figura 31. Analise da amostra de P (3-HB), oriundo de cultivo em glicose, onde
observa-se um sinal forte de um dupleto entre 1,0 e 1,5 ppm. Este arranjo esta
relacionado com a presenca de P (3-HB). O sinal junto a 0 ppm indica o padréo interno
de TMS (Tetrametilsilano).

Comparando-se o0s resultados obtidos com o trabalho de Doi e
colaboradores (Doi, Kawaguchi et al. 1989), que caracteriza P (3-HB) pelo grupo
funcional CHs, altamente blindado, ou seja, com baixa frequéncia quanto ao spin
do nucleo (Figura 36). Os resultados obtidos sdo muito semelhantes com 0s
observados no trabalho anteriormente citado, apontando fortemente para a

confirmacédo da obtencdo de um homopolimero de P (3-HB).
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Figura 32. Comparacéao da amostra de P (3-HB), oriundo de cultivo em glicose, com a
amostra do trabalho de Doi e colaboradores (Doi, Kawaguchi et al. 1989). Atribui-se o
forte sinal observado ao grupo CHs, altamente blindado. Este arranjo esta relacionado
com a presenca de P (3-HB). O sinal junto a 0 ppm indica o padréo interno de TMS
(Tetrametilsilano).

A andlise da amostra oriunda do cultivo em hidrolisado apresentou
resultados distintos aos observados para os cultivos com glicose. Primeiramente,
guando comparado a intensidade do sinal de P (3-HB) com o padréo interno de
TMS, observa-se que houve uma menor formacdo desse HA (Figura 37) no

cultivo em hidrolisado, comparado com glicose.
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Figura 33. Andlise da amostra de PHA, oriundo de cultivo em hidrolisado de torta de
sementes de tabaco. Observa-se uma diminui¢cdo do sinal na regido que indica P (3-

HB), em comparac¢do com o padréo interno de TMS, em 0 ppm.
Além disso, ao invés de um homopolimero, obteve-se um copolimero,
formado por P (3-HB-co-HV) (Figura 38). Essa constatacdo deve-se ao sinal

entre 0,75 e 1 ppm, na forma de um quinteto.
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Figura 34. Analise da amostra de PHA obtido do cultivo em hidrolisado comparada
com a amostra do trabalho de Doi e colaboradores (Doi, Kawaguchi et al. 1989).
Observa-se claramente a semelhanca entre os sinais obtidos com o trabalho citado

acima, assim como o ponto (ppm) em que o sinal aparece.
Outros autores utilizaram o RMN como ferramenta para a identificacdo

dos compostos presentes no PHA obtido (Alves, Ferreira et al. 2011, Rydz,
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Sikorska et al. 2015), incluso como forma de validar ensaios de engenharia

genética para aumento da producao de PHA especifico (Scheel, Ji et al. 2016).

Analisando os dados obtidos por Scheel e colaboradores (Scheel, Ji et al.
2016) fica claro que o copolimero, quando formado, diminui a eficiéncia de
producéo e quantidade, sendo que, no trabalho em questdo, o homopolimero P
(3-HB) teve valores superiores de producdo. Como discutido anteriormente, essa
rota de sintese de monémeros de P (3-HB), quando devidamente sustentada por
um substrato energético adequado, € uma das rotas mais eficientes para o
acumulo de PHA no interior das células (Eggers and Steinbuchel 2013,
Jendrossek and Pfeiffer 2014, Peia, Castillo et al. 2014, Prieto, Escapa et al.
2015).
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

O Hidrolisado obtido da torta de sementes de tabaco, ap6s a andlise dos
dados de cultivo e dos nutrientes constituintes, demonstrou ser um substrato de
baixo custo, acessivel localmente, porém, com baixa aplicabilidade para estudos
com PHA. Devido ao fato desse substrato ser oriundo de sementes, esperava-
se um meio rico em nutrientes variados, com potencial energético elevado e

fermentacao superior.

Considerando a constituicdo variada da torta de sementes de tabaco, os
acucares, ao que tudo indica, estdo em sua grande maioria na forma de fibras,
constituintes provavelmente do tegumento da semente. Isso fica evidenciado
pela presenca de xilose e glicose, acucares relacionados com a cobertura de

sementes e tegumentos vegetais, em baixos niveis.

Na&o foi possivel a analise do conteudo proteico, de vitaminas e elementos
traco, além das andlises dos carboidratos terem demonstrado uma baixa
concentracdo de acUcares. Entende-se, dessa forma, que os componentes que
estdo sendo metabolizados em acetil-CoA e posteriormente em PHA sdo os
lipideos residuais da torta de sementes de tabaco. Porém, como a analise
através de FTIR demonstrou que ndo ocorre a formacéo de PHA através de 6leo

bruto ou borra, a bactéria deve estar utilizando outro substrato, como glicerol.

O (glicerol pode ser oriundo do processo de hidrélise acida da torta de
tabaco contendo os residuos lipidicos, que, sob presséao, altas temperaturas e

ataque acido, liberou glicerol e outros acidos graxos de menor tamanho.

