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ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE BACTERIAS DE UM CONSORCIO
DEGRADADOR DE BIOMASSA: AVALIACAO DA POTENCIALIDADE PARA
PRODUCAO DE BIOPOLIMEROS PELOS ISOLADOS

RESUMO - Os microrganismos possuem ferramentas metabdlicas que desempenham
um papel crucial na restauracdo do equilibrio dos ciclos naturais, que atualmente
estdo ameacados pelo alto consumo de recursos naturais e pela intensa producgéo de
residuos gerados pela populacdo humana. Diversas moléculas produzidas pelos
microrganismos, principalmente as bactérias, auxiliam na reciclagem de produtos e
na sintese mais sustentdvel de elementos-chave para avancos tecnologicos
importantes. O bioprocessamento dos residuos de lignocelulose e dos carboidratos
gue os constituem pode originar varios compostos valiosos. Assim, a partir de um
consorcio bacteriano que tem a capacidade de utilizar material lignocelulésico (bagaco
de cana) como fonte de carbono, foram isoladas bactérias e foi avaliada a capacidade
desses isolados em produzir compostos de interesse no desenvolvimento
biotecnolégico atual. Dentre os compostos estudados, destacam-se 0s polimeros
bacterianos, que sao aplicaveis em diversas areas industriais e tecnologicas. Neste
estudo, foram avaliadas a capacidade de producédo dos polimeros bacterianos, o
exopolissacarideo (EPS) e a celulose (CB). Além disso, também foram analisadas a
capacidade biorremediadora por meio da atividade emulsificante do EPS produzido
sobre hidrocarbonetos e Oleo de fritura vegetal residual e pela resisténcia dos isolados
a metais potencialmente toxicos que podem causar impacto negativo ao meio
ambiente. Nas condicdes estudadas os 4 isolados com destaque na producao de EPS
e CB foram identificados por sequenciamento do gene 16S rRNA, sendo classificados
dentro género Agrobacterium (isolados 9, 11 e 12) e Cohnella (isolado 13). Osisolados
9, 11 ,12 e 13 foram os principais destaques na producdo de EPS, enquanto os
isolados 9 e 13 foram os destaques na producdo de CB. Os melhores resultados da
acao surfactante do EPS ocorreram com o 6leo de fritura usado. A capacidade de
formar emulsdes atingiu um percentual superior a 70% com o uso dos EPS dos
isolados 11, 12 e 13. Além disso, a taxa de emulsificacdo aumentou em todas as
medicdes do periodo de 168 horas, comparado ao periodo de 24 horas, para todas as
substancias avaliadas. Além disso, os isolados 9 e 13 apresentaram capacidade de
sintetizar celulose e mostraram alta resisténcia a metais potencialmente toxicos.
Esses resultados revelam o potencial dos isolados para serem explorados em
aplicacdes biotecnoldgicas de importancia sustentavel. A capacidade emulsificante
dos EPSs produzidos geram perspectivas para seu uso futuro em aplicacdes voltadas
para a biorremediacdo de ambientes contaminados com 6leos e materiais derivados
de petrdleo. Além disso, também observamos resisténcia dos isolados aos metais
potencialmente téxicos o que salienta o seu potencial para futuros usos na
descontaminacdo de, por exemplo, aguas residuarias contaminadas por esses
poluentes.

Palavras-Chave: Exopolissacarideos, Cohnella, Celulose, Emulsificacdo, Metais
Potencialmente Toxicos.
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ISOLATION AND IDENTIFICATION OF BACTERIA FROM A CONSORTIUM THAT
DEGRADES BIOMASS: EVALUATION OF THE POTENTIALITY FOR THE
PRODUCTION OF BIOPOLYMERS BY THE ISOLATES

ABSTRACT - Microorganisms have metabolic tools that play a crucial role in restoring
the balance of natural cycles, which are currently threatened by the high consumption
of natural resources and the intense production of waste generated by the human
population. Several molecules produced by microorganisms, mainly bacteria, help in
the recycling of products and in the more sustainable synthesis of key elements for
important technological advances. The bioprocessing of lignocellulose waste and the
carbohydrates that constitute it can give rise to several valuable compounds. Thus,
from a bacterial consortium, that has the capacity to use lignocellulosic material
(sugarcane bagasse) as a carbon source, bacteria were isolated and the ability of
these isolates to produce compounds of interest in current biotechnological
development was evaluated. Among the compounds studied, bacterial polymers stand
out, which are applicable in various industrial and technological areas. In this study,
the production capacity of bacterial polymers, exopolysaccharide (EPS) and cellulose
(CB) were evaluated. Furthermore, the bioremediation capacity was also analyzed
through the emulsifying activity of EPS produced on hydrocarbons and residual
vegetable frying oil and the resistance of the isolates to potentially toxic metals that
can cause a negative impact on the environment. Under the conditions studied, the 4
isolates highlighted in the production of EPS and CB were identified by sequencing of
the 16S rRNA gene, being classified within the genus Agrobacterium (isolates 9, 11
and 12) and Cohnella (isolate 13). Isolates 9, 11, 12 and 13 were the main highlights
in the production of EPS, while isolates 9 and 13 were the highlights in the production
of CB. The best results from the surfactant action of EPS occurred with the frying oil
used. The ability to form emulsions reached a percentage greater than 70% with the
use of EPS fromisolates 11, 12 and 13. Furthermore, the emulsification rate increased
in all measurements of the 168-hour period, compared to the 24-hour period, for all
substances evaluated. Furthermore, isolates 9 and 13 showed the ability to synthesize
cellulose and showed high resistance to potentially toxic metals. These results reveal
the potential of the isolates to be explored in biotechnological applications of
sustainable importance. The emulsifying capacity of the EPSs produced generates
prospects for their future use in applications aimed at bioremediation of environments
contaminated with oils and petroleum-derived materials. Furthermore, we also
observed resistance of the isolates to potentially toxic metals, which highlights their
potential for future uses in the decontamination of, for example, wastewater
contaminated by these pollutants.

Keywords: Exopolysaccharides, Cohnella, Cellulose, Emulsification, Heavy Metals.
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1. INTRODUCAO

O aumento da populagdo mundial e da demanda de energia, tém resultado em um
maior consumo de combustiveis de origem fossil, principalmente do petréleo, para
atender as necessidades humanas em diversos processos industriais e no transporte.
Desta forma, o uso excessivo dos derivados petroquimicos, como gasolina, 6leo diesel
e plasticos, tem causado um grande impacto ambiental, contribuindo para o aumento
do efeito estufa e a poluicdo de fontes de agua (Jang; Hart, 2015). Diante dessa
situacao, tém-se buscado formas de proporciona uma economia circular ambiental,
reaproveitando recursos naturais para produzir materiais biotecnol6gicos menos
prejudiciais ao meio ambiente, que sejam renovaveis, sustentaveis e que atendam as
necessidades da populacdo mundial (IPEA, 2021)

Uma alternativa promissora em substituicdo ao uso de produtos derivados do
petroleo em diversos processos industriais € o uso de biopolimeros bacterianos na
industria, como os exopolissacarideos (EPS) e a celulose bacteriana (CB). A sintese
desses biopolimeros é realizada através do cultivo de bactérias consumidoras de
monossacarideos presentes em materiais lignoceluldsicos e residuos agroindustriais
(Freitas & Dathein, 2013). Esses materiais apresentam vantagens significativas em
relacéo aos derivados do petréleo, pois sdo produzidos de forma mais sustentavel e
renovavel, reduzindo os impactos ambientais negativos associados ao consumo
excessivo de combustiveis fosseis.

Além dos problemas ambientais causados pelo alto consumo de combustiveis
fosseis, atividades antropogénicas como mineracdo, eliminacdo inadequada de
residuos industriais e domeésticos, uso excessivo de fertilizantes e pesticidas, e
atividade industrial metalargica, quimica, e outras, sdo também responsaveis pela
contaminacdo ambiental por MPT (metais potencialmente toxicos). A poluicédo
ambiental por esses compostos tem grande relevancia, uma vez que sao poluentes
nao biodegradaveis e que se acumulam nos seres vivos. Tendo isso em vista, e
considerando que os processos de remocdo de MPT sdo extremamente caros, tém
sido desenvolvidas novas técnicas de recuperacédo de ambientes contaminados, como
a biorremediacédo por microrganismos (Bravo, 2018; Silva; Argondizo; Gubulin, 2021)

Portanto, avaliar a capacidade bacteriana de tolerar ambientes com MPT e de

transformar esses poluentes por meio de reagBes bioquimicas € extremamente



importante, tanto para garantir a sustentabilidade quanto para diminuir gastos de
recursos financeiros (Halttunem et al., 2007)

Microrganismos possuem a capacidade de secretar exopolissacarideos (EPSs)
no meio que estdo. Esses biopolimeros podem ser liberados pelas células e/ou ficar
aderidos a superficie celular, conferindo ao microrganismo protecdo contra diversos
fatores ambientais estressantes, ou ainda promovendo a absorcdo de minerais e
nutrientes (Mohapatra et al., 2019; Seesuriyachan et al., 2012).