O perfil lipidico da torta ndo foi analisado, um dos motivos é que, apos a
hidrolise acida e neutraliza¢do, ocorre a formacao de sais e outros compostos
que atrapalharam a analise via cromatografia gasosa (CG-MS). Além disso, o
equipamento esteve por varios periodos sem gas e com uma demanda maior

gue a capacidade de analise comportada, gerando atrasos nas analises.

Esse perfil lipidico, se analisado antes e apos a hidrolise da torta, bem
como a analise do hidrolisado antes e ap6s o cultivo poderia enriquecer o

trabalho com: a) o perfil de lipideos presentes na amostra; b) os lipideos
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presentes no meio utilizado para os testes de acumulo de PHA,; c) o lipideo que

teve maior consumo, em relacdo com o acumulo de PHA.

Além disso, a andlise da presenca de glicerol antes e apds o cultivo de
E10 no meio hidrolisado de torta de sementes de tabaco teria sido muito
interessante, uma vez que o0s resultados de triagem através de FTIR

demonstraram que a cepa em questdo € uma boa fermentadora de glicerol.

Baseando-se na literatura, onde o género Bacillus esta descrito como
sendo uma das bactérias que desvia acetil-CoA de outras rotas metabdlicas,
como a B-oxidacao, para sintese de 3-HB e posterior polimerizacéo, entende-se
que esse € 0 mecanismo bioquimico e fisiologico mais provavel e estar
ocorrendo nos experimentos abordados nesse trabalho. A escassez de trabalhos
gue abordam a espécie B. pumilus e a producao de PHA é outro fator que impede
uma andlise mais profunda e comparacdo dos dados obtidos com outros

trabalhos.

A cepa B. pumilus E10 demonstrou ser um bom acumulador de PHA,
considerando as situacdes extremas a que foi exposto, inclusive formando um
copolimero de P (3-HB-co-HV) quando cultivado no meio com hidrolisado de
torta de sementes de tabaco. Esse achado é importante, j& que os copolimeros
apresentam propriedades distintas dos homopolimeros, como aumento dos
valores de resisténcia a tracdo mecanica, elasticidade intrinseca e ponto de

transicao vitrea.

Essas caracteristicas sdo fundamentais para a definicdo de
microrganismos com potencial de aplicabilidade para ensaios de maior escala,
antevendo seu emprego posterior em processos em escala industrial. Ainda, E10
teve um crescimento rapido e ndo demonstrou sinais de esporulacdo até 48

horas de cultivo.

Mesmo quando exposta a algumas variagbes de temperatura por
pequenos periodos de tempo, o que muitas vezes é considerado fator de
estresse que poderia ser um estimulo a esporulacdo. Essa caracteristica € muito
importante quando se pensa no ponto de vista da escalabilidade do processo,
onde uma bactéria com baixa resisténcia a fatores de estresse ambiental poderia

prejudicar ou mesmo inviabilizar a obtenc&o do biopolimero desejado.
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Ainda sobre a aplicabilidade do microrganismo, a ferramenta de analise
FTIR demonstrou-se muito Util no que tange aos substratos possiveis de serem
explorados para a sintese de PHA. Uma vez que trabalhos de referéncia, como
o de Bergey e colaboradores (Bergey, Whitman et al. 2009), apresentam dados
de quais substratos séo utilizados pelas diferentes bactérias, ainda se carece de
dados sobre quais substratos sé@o eficientemente convertidos em PHA e quais
os tipos formados.

Foi possivel verificar que a cepa em questdo tem preferéncia por extrato
de levedura e peptona, como fontes de nitrogénio, e glicose e amido, como
fontes energéticas. Um fato interessante foi a auséncia de PHA na amostra
suplementada com hidrolisado, que, quando cultivado em meio liquido, tem bom

acumulo de PHA (evidenciado pela andlise através de RMN).

Possivelmente seja possivel atribuir esse fato a uma condicao de excesso
de nitrogénio em relacdo com o carbono disponivel, bem como, teoricamente, de
alguns &cidos graxos e residuos lipidicos. Esses fatores podem ter inibido
alguma rota principal, em detrimento de outra, o que pode causar competicdo

por substratos energéticos.

Ficou evidente que a metodologia de FTIR é simples, rapida e tem grande
importancia para a avaliacdo ndo sO de substratos possiveis de serem
fermentados a PHA, mas também como um a possivel ferramenta de
monitoramento de obtencdo de PHA, requerendo pouco material. Acoplando
essa andalise com RMN e CG-MS, por exemplo, € possivel instaurar modelos
preditivos para distintas caracteristicas, servindo como base para um correto

processo de otimizacdo biotecnoldgico.