Os EPS sdo moléculas que podem auxiliar na biorremediacdo de componentes
toxicos do ambiente (Sandhya et al., 2022), por exemplo, através do sequestro de
MPT, ligacao e solubilizacdo de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, absorcao e
degradacédo de corantes e pesticidas (Mohapatra et al., 2019). O EPS promove a
emulsificacdo de hidrocarbonetos e componentes toxicos de oOleos brutos,
aumentando sua biodisponibilidade para as células bacterianas e acelerando o
processo de degradacdo (Li et al., 2021). Desta forma, por ser sustentavel e
economicamente viavel, o EPS é uma excelente ferramenta para auxiliar em
processos de biorremediacao de hidrocarbonetos.

Além disso, o EPS também pode ser usado como agente espessante e
emulsificante em diversos setores industriais, como o alimenticio, téxtil, cosmético, e
farmacéutico através da producdo de imunoestimuladores (Pereira et al., 2009). O
principal espessante derivado do EPS é a goma xantana, usada principalmente na
industria de alimentos, como espessante, emulsificante e estabilizante de alimentos
(Harding et al. 1995; Leite et al., 2015)

A celulose bacteriana (CB) é um biomaterial com grande potencial
biotecnolégico para diversas aplicacbes, devido as suas propriedades fisicas e
guimicas (Esa et al., 2014; Gao et al., 2019). A CB pode ser aplicada com facilidade
em diversos setores da industria, como na alimenticia e farmacéutica, através da
producédo de embalagens antibacterianas e biodegradaveis, filmes, emulsificantes e
revestimentos de farmacos (Dourado et al., 2016). Filmes de CB podem ser usados
na ultrapurificacdo de agua, purificacdo de esgotos, tratamento de lixo com remocéao
de 6leos e minerais, e absorcéo de toxinas (Donini et al., 2010). A versatilidade do uso
da CB, aliada ao baixo custo de producéo e alta sustentabilidade, torna a celulose de

origem bacteriana uma excelente alternativa a celulose vegetal.



Embora os biopolimeros bacterianos sejam alternativas de aplicacdo
biotecnoldgica extremamente promissoras, sua aplicacdo industrial enfrenta diversas
dificuldades, pois h& pouco conhecimento sobre as espécies produtoras e sua
aplicacdo direta no meio ambiente. Portanto, é de extrema importancia promover
pesquisas que avaliem a capacidade produtora de biopolimeros por diversas cepas
bacterianas ainda n&o estudadas, bem como formas de aumentar o rendimento de
producéo e reduzir os custos (Treichel, 2004).

Considerando a relevancia biotecnoldgica e a necessidade de estudos sobre a
producdo e aplicacdo de biopolimeros bacterianos, este estudo teve como objetivo o
isolamento de bactérias de um consorcio degradador de lignocelulose para avaliar o
potencial biotecnoldgico desses organismos tanto com relacdo a producdo de
biopolimeros como com relacéo & aplicacdo deles em processos de biorremediacao.

A capacidade de producédo de polimeros por tais isolados pode levar a sua
aplicacao no processo de reciclagem bioldgica de materiais residuais da agroindustria.
Isso contribuiria para transformar os residuos de lignocelulose em moléculas com
aplicacdes biotecnoldgicas ou biorremediadoras. Tal biotransformacéo pode agregar
valor aos bioprodutos e promover a economia circular em regides onde o
processamento de material vegetal é consideravel. Além disso, a tolerancia desses
isolados a MPT abre perspectivas futuras para utiliza-los como alternativa para uso
em processos de biorremediacdo de ambientes ou residuos contaminados por esses

poluentes.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Explorando o Género Agrobacterium sp.. Potencialidades e

Aplicacdes Biotecnoldgicas

As bactérias do género Agrobacterium sp., também conhecidas popularmente
como agrobactérias, sdo microrganismos tipicamente encontrados em solo e
classificadas como Gram-negativas. Pertencem a familia Rhizobiaceae em que séo
reconhecidas 168 espécies distribuidas em 17 géneros. As agrobactérias possuem
forma de bacilos contendo de um a seis flagelos peritriquios e ndo produzem esporos.

Medem em torno de 0,6-1,0 x 1,5-3,0 um, e sdo majoritariamente aerdbicas.
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Entretanto, alguns isolados desse género podem ter respiracdo anaerdbica, em
ambientes ricos em nitrato, e outros podem sobreviver em ambientes com
concentragéo baixa de oxigénio, como no interior dos tecidos de plantas hospedeiras.
A temperatura 6tima de crescimento estd na faixa de 25 a 28 °C, apresentando
colbénias geralmente convexas, circulares, lisas, sem pigmentagcdo ou de coloragéo
levemente creme (Holt et al., 1994).

O género Agrobacterium sp. possui espécies tanto fitopatogénicas quanto nao
patogénicas. Sdo encontradas no mundo todo, no entanto, elas prevalecem em
regides de clima temperado, em funcdo de sua sensibilidade as altas temperaturas.
Podem ser encontradas na maioria dos tipos de solos e também na rizosfera de
plantas, sendo elas cultivadas ou ndo (Lippincott et al., 1981).

Apesar de algumas espécies serem consideradas fitopagénicas, existem espécies
como a Agrobacterium tumefaciens que tem aplicagcdo na engenharia genética de
plantas, gerando avancos em seu melhoramento genético, por meio da transferéncia
de DNA, em um processo de chamado de transformacdo genética (Moraes e
Fernandes, 1987).

Além de aplicacdes em engenharia genética de plantas, as agrobactérias também
séo conhecidas pela sua importancia para a biotecnologia, uma vez que séo capazes
de produzir EPS em grandes quantidades (Xu et al., 2017;).

O trabalho de Kaur et al. (2022), no qual foi usada a cepa JAS1 de Agrobacterium
sp. cultivada em meio PTC contendo 3% de sacarose, apresentou uma grande
producédo de EPS, correspondendo a 360mg/ 50 mL de meio. A partir de analises de
espectroscopia de infravermelho transformado de Fourier (FTIR) desse EPS,
verificou-se a presenca de 2 grupos funcionais importantes. O grupo hidroxila que
garante uma capacidade emulsificante do EPS de JAS1, e uma caracteristica
hidrofilica (Banat, 2010). A presenca de carboxilatos fornece uma natureza anibnica,
0 que permite alta afinidade com moléculas de carga oposta, como o0s metais
potencialmente téxicos (Wei et al., 2011). Por conseguir quelar metais e ions, esse
EPS possui capacidade anticorrosiva ao ser aplicado em metais (Donot et al., 2012).
Essas caracteristicas do EPS de JAS1, se assemelha a caracteristicas pertencentes
aos EPS curdlan secretados por diversas bactérias (Boukhelata et al., 2019). Esses

autores destacam o potencial desses isolados para aplicacdo em biotecnologia por
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exemplo na industria alimenticia (estabilizante, espessante e emulsificante de
aliementos), na industria de comésticos (producéo de lo¢gBes e creme hidratantes), na
industria farmacéutica (agente gelificante, matriz imobilizadora de drogas, agente
imunomodulador, anticarcinogénico e hipocolesterdmico), na agricultura (agente
estabilizante e espessante de pesticidas e fertilizantes) (Kumar et al., 2007) Além
disso, destaca-se o uso do EPS na biorremediacdo de &areas contaminadas por
poluentes derivados de petréleo, metais potencialmente toxicos e éleos (Kalogerakis,
2005).

2.2. Género Cohnella sp.: Explorando suas Caracteristicas e Potencial
Biotecnoldgico

As bactérias do género Cohnella sp., pertencente a familia Paenibacillaceae
gue esta atualmente composta por 17 géneros, muitos dos quais relacionados a
transformacéo de polissacarideos. O género Cohnella conta atualmente com 31
espécies descritas (https://lpsn.dsmz.de/genus/cohnella), sendo algumas delas
encontradas em locais especificos como solo de minério de ferro, lagoas vulcanicas e
liquidos lubrificantes (Mayilraj et al.2011, Cho et al. 2007, Kampfer et al. 2017). Dentro
dessa familia podem ser destacados o género Paenibacillus, composto por espécies
de grande importancia biotecnoldgica pela grande quantidade de enzimas hidroliticas
produzidas , ou 0 novo género proposto Insulambacter, com espécies que apresentam
capacidade xilanolitica (Grady et al. 2016).0 género Cohnella abriga bactérias
bacilares aerdbias, gram-positivas, formadoras de endosporos, que possuem forma
de haste (Khianngan et al., 2012), e que foram descritas pela primeira vez por Kampfer
et al. (2006), que isolou 0 género a partir de amostras de amido.

Notavelmente, essas bactérias também estabelecem associacfes simbidticas
com nédulos de leguminosas, contribuindo para o processo crucial de fixacdo de
nitrogénio. Garcia-Fraile et al. (2008) fizeram o primeiro relato dessa associacao, ao
isolar a bactéria Cohnella phaseoli de n6dulos de feijdo-da-espanha.

Uma grande parte das espécies do género Cohnella possui atividade
celulolitica e xilanolitica e sdo bactérias que podem ser isoladas de diversos

ambientes, como amostras industriais e nddulos de raizes de plantas, como descrito



acima, assim como no solo, 4gua doce (Shiratori et al., 2010), fezes de animais
(Khianngam et al., 2012) e trato digestivo de cupins (Guerrero et al., 2015)

Bactérias pertencentes ao género Cohnella apresentam grande potencial
biotecnoldgico em funcao de sua capacidade de sintetizar enzimas responsaveis pela
degradacdo da biomassa lignocelulésica (Mohammadkazemi et al., 2015). As
celulases e endoglucanases sdo exemplos de enzimas responsaveis pela degradagéo
e hidrolise desse material lignoceluldsico. As enzimas sintetizadas pela Cohnella sp.
podem ser aplicadas em diversos setores industriais, como industrias de racao animal,
onde atuam como auxiliadoras da digestdo de racdo em ruminantes e monogastricos;
assim como na industria de biocombustiveis, promovendo a hidrélise da biomassa

vegetal para producéao do combustivel (Shiratori et al., 2010; Khianngam et al., 2012).

2.3 Biopolimeros Bacterianos: Estrutura e Aplicacdes
2.3.1 Exopolissacarideos (EPS)

O consumo excessivo de combustiveis foésseis e de Oleos vegetais residuais,
0s quais sao descartados inadequadamente no meio ambiente, gera liberacédo de
gases do efeito estufa, provocando aumento da temperatura média do planeta. Aléem
disso, seu descarte inadequado no meio ambiente polui fontes de agua tornando-as
inviaveis para consumo (IPEA, 2021)

Diante dessa situacéo, os biopolimeros de origem bacteriana surgem como
alternativa para promover a biorremediacdo dos compostos poluentes citados, assim
como promover uma reciclagem circular de materiais naturais (IPEA, 2021).

Polissacarideos microbianos sdo biomoléculas sintetizadas por bactérias,
leveduras, fungos filamentosos e algas. Quando secretados para o meio extracelular,
esses polisssacarideos, que servem como protecdo celular, sdo denominados
exopolissacarideos (EPS) (Donot et al., 2012).

Os EPSs microbianos séo classificados como gomas hidrossoluveis,
possuindo distintas propriedades fisicas, estruturais e quimicas. Além da designacao
“‘goma hidrossoluvel”, sdo também empregados termos como “hidrocoloide”, “coléide
hidrofilico” e “muco” (Sutherland, 2001). Essas moléculas s&o compostas por
monossacarideos interligados por ligacdes glicosidicas e formam estruturas tanto

lineares quanto ramificadas (Kono et al.,, 2017). Suas propriedades biol6gicas



possuem relagao direta com o grau de ramificagéo da cadeia e sua massa molecular
(Chen et al., 2014; Orlandelli et al., 2017). A andlise da composicao e estrutura dos
EPSs pode ser realizada por diversos procedimentos, como a espectroscopia na
regiao do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) (Cunha et al., 2012),
analise de cromatografia liquida de alta performance (HPLC), técnicas de
ressonancia magnética nuclear de carbono (RMN C), determinacdo de massa
molecular e propriedades reolégicas, entre outras. (Castellane et al., 2017).

A biossintese desse biopolimero é influenciada por fatores como temperatura,
agitacdo, aeracédo e composi¢cado do meio de cultura, principalmente a proporgéao das
fontes de carbono e nitrogénio (Mahapatra e Benerjee, 2013). A presenca de fonte
de carboidratos em excesso no meio de cultivo é essencial para garantir a producéo
do EPS (Pace & Righelato, 1980).

Entre os EPSs produzidos, destacam-se alguns comercialmente relevantes,
como a goma xantana, proveniente da Xanthomonas campestris, a goma gelana,
derivada da Sphingomonas paucimobilis e Pseudomonas elodea, e a goma dextrana
(Sutherland, 2001). Entre essas, a goma xantana é particularmente estudada, visto
gue a Food and Drug Administration autorizou seu uso na industria alimenticia como
espessante, estabilizante e emulsificante (FDA, 1969). Adicionalmente, outros
polissacarideos de relevancia incluem a celulose bacteriana, algionato e acido
hialurénico.

Os EPSs produzidos por diferentes bactérias apresentam estruturas
relativamente simples, podendo ser classificados como homopolimeros ou
heteropolimeros, com diferentes grupos néo carboidratados. Os homopolimeros,
como os sintetizados pelas bactérias que interagem com plantas, como a
Agrobacterium radiobacter, sdo constituidos por unidades de D-glicose. Por outro
lado, os heteropolissacarideos incluem sequéncias desde dissacarideos até
octassacarideos constituidos por dois a quatro tipos de monossacarideos diferentes,
com grupos acetila e piruvato (Sutherland, 2001).

A goma xantana exibe uma estrutura ramificada, composta por unidades de
glicose e trissacarideos (a-D-manose com grupo acetil, acido B-D-glucurbnico e uma
unidade terminal de B-D-manose ligada a um grupo piruvato). A goma gelana, por

sua vez, é formada por repeticdes de tetrassacarideos (duas moléculas de D-glicose,



acido D-glucurbnico e L-rhamnose), enquanto o acido hialurénico consiste em
unidades repetidas de dissacarideos, tais como acido glucurénico e N-
acetilglucosamina, unidos por ligagdes ((1-4). Oalginato, por exemplo, é constituido
por uma cadeia linear de monossacarideos néo repetitivos, acido manurdnico e
gulurénico, unidos por ligacbes B(1-4) (More et al., 2014; Rehm, 2010; Vu et al.,
2009). A dextrana possui uma estrutura formada por ligacfes glicosidicas e também
por ligagdes do tipo a(1-4), a(1-3) e a(1-2). Todas essas ligacdes sao responsaveis
por originar estruturas de ramificacfes na cadeia polimérica (Francisco, 2017). A
celulose € um homopolissacarideo fomado somente por moléculas de glicose unidas
por ligagbes glicosidicas do tipo B(1-4) (Carvalho et al., 2009). A Figura 1 ilustra as

formulas estruturais dos exopolissacarideos citados acima.
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Figura 1. Férmula estrutural dos exopolissacarideos dextrana, celulose, alginato,
xantana, gelana e acido hialurénico. Fonte: More et al. (2014).