Cabe ressaltar aqui que a analise via RMN foi crucial para a confirmacéo
de que as inclusdes lipofilicas, visualizadas através da coloracdo de Sudan Balck
B, e os achados utilizando a analise através de FTIR eram de fato os granulos
de PHA. Mais importante ainda, a confirmagéo de P (3-HB) nas amostras de
cultivo em glicose (situacao classica e tida como modelo) e o copolimero quando

amostras de cultivo em hidrolisado.

Com as dificuldades enfrentadas ao longo do desenvolvimento do

trabalho observou-se alguns pontos a serem abordados futuramente, por outros
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trabalhos na area. O primeiro ponto seria uma analise completa da composicéo
da torta e do hidrolisado, de forma a efetuar variacbes na etapa de pré-
tratamento. Com isso, seria possivel otimizar o método que melhor se encaixa
com esse tipo de residuo, para a maior liberacéo possivel de nutrientes passiveis

de serem utilizados pelos microrganismos escolhidos.

Outro ponto seria a analise em especifico do perfil do residuo de lipideos
gue se encontra presente no hidrolisado. Com essa informacdo em maos seria
possivel avaliar a composi¢cdo mais exata do meio de cultivo e assim buscar na
literatura as rotas bioquimicas mais provavelmente relacionadas com o acumulo

de PHA pela cepa B. pumilus E10 e de outras bactérias do género Bacillus.

Com a exploracdo de uma metodologia mais eficiente de extragéo, o
segundo passo seria a triagem mais extensa de microrganismos com
capacidade fermentativa desse meio, para a obtencéo de PHA. Através de cepas
padréo, oriundas de colecdes, e de novos isolados de ambientes distintos, seria
possivel comparar 0s microrganismos com a cepa utilizada, otimizando a
obtencao de PHA.

A ampliacdo da escala do experimento seria crucial para determinar
variaveis como, por exemplo, a quantidade necesséria de oxigénio dissolvido e
disponivel para a bactéria no meio. Essa é uma informacao indispenséavel para

a otimizacao dos cultivos de forma a obter a produ¢do maxima de PHA.

Além dessa informacéo, outro ponto que se beneficiaria de um aumento
na escala dos experimentos seria a utilizacdo de um biorreator com sensores
acoplados, o que oferecia coleta de dados em tempo real, de forma mais
simplificada e através de meios nao invasivos. Um aumento na quantidade de
dados disponiveis é indispensavel na determinacdo de condicbes 6timas de

cultivo.

Explorar outras técnicas analiticas, como a cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-MS) e Varredura diferencial de
calorimetria (DSC). A analise de CG-MS auxiliaria na determinagdo da
composicdo exata do biopolimero, assim como de seus radicais constituintes,

uma vez que o biopolimero estudado € um copolimero de P (3-HB-co-HV). Além
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disso, analise através de CG-MS também indicaria a presenca de outros HAs na

amostra quando empregada outra bactéria ou algum outro composto no meio.

Com a quantificacdo das amostras em distintos tempos e variadas
condicdes de cultivo, com a andlise em paralelo através de FTIR, seria possivel
criar um modelo de comportamento da bactéria e utilizar o método mais rapido
para monitorar os cultivos, no caso FTIR. Com a amostra tendo um padrao
quantificado para comparacédo, seria possivel realizar a quantificacdo incluso

através desse modelo, utilizando apenas FTIR.

No caso do uso de DSC, seria possivel o levantamento de
caracteristicas intrinsecas do biopolimero, como transic¢ao vitrea, cristalizacéo
e fusdo, dados interessantes para a caracterizacdo da amostra. Além disso,
seria possivel a andlise de empregabilidade do polimero para determinados
fins, como, por exemplo, viabilidade de producédo para substituicdo de um outro
polimero de origem quimica e emprego em blendas com outros polimeros e

biopolimeros.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A metodologia aplicada para o tratamento do residuo de torta de sementes
de tabaco, hidrélise acida, apresentou baixa eficiéncia na liberacdo dos
carboidratos presentes na amostra. Tendo em vista que o objetivo do pré-
tratamento visava a liberagdo maxima dos nutrientes presentes na torta de

tabaco, essa metodologia devera ser aprimorada em estudos futuros.

A partir do meio elaborado foi possivel isolar uma bactéria, denominada
E10, posteriormente identificada como Bacillus pumilus, com capacidade de
fermentar o meio com o hidrolisado obtido da torta de sementes de tabaco,

acumulando PHA no interior da célula.

Foi possivel, através de ensaios de fermentacado, a obtencdo de PHA, que
posteriormente passou por etapas de extracdo e andlise quimica de sua
composicdo. Os resultados obtidos das andlises de FTIR e RMN comprovaram
o acumulo de PHA, especificamente PHB e P-3HB-co-HV no interior das células
de E10.

A andlise dos componentes da torta de sementes de tabaco contribui para
definir quais os seus constituintes e definir qual seria o melhor meio a ser
utilizado posteriormente para os ensaios de fermentacéo. Pela analise realizada
a torta de sementes de tabaco ndo é um substrato energeticamente favoravel

para a obtencédo de PHA.
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