A liberacdo dos EPSs pelas bactérias pode ocorrer tanto na forma de um muco
viscoso, mantendo-se soltos, quanto por meio de ligacGes covalentes a superficie
celular. Esse biopolimero desempenha multiplas fun¢des, incluindo a facilitacdo da
captacdo de minerais e nutrientes na vizinhanca da bactéria (Whitfield, 1988),
contribuicdo para a agregacao e estabilidade do solo (Zevenhuizen, 1997), aderéncia
das bactérias a superficies solidas, formacao de biofilmes e participacéo na fixacédo
biolégica de nitrogénio por plantas leguminosas que desenvolvem nddulos

simbidticos (Looijesteijn et al., 2001).
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Além de sua influéncia em véarias atividades naturais, os EPSs também tém
relevancia na esfera da biotecnologia, incluindo a biorremediagéo. Os EPSs sao muito
usados na induastria alimenticia como dito anteriormente, principalmente como
espessante, emulsificante e estabilizante de alimentos, fornecendo textura,
consisténcia e viscosidade aos alimentos (Souza et al., 2004). Além disso, podem ser
usados na industria de comésticos como agentes espessantes e estabilizantes de
locdes e creme hidratantes, na industria farmacéutica para a producao de agentes
gelificantes, matriz imobilizadora de drogas, agente imunomodulador,
anticarcinogénico e hipocolesterédmico, e na agricultura como agente estabilizante e
espessante de pesticidas e fertilizantes (Kumar et al., 2007).

Os EPS sao moléculas que promovem biorremediacédo de componentes tOxicos
do ambiente, como por exemplo, de MPT, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPA) , corantes, pesticidas, hidrocarbonetos derivados do petréleo e componentes
toxicos de odleos brutos (Sandhya et al., 2022). Para essa remediacao, as moléculas
de EPS agem promovendo sequestro de MPT, ligacdo e solubilizacdo de HPA,
absorcao e degradacéo de corantes e pesticidas (Mohapatra et al., 2019). Além disso
esses polimeros também promovem a emulsificacdo de hidrocarbonetos e
componentes toxicos de Oleos brutos, aumentando sua biodisponibilidade para as
células bacterianas e acelerando o processo de degradacéo (Li et al., 2021).

A capacidade biorremediadora aliada a caracteristicas de resisténcia do EPS a
diversos fatores ambientais estressantes (pH, temperatura e salinidade), assim como,
o fato de ser economicamente viavel e sustentavel, o tornam um biopolimero

excelente para usar no meio ambiente. (Xu et al., 2017).

2.3.2 Celulose Bacteriana (CB): uma visdo abrangente

A celulose é o polimero mais abundante do planeta, com uma producéo pelos
vegetais de aproximadamente 104 toneladas por ano (Donini et al., 2010). A celulose
vegetal € um recurso extremamente importante para a economia global, uma vez
gue é extensamente usada por diversas industrias, como a de papel, téxtil e de

materiais de construcdo (EMBRAPA, 2019). Também é muito usada em aplicagcfes
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médicas por possuir alta biocompatibilidade, estrutura fibrosa, alta rigidez e ser
pouco onerosa (Huang et al., 2014).

Esse biopolimero, produzido por bactérias, foi descrito por Brown (1886),
através de estudos com Acetobacter xylinum. Esse pesquisador conseguiu que a
bactéria A. xylinum sintetizasse um filme de celulose, em uma cultura estatica
(Fernandes, 2019). A CB é formada a partir de fermentacdo por algumas bactérias
como a Glucanobacter sp., Acetobacter sp., Agrobacterium sp., Achromobacter sp.,
Aerobacter sp., Sarcina sp., Azobacter sp., Rhizobium sp., Pseudomonas sp.,
Salmonella sp., dentre outras. Sua férmula molecular é (CeH100s5)n, sendo
semelhante nos dois tipos de celulose (vegetal e bacteriana) (Fernandes, 2019). A

estrutura da celulose é demonstrada abaixo na Figura 2.
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Figura 2. Férmula estrutural da celulose. Fonte: Moreira, (2009).

A celulose é constituida por cadeias poliméricas de D-glicose, dispostas na
configuragdo piranosil e unidas por ligagdes glicosidicas B-1,4. Essa estrutura
apresenta hidroxilas que auxiliam nas ligac6es de hidrogénio inter e intra-cadeia,
gerando filamentos estendidos (Fernandes, 2019).

A biossintese desse material envolve a inoculacdo de microrganismos em um
meio de cultura apropriado, contendo fontes de fosforo, nitrogénio e carbono, e
mantendo um pH e temperatura adequados e com a concentracdo adequada de
oxigénio dissolvido (Lee, 2014). O cultivo pode ser estatico ou dinamico. No cultivo
estatico a CB sintetizada consiste em uma pelicula viscosa presente na superficie
do meio, e no cultivo sob agitacdo consiste em fios fibrosos (Fernandes, 2019).

A celulose pode ser sintetizada tanto por plantas como por bactérias, e € um

recurso extremamente importante para a economia global (Huang et al., 2014). Esse
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biopolimero se divide em duas categorias: celulose complexa (celulose vegetal) e a
celulose pura (celulose bacteriana). Ambas possuem a mesma férmula molecular.
No entanto, a celulose vegetal esta frequentemente associada a outros biopolimeros
como a hemicelulose, a pectina e a lignina, que por sua vez nao estao presentes na
CB (Loran et al, 2013). Esse fato faz com que a celulose vegetal seja um produto
com limitacdes em aplicacdes biotecnoldgicas, uma vez que sua extracao é realizada
com diversos produtos quimicos corrosivos e prejudiciais. Esses processos de
purificagdo aumentam o custo e o tempo de producdo da celulose purificada
produzida por culturas de microrganismos (Loran et al, 2013).

Considerando esses fatores e a busca por um material sustentavel,
biodegradavel e renovavel, com caracteristicas e aplicabilidade que possam atender
as necessidades da populacdo mundial, a celulose bacteriana aparece como uma
alternativa promissora. Ela é livre de impurezas, tem baixo custo de producéo e
possui uma estrutura molecular que Ihe confere grande resisténcia mecéanica e a
tracao (Donini, et al., 2010). Além disso, ela € um material biodegradavel e renovavel
(Duarte et al., 2019).

Devido as suas propriedades particulares a celulose bacteriana pode ser
amplamente empregada em matrizes biomédicas, adesivos, absorventes,
lubrificantes, embalagens de farmacos e alimentos, materiais de alta performance,
dispositivos computacionais, entre outros (Zhu et al., 2011). Além disso, por ser
biocompativel, e possuir propriedades néo alergénicas, € muito usada tanto na
biomedicina, como na reconstru¢cdo de novos tecidos, cicatrizacdo de feridas pele
artificial e enxertos vasculares (Silva, 2012; Shan et al., 2013; Olyveira et al., 2016).

Na industria alimenticia, a CB pode ser utilizada como agente estabilizador de
espumantes, agente gelificante de solucbes aquosas, emulsdes e dispersdes
(Dourado et al., 2016). Na industria eletrénica € usada como membrana de alta
condutividade, nanoplacas de grafite para melhorar a condutividade elétrica entre
outras aplicacfes (Zhou et al., 2013)

Conforme mencionado anteriormente, a CB também pode ser utilizada na
biorremediacdo de fontes de agua contaminadas com Oleos e minerais

remanescentes. Isso é feito por meio da sintese de filtros de celulose que irdo



12

promover a filtracdo e a ultrapurificacdo da agua, purificacédo de esgoto e de residuos
(Donini et al., 2010).

2.4 Biorremediagdo: uma solugéo ambiental

A biorremediagao atualmente pode ser considerada como uma alternativa
promissora para mitigar os danos causados pela atividade humana. O aumento
populacional, da producéo agropecuaria e da atividade industrial, causa um aumento
da producao de residuos que podem afetar a biodiversidade dos ecossistemas e a
saude dos seres vivos em geral. Desta forma o processo de biorremediacdo se
destaca entre as técnicas de remediagdo por ser uma tecnologia limpa, de baixo
custo e que usa a capacidade fisiologica de microrganismos autdctones ou aléctones
de degradar compostos (Maciel; Takaki; Gusméao, 2010). Essa estratégia pode ser
realizada por meio da biorremediacéo in situ e ex situ. A biorremediacao in situ
consiste nos processos de bioaumentacdo, bioestimulacdo, atenuacdo natural
monitorada, bioventilagdo, biolixiviagdo, biofiltros e “bioasparging”. Ja a
biorremediacdo ex situ consiste nos processos de biorreatores biopilhagem,
compostagem e “landfarming” (Cristaldi et al., 2017). Todos os processos citados
séo altamente eficientes e necessitam de baixo investimento financeiro (Bornhorst et
al., 2018).

A bioaumentacédo refere-se a introducdo de microrganismos cultivados para
degradar cadeias de hidrocarbonetos em um sistema natural poluido. Os agentes de
bioacumulacdo sdo usados devido a sua capacidade de degradar contaminantes,
sua resisténcia as condi¢cdes ambientais, estabilidade genética e, também, pela sua
capacidade de sobreviver em competicdo com a comunidade nativa (Gkorezis et al.,
2016; Kebede et al., 2021; J. Sarkar et al., 2020).

A bioestimulacédo envolve a adicdo de nutrientes ao local contaminado, com o
objetivo de estimular o crescimento de microrganismos nativos degradadores de
poluentes ambientais (Miller, 2010) e acelerar o processo de degradacdo dos
contaminantes (Kanissery; Sims, 2011). Com a implementacdo de nutrientes e
otimizac&o das condi¢des, é possivel que os microrganismos aumentem sua taxa de

crescimento, sua taxa metabdlica e, consequentemente, sua capacidade de
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degradacgéao dos contaminantes. Bioestimulantes para 0s microrganismos podem ser
desde melhor oxigenacao do solo, assim como nutrientes inorganicos e fertilizantes
oleofilicos (Andrade et al., 2010; Kebede et al., 2021; J. Sarkar et al., 2020).

A atenuacdo natural monitorada, também conhecida como biorremediacédo
intrinseca consiste na degradacao do poluente, a niveis aceitaveis, sem alteracédo
das condi¢cBes ambientais. Nesse cenario, a eliminacdo do contaminante ocorre
usando apenas 0s microrganismos nativos do ambiente, que irdo utilizar os
compostos organicos poluentes como fonte de carbono, resultando na sua reducéo
no ambiente (Kebede et al., 2021).

A biolixiviagdo, também conhecida como lixiviagdo bacteriana € um processo
gue utiliza microrganismos acidofilos e quimiolitotréficos em minérios de baixo teor
no solo e em dejetos de mineragéo, com o intuito de obter metais de interesse. Esse
processo, que permite obtencdo de metais presentes em pequenas quantidades no
solo de maneira sustentavel, mostra-se uma excelente op¢do de mineragcao
(Giaveno et al., 2011; Watling, 2006).

Os biofiltros também sdo mecanismos usados na biorremediacdo. Um
exemplo de biofiltro € o de ilhas flutuantes, que consiste num sistema no qual as
plantas permanecem flutuando na coluna de agua, com suas raizes realizando
filtrac&o. Isso permite que os microrganismos formem biofilmes (Samal; Kar; Trivedi,
2019). Para esse sistema ser eficaz deve-se retirar as plantas apos o limite de
remocao de contaminates ser atingido, como forma de evitar a reentrada dos
compostos na agua (Wang et al., 2021). Além disso, a destinacdo adequada dessa
biomassa apo6s sua remocédo do corpo de agua é fundamental para evitar poluicbes
secundarias, ao mesmo tempo que permite gerar produtos de valor agregado, como
biogas, adsorventes, entre outros. A conversdo de biomassa garante a producao
limpa e uma economia circular (Kurniawan et al., 2021).

A compostagem consiste em um processo bioldgico nos quais contaminantes
organicos, como hidrocarbonetos, sdo transformados em subprodutos estabilizados
por acdo de microrganismos. Esse processo pode ser realizado tanto em condi¢cées
aerobicas quanto anaerdbicas. Apds o tratamento, o solo pode ser aproveitado como
adubo organico (Abena et al., 2019; Guo et al., 2020; Lin et al., 2022; Lu et al., 2019;
Ozaki et al., 2017).
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Biorreatores s&@o equipamentos constituidos por um sistema de
processamento bioquimico ex situ, que pode operar em condi¢Bes aerbbicas e
anaerdbicas, criando um ambiente biologicamente ativo, no qual as condi¢des sao
necessarias para o crescimento ideal dos organismos. Isso permite que matérias-
primas sejam convertidas em produtos especificos (Amruta, 2022c; Mohan et al.,
2004).

“Landfarming” € uma técnica de escavagao e mistura de solos contaminados,
gue serdo espalhados sobre a superficie do solo, com o intuito de estimular a
atividade microbiana para biorremediar o solo. Para essa técnica, a preparacao do
solo, através da adicao de nutrientes, minerais e umidade, assim como proporcionar
uma boa aeracdo, sao indispensaveis para estimular a atividade microbiana
autoctone e a biorremediacéo. Apesar de ser uma técnica simples e de baixo custo,
ela requer grandes areas para ser aplicada (Amruta, 2022c; Becarelli et al., 2021,
Silva-Castro et al., 2015; Nikolopoulou et al., 2013).

“Bioasparging” consiste na injegao de ar ou gas pressurizado no solo poluido,
para estimular a atividade de bactérias aerdbicas, e consequentemente remover 0s
poluentes do local. Isso favorece a transferéncia dos hidrocarbonetos da fase
residual para a fase a vapor (Amruta, 2022a; Philip e Atlas, 2005).

Por fim, a bioventilacdo estimula a biodegradacdo aerdbica natural dos
contaminantes do solo, através do controle do fluxo de ar ou oxigénio. Para isso, sao
usados poc¢os verticais ou horizontais, nos quais o ar € injetado diretamente na area
contaminada, para melhorar a voltaizacdo dos contaminantes e melhorar a
capacidade biorremediadora dos microrganismos, decompondo os hidrocarbonetos
presentes no solo (Amruta, 2022b; Philip e Atlas, 2005).

Para garantir maior biodegradabilidade, € necessario considerardiversos
fatores quimicos e fisicos que influenciam nesse processo. Os parametros fisicos
sdo a natureza fisica da matriz onde o poluente é encontrado, ou seja, se o poluente
esta no solo ou na agua; além da temperatura e da luz. Dentre os fatores quimicos,
€ possivel citar a composicdo quimica da matriz ambiental, que ir4 delimitar a
capacidade nutritiva para as bactérias, o pH, umidade, teor de oxigénio dissolvido, o
potencial de oxirreducdo do meio e a estrutura quimica do poluente (Vidali, 2001;
Tate, 1995).
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2.4.1 Biorremediagdo com agentes surfactantes

Os agentes surfactantes utlizados na biorremediagdo, produzidos por
microrganismos na forma de exopolissacarideos, sdo compostos ativos de superficie
que reduzem a tensdo superficial e interfacial dos liquidos, desempenhando o papel
de emulsificantes (Bueno; Silva; Garcia-Cruz, 2010). Esses emulsificantes consistem
em uma porcao hidrofilica e outra hidrofébica, aumentando a solubilidade e a
disponibilidade dos poluentes hidrofébicos para 0s microrganismos, e
consequentemente pode resultar em um aumento da taxa de biodegradacgéo (Costa
et al., 2010).

As moléculas dos agentes surfactantes pode agir através de adsorcao,
formacdo de micelas e de macro e micro emulsdes, lubrificacdo, solubilizacéo,
detergéncia e formacao de espumantes (Silva et al., 2019). Essas moléculas podem
ser produzidas por sintese quimica, conhecidas como surfactantes quimicos, ou
produzidas por sintese biolégica, também chamadas de biossurfactantes. Os
biossurfactantes surgem como uma Otima alternativa aos surfactantes quimicos,
uma vez que sdo biodegradaveis, possuem baixa toxicidade e capacidade de atuar
em condi¢cdes estressantes de temperatura, pH e salinidade (Silva et al., 2019).

Tanto bactérias quanto fungos filamentosos e leveduras sdo capazes de
sintetizar biossurfactantes (Pinto; Martins; Costa, 2009; Bueno, 2008; Fontes;
Amaral, Coelho, 2008; Colla et al., 2010) que desempenham um papel crucial na
biorremediacdo de compostos oleosos, como 6leo diesel e dleos residuais vegetais
(Nitschke; Pastore, 2002). Esses agentes aumentam a biodisponibilidade desses
contaminates por aumentar a superficie de contato das gotas de 6leo, permitindo
desta forma o melhor acesso das bactérias ao poluente. Além disso, essas
moléculas podem ser usadas para fabricar peliculas ultrafinas, ajudar no

processamento quimico de papel, dentre outras aplicacdes (Silva et al., 2019).

2.5 Metais Potencialmente Téxicos (MPT)
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Os MPT, que incluem elementos como, aluminio, arsénio, bério, cadmio,
chumbo, mercurio, niquel e zinco, sdo compostos naturais que apresentam risco
tanto para a salde humana quanto para o meio ambiental, dependendo das
concentracbes e do tempo de exposicdo (Andreoli, 2001). Esses compostos
possuem uma densidade relativamente maior ao ser comparado com a agua, assim
como em relagcdo a outros metais, como os alcalinos, alcalinos terrosos e metais
leves (Tchounwou et al., 2012; Mockaitis, 2011).

Os metais sao extremamente importantes para o desenvolvimento de diversos
processos bioldgicos vitais, quando presentes em concentracdes adequadas,
entretanto, em concentracfes elevadas séo toxicos para 0 meio ambiente e seres
vivos em geral. Alguns efeitos toxicos manifestam-se em funcéo da bioacumulagéo
dos ions metalicos, como inibicdo enzimatica, oxidacdo de biomoléculas, alteracéo
na estrutura de proteinas, danos irreversiveis ao material genético e nos processos
de diviséo celular (Jaishankar et al., 2014; Moschem; Gongalves, 2020).

Esses compostos sdo encontrados em diversos habitats, inclusive em
ambientes microbianos, devido ao seu descarte em processos naturais, mas
principalmente como resultado das atividades industriais, incluindo metalurgia,
indastria quimica e agricola, bem como em aplicacdes industriais de produtos
farmacéuticos, pesticidas, plasticos, entre outros (Tchounwou et al., 2012). A
presenca desses elementos em ambientes naturais e a ampla gama de aplicacbes
industriais que os envolvem enfatizam a importancia de monitorar e gerenciar
adequadamente esses elementos para minimizar seus impactos adversos na saude

humana e no ecossistema.

2.5.1 Resisténcia Bacteriana a Metais Potencialmente Tdxicos

Diversas bactérias tém a capacidade de resistir a ambientes contaminados por
MPTs. Porém, isso depende de diversos fatores, como fatores bioquimicos,
fisioloégicos, genéticos e estruturais da bactéria. Geralmente, quando as
concentragcfes de MPT superam o limite tolerado pelo microrganismo, varios
mecanismos de resisténcia sdo ativados, para que a bactéria possa sobreviver nesse

ambiente. Dentre esses mecanismos € possivel citar a exclusdo por barreira
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permeavel, sequestro intra e extracelular, bombas de efluxo e reducdo da
sensibilidade dos alvos celulares a ions metélicos (Bruins et al., 2000).

Alguns mecanismos desencadeadores dessa resisténcia sdo genes de
resisténcia agrupados em operons presentes no genoma cromossomico e
plasmideos (Fashola et al., 2016b). Esses genes séo transferidos de uma célula
bacteriana a outra por meio de transferéncia horizontal (Osman et al., 2019).

Um exemplo de resisténcia aos MPTs ocorre nas bactérias da espécie
Rhizobium tropici. Os genes cop e fix, presentes no genoma dessa espécie de
bactéria estdo diretamente envolvidos com a homeostase do cobre (Elizalde-Diaz et
al., 2019). O gene cop atua em resposta a presenca do ion cobre através de dois
mecanismos de resisténcia independentes, que sao os operons copMRS e cop ABC.
As proteinas copABC atuam no sequestro de cobre fora do citoplasma, através do
efluxo desse metal, o que impede a entrada desses ions toxicos no citoplasma
bacteriano (Granja-Travez and Bugg, 2018). Enquanto o copM, é responsavel por
codificar uma proteina capaz de se ligar ao ion cobre com alta afinidade. Por essa
proteina se localizar no periplasma e no espaco extracelular, ocorre a prevencéo do
acumulo de cobre por meio de ligacao direta do cobre no exterior da célula (Giner-
Lamia et al., 2015).

A exposicdo bacteriana ao niquel pode desencadear uma resposta de
resisténcia através dos genes nikR e hoxN. O gene nikR é ativado em concentracdes
execessivas de niquel intracelular. Através dele, bombas de efluxo eliminam o
excesso desse ion no citoplasma bacteriano (Sharma e Shukla, 2021a). Ja o gene
hoxN é responsavel por codificar uma proteina captadora do niquel. Um exemplo da
atuacao do hoxN, é o caso da bactéria Cupriavidus metallidurans. Uma cepa mutante
D7 dessa espécie que ndo possuia 0 hoxN apresentou menor capacidade de
exclusao do niquel quando comparada a cepa controle (Herzberg et al., 2016).

Quanto ao ion cadmio, € possivel apresentar inimeras proteinas responsaveis
pelo efluxo desse ion através da membrana plasmatica e membrana externa, como
os sistemas Czc. Nesse sistema, proteinas CzcA, CzcB, CzcC, CzcD e CzcR séo
responsaveis pelo efluxo de cadmio do citosol para vacuolos ou espaco extracelular
(Xia et al., 2021).
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Também existem genes responsaveis por codificarem proteinas de resisténcia
ao cromato, como os genes chrABCDEFI. Um estudo realizado com uma cepa de
Ochrobactrum tritici 5bvll, conseguiu crescer em concentracdes de cromato
superiores a 50mmol/dm3, em funcédo da presenca dos genes chrA e chrB. O gene
chrA codifica uma proteina responsavel pela atividade de uma bomba de efluxo de
cromato, evitando acumulo excessico desse ion no interior da célula bacteriana
(Branco et al., 2008).

A cepa FB24 de Arthrobacter sp., também apresenta um gene de resisténcia
ao cromato responsavel pela codificacdo de uma proteina que promove o
mecanismo de efluxo desse metal (Henne et al., 2009). Além disso, para as bactérias
resistirem a altos niveis de cromo, elas podem realizara biossor¢éo e bioacumulcao
de Cr®*, podem reduzir Cré* para Cr®, e realizar a reducéo do estresse oxidativo, por
meio de proteinas do sistema de recombinacao, replicacdo e reparo do DNA (Viti et
al., 2014).

As bactérias também possuem a capacidade de transportar ions zinco para
dentro e fora da célula, por meio de transportadores que possuem afinidade com
esse metal. Quando o ion zinco estd escasso, as bactérias empregam os
transportadores ZnuA, ZnuB e ZnuC. A proteina ZnuC fornece energia para o
transporte do ino zinco, através da hidrolise do ATP. J4 a ZnuA é uma proteina
periplasmatica de ligacdo que atua em conjunto com a ZnuB (permease da
membrana interna) (Suryawati, 2018).

O gene responsavel pela absorcédo do ion zinco € o gene zupT. Esse gene
atua como um transportador dos ions metalicos Zn?*, Co?*, Ni?*, Cu?* e Cd?*, porém
com maior afinidade ao ion zinco. Esse gene é portanto, extremamente necessario
a bactéria para evitar uma intoxicacéo por zinco (Ge e Ge, 2016).

Geralmente, a exposicdo crénica aos MPTs estimula o sistema sensorial de
traducdo das bactérias alterando a expressao génica e, assim desencadeando a
sintese de genes de resisténcia (Gadd, 2009).

Hassen et al. (1998) comprovaram que algumas cepas de Pseudomonas
aeruginosa apresentavam resisténcia a diversos metais, como cobre, zinco, cromo,
cadmio, cobalto e mercario, uma vez que toleravam uma concentracdo maxima

inibitéria alta, além de serem resistentes a muitos antibiéticos. Isso provou que essa
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espécie poderia ser usada como modelo para estudos ecotoxicoldgicos. Akinbowale
et al. (2007) demonstraram que isolados de Pseudomonas spp. € Aeromonas spp.
apresentaram alta resisténcia a sete MPTs (cobre, chumbo, cromo, zinco, cadmio e
cobalto). Isso foi avaliado pela determinacdo da Concentracdo Minima Inibitoria
(CMI) em meio de cultivo.

Pathak e Gopal (2005) avaliaram a resisténcia de bactérias isoladas de
peixes a cobre, chumbo, manganés, cadmio e cromo.Os autores desse estudo,
verificaram a resisténcia das bactérias em diferentes concentracdes dos metais, ,
com maior resisténcia para o manganés e menor para o cromo. A liberacéo de cromo
no meio € preocupante, devido a sua bioacumulacédo nos peixes. Isso prejudica as
atividades celulares, e os patégenos dos peixes também expostos cronicamente a

esse composto, criam alta resisténcia (Steinhagen et al., 2004).

3. MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratorio de Bioquimica de Microrganismos e Plantas
(LBMP) do Departamento de Biotecnologia Agropecuaria e Ambiental da Faculdade
de Ciéncias agrarias e Veterinarias (FCAV) da UNESP, campus de Jaboticabal. O
experimento foi conduzido sem oferecer riscos a saude humana e ambiental,

seguindo todas as normas de biosseguranca.

3.1 Origem do Consorcio Bacteriano Degradador de Lignocelulose

O consoércio bacteriano utilizado neste trabalho foi obtido de esforcos
anteriores do grupo de pesquisa, por amostragem de solo de cana-de-acucar,
seguindo a metodologia descrita por Constancio et al. (2020). Para o enriquecimento,
500 pL do sobrenadante foram inoculados em meio de cultura estéril Bushnell Hass
Broth (BHB) contendo 0,5% (m/v) de bagaco de cana-de-agcUcar, moido e
autoclavado, como Unica fonte de carbono, incubada pelo periodo de 168 horas,
30°C, 150 rpm. Em seguida uma aliquota foi transferida para um novo meio de
cultura (BHB+ bagaco de cana-de-acucar) e este processo foi repetido por 25

semanas, coletando cada fragao e armazenando em glicerol a -80°C.
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3.2 Isolamento e Identificagcdo dos microrganismos

A fim de identificar as bactérias presentes no consorcio foi realizado o
isolamento de bactérias a partir do cultivo do consércio por 7 dias em meio de cultura
BHB + bagaco de cana de agucar. As col6nias bacterianas foram obtidas por meio
de diluicédo seriada, em solucéo de NaCl 0,85% (m/v) contendo 0,2% de Tween®20
e cultivo em placas com meio de cultura BHB sélido suplementado com glicose 2
mg/mL. As placas foram incubadas pelo periodo de 2 a 7 dias e as colbnias
bacterianas com caracteristicas morfologicas diferentes foram separadas, cultivadas
em meio BHB liquido contendo glicose e estocadas em meio com glicerol e posterior

USO Nos ensaios e extragdo do DNA gendmico.

3.3 Identificacdo dos Isolados por Sequenciamento Sanger do Gene 16S
rRNA

De um consorcio bacteriano foram isoladas 26 bactérias das quais 4 que eram
grandes produtoras de EPS foram identificados por sequenciamento do gene 16S
rRNA, para posterior identificacdo através de um banco de dados RefSeq,
considerando a melhor porcentagem de identidade. Os isolados foram cultivados em
meio PGY liquido (1,4 g/L KoHPO4, 1,0 g/L KH2PO4, 0,2 g/L MgS04.7H20, 10 g/L
glicerol, 3,0 g/L extrato de levedura, pH 7,0), por 48 h, mantidos sob temperatura de
30°C e agitacdo de 150 rpm (Campanharo, 2006). Uma aliquota da suspenséo foi
coletada, as células bacterianas separadas por centrifugacdo e o sedimento celular
usado para a extracdo do DNA. O DNA foi extraido utilizando a metodologia descrita
por Marmur (1961) e sua pureza verificada com o espectrofotémetro Nanodrop ND-
1000 (Nanodrop Technologies, Wilmington, DE, EUA) (relagcdo 260/230 nm) e
guantificada pelo fluorémetro Qubit® usando o dsDNA BR Assay Kit (Thermo Fischer
Scientific, Waltham, MA, USA) de acordo com as instrucbes do fabricante. A
integridade do DNA foi confirmada por eletroforese em gel de agarose 0,8% com
tampao TBE.

A amplificacéo do gene 16S rRNA foi realizada utilizando a reacdo em cadeia

da polimerase (PCR), seguindo a seguinte reacao: 25 pL de MasterMix, 7,5 pmol de
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primer RD1 e FD1(Weisburg et al., 1991), onde: FD1(5-CCg AAT TCg TCg ACA
ACAgAg TTT gAT CCT ggC TCAg - 3’) e RD1(5’-CCC ggg ATC CAA gCT TAA ggA
ggT gAT CCA gCC - 3’); 1U da enzimaTaq polimerase (Fermentas), 16 uL de agua
nuclease free e 40 ng de DNA. A reacdo foi realizada no termociclador PTC-100™
(“Programmable Thermal Controller” — MJ Research, Inc), seguindo o programa, no
qual se faz o pré-aquecimento a 95°C por 5 min, seguido de 35 ciclos de 30 s de
desnaturacdo a 95°C. Em seguida, foi realizado o emparelhamento dos
oligonucleotideos a 53°C, por 40 segundos. A seguir, foi feito 1 min e 30 s de
elongacgao a 72°C e 7 min de etapa de extensao final a 75°C, e por fim, foi mantido
a 4°C até ser retirado do termociclador. Os produtos do PCR obtidos foram para um
gel de agarose a 1,5% até a abertura total do marcador. Em seguida, recortou-se a
banda com 1500 pares de base, e por fim, foi feita a purificacdo através da utilizacédo
do kit “DNA Clean & Concentrator™5” (Zymo Research).

Para o sequenciamento do gene 16S rRNA utilizou-se a plataforma ABI
3130xl. Para realizar a reacédo de sequenciamento, seguindo o protocolo descrito
pelo fabricante do BigDye™ Terminator v3.1 nCycle Sequencing Kit, que foi aplicado
para os primers FD1, RD1 e os primers internos 8f, 362f, 768f, 907r e 1203f de
acordo com Inui et al. (2012). A montagem das sequéncias obtidas foi feita utilizando
o script phredPhrap do conjunto de programas Phred/Phrap/Consed (Gordon, 2003;
Green, 1998; Ewing et al., 1998; Ewing; Green, 1998;). As sequéncias resultantes
foram submetidas & um processo de atribuicdo taxondémica, por um método de
classificacdo de sequéncias ulitizando a ferramenta Classifier do ‘Ribosomal
Database Project’ (RDP) a partir do conjunto de sequéncia de treinamento de 16S
rRNA (versdo 18) (Wang, 2007). Enquanto a consulta de similaridade de
nucleotideos foi realizada utilizando o BLASTn (Altschul et al., 1990) com sequéncias
do banco de dados do RefSeq (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK21091/) que

contém sequéncias curadas de 16S rRNA de bactérias e archaea.

3.4 Obtencdo de Biopolimeros Bacterianos: Exopolissacarideos (EPS) e
Celulose Bacteriana (CB)
3.4.1 Exopolissacarideos (EPS)
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Para a obtencdo de exopolissacarideos (EPS) os isolados foram pre-
cultivados em meio de cultura liquido PGY (Campanharo, 2006) e incubados pelo
periodo de 48 h a 30°C, sob agitacao de 150 rpm até a DOeoo 0,1. ApOs inoculou-se
10% v/iv em meio de cultura PSY liquido (1,2 g/L KoHPO4, 0,8 g/L KH2PO4, 0,2 g/L
MgS04.7H20, 30 g/L sacarose, 1,0 g/L extrato de levedura, pH 7,0) (Campanharo,
2006) pelo periodo de 96 h e 144 h a 30°C e agitacdo de 150 rpm. A suspensao
bacteriana foi centrifugada (10.000 rpm, a 4°C por 30 minutos) para a separagao do
sobrenadante, este foi utilizado para a obtencdo do EPS de acordo com a
metodologia descrita por Castellane et al. (2015). Por fim, os exopolissacarideos

obtidos foram secados e pesados. Todo esse experimento foi feito em triplicata.

3.4.2.Celulose Bacteriana (CB)

Para a producéo de celulose apenas os 4 isolados que foram os maiores
produtores de EPS foram pré cultivados em meio de cultura PGY liquido
(Campanharo, 2006) e transferidos para meio de cultura sélido HS modificado
(Hestrin e Schramm, 1954) (10 g/L glicose, 10 g/L frutose, 5 g/L peptona de soja, 5
g/L extrato de levedura, 27 g/L Na:HPO4, 1,15 g/L &cido citrico, 12 g/L agar), por
48h, 30°C, 150 rpm e pH 6,0. Apos essa incubacdo uma alcada bacteriologica foi
usada para ser pré-inoculada em meio de cultura liquido HS até a DO 0,1,0,5e 1, e
essa suspenséo foi entdo inoculada na proporcao de 1/10 (v/v) em meio de cultura
liquido HS e o material mantido em repouso por 7 dias, a 30°C. Apés este periodo
avaliou-se a producao de celulose. A obtencédo de celulose se da pela formacéo de
uma pelicula na superficie do liquido, quando isso ocorre essa pelicula € separada
e lavada para a analise quantitativa, segundo Nguyen et al (2010). A lavagem inicial
foi feita com a imersdo da pelicula em agua destilada para se retirar o excesso de
meio de cultura e dos componentes soluveis. Em seguida, as membranas foram
transferidas para uma solucdo de NaOH 0,5 mM e submetidas a essa solu¢éo por 1
h a 90°C. ApdGs este periodo foram lavadas com agua destilada pelo periodo de 2 h
até a estabilizacdo em pH neutro. Por fim, as membranas purificadas foram mantidas

sob refrigeracdo com agua deionizada para remover residuos de NaOH e reduzir o
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crescimento de bactérias contaminantes. Em seguida, as peliculas foram secas e

pesadas. Essa etapa do experimento também foi realizada em triplicata.

3.5 Avaliagdo da Acao Surfactante do EPS

A capacidade emulsificante do EPS em estabilizar emulsdes hidrofdbicas foi
avaliada conforme descrito por Freitas et al. (2009). Para isso foram testadas quatro
concentragbes de EPS em solucdo aquosa 0,5, 1, 2 e 3 mg/mL. Foram testados
Oleos vegetais residuais e materiais derivados do petréleo, como 6leo diesel, hexano,
gasolina e querosene. As solucbes aquosas de EPS foram misturadas com os
materiais citados na proporcéao de 3:2 (v/v) e agitadas no vortice. A avaliacdo da taxa
de emulsificacéo foi realizada no periodo de 24 e 168 h. O indice de emulsificacao
foi calculado como descrito por Cooper (1987), sendo: Ex = (he / hT) x 100, onde Ex
€ o indice de emulsificacdo ap0s agitacdo e respectivo tempo de avaliacdo, he é a

altura da emulsdo (mm) e hT é a altura da mistura (mm) (Meneghine et al., 2017).

3.6 Analise de HPLC para composicao do EPS

Amostras de exopolissacarideos (EPS) dos maiores produtores desse
biomaterial (isolados 9, 11, 12 e 13) foram recebidas liofilizadas e secas. A
composicdo dos monossacarideos do EPS bruto das bactérias foi analisada por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), utilizando a quimica de marcacao
dos monbémeros com 1-fenil-3-metil-5-pirazolone (PMP), segundo a metodologia
descrita por Fu e O’Neill (1995), modificada por Moretto et al. (2015). Amostra de 1,0
mg de EPS foi hidrolisada com 200 uL de acido trifluoracético 4 mol/L em tubos de
hidrolise de 13 x 100 mm, selados com uma chama de macarico sob vacuo. Os tubos
permaneceram a 120°C, durante 2 h. Apos resfriamento a temperatura ambiente, os
tubos foram abertos e a solucado foi evaporada em um liofilizador Hetovac vr-1. O
residuo foi dissolvido em 0,5 mL de isopropanol puro, novamente evaporado por no
minimo 4 h.

Apbs isso, o EPS hidrolisado e os padrbes de monossacarideos foram pré-

derivatizados (marcacdo quimica) com PMP. As reacOes foram conduzidas em
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microtubos, acrescentando—se em cada tubo 40 pL de solugdo de PMP (0,5 mol/L
em metanol) e 40 pL de solugédo de hidroxido de sédio (0,3 mol/L). Os tubos foram
agitados e incubados a 70°C por 2 h. ApGs o resfriamento a temperatura ambiente,
a mistura foi neutralizada pela adigcado de 40 pyL de solugdo de acido cloridrico 0,3
mol/L. Foram adicionados 0,5 mL de éter butilico, na extracdo dos derivados de
monossacarideos e o0s tubos agitados por 5 s. As fases foram separadas por
centrifugacéo a 5.000 x.g por 5 min e a fase superior (organica) foi removida e
descartada. Este procedimento de extracao foi repetido por 3 vezes e a fase aquosa
resultante foi evaporada em capela por 2 h, e entdo misturada com 1,0 mL de agua
milli-Q.

Nas analises dos monossacarideos marcados com PMP foram desenvolvidas
num sistema para CLAE equipado com um detector UV/VIS (Shimadzu, modelo
SPD-M40). O comprimento de onda para a deteccao foi de 245 nm. A separacéo dos
monossacarideos derivados com PMP foi realizada através de uma coluna Ultra
RESTEK-C-18 (150%4,6 mm, i.d. x 5um) com velocidade de fluxo constante de 0,5
mL/min; usando os tampdes A e B, constituidos por 100 mMol/L de acetato de
amoénio (pH 5,5), 25% de acetonitrila, com 10% e 25% de acetonitrila,
respectivamente. Os monossacarideos padrdes utilizados foram glicose, manose,
ramnose, galactose, e acido galacturbénico, e as seguintes concentracdes: 0,175;
0,035; 0,7 e 1,4 mg/mL para a construcao da curva de calibracdo. A quantidade de
amostra injetada no cromatégrafo foi de 10 yL. Deste modo, foram possiveis
determinar a caracterizacdo quimica dos EPSs em relacdo a composi¢do dos

monossacarideos.

3.7 Analisede FTIR

A andlise por espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) foram realizadas utilizando-se amostras de EPS dos isolados 9, 11, 12 e 13,
purificadas e liofilizadas. Cada amostra (1mg) foi misturada com 100 mg de brometo
de potassio seco, prensada em um molde de 16 mm de diametro. O espectro FTIR

foi obtido em um espectrometro Paragon 1000 (Perkin-Elmer) e registrado na regiao
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4000-400 cm™', com uma resolucéo espectral de 2 cm-1 e normalizado em pico de
intensidade de 1,050 cm-1 Castellane et al. (2017). Esses estudos foram realizados
pelo Dr. Luiz Alberto Colnago (Embrapa Instrumentacao, S&o Carlos, Brazil).

3.8 Avaliacdo da Resisténcia dos Isolados a Metais Potencialmente Téxicos

Essa avaliacdo foi feita usando apenas os isolados com maior producao de
EPS no experimento. Para esse teste, os isolados em questéo foram pré-cultivados
em meio PGY liquido (Campanharo, 2006) por 48h, a 30°C e 150 rpm. Uma aliquota
de 10 pL dessa suspenséao bacteriana foi adicionada ao meio PGY sélido com metal
pesado, e foi mantida em repouso por 10 dias, a 30°C para observar se ocorreria 0
crescimento bacteriano. Os MPT eleitos para o experimento foram cadmio (Cd?*),
cobre (Cu?*), cromo (Cr?) e (Cr®*), zinco (Zn?*), niquel (Ni2*), mercurio (Hg?*). Esses
ions metalicos estavam na forma de CdCl2.H20, CuS04.5H20, CrClz.6H20, K2Cr.07,
ZnS0O4, NiCl2.6H20 e HgCl, respectivamente. Inicialmente, as concentracdes
usadas para todos os metais foram 0,5 mM, 1,0 mM e 2,0 mM. A partir dos resultados
obtidos nesse teste inicial, outras concentracdes de metais foram testadas, maiores
ou menores que as iniciais dependendo do comportamento do isolado. Para o cromo
(Cr®*) foram usadas as concentracdes de 3,0 mM, 5,0 mM, 7,0 mM e 10,0 mM. Para
o cromo (Cr%*) e mercdrio, 0,25 mM. Para o cadmio 3,0 mM, 5,0 mM e 7,0 mM. Para
o niquel 1,5 mM, 3,0 mM, 4,0 mM e 5,0 mM. "Para o zinco 5,0 mM, 7,0 mM e 10,0

mM. Para o cobre 1,5mM e 3,0 mM e para o chumbo 5,0 mM.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Producao de Exopolissacarideos (EPS)

Para avaliar a capacidade de producao de EPS os isolados foram cultivados
em um meio especifico. A avaliacdo da producdo de EPS, foi realizada com 26
isolados do consércio com 31 isolados, testados durante os periodos de 96 h e 144h
de cultivo. A Figura 3 ilustra a quantidade do polimero produzido em ambos os

periodos.
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Observou-se que no periodo de 96 h de cultivo, 6 dos isolados né&o
conseguiram produzir EPS, 13 produziram até 0,5 g/L, 3 produziram mais de 0,5 g/L,
e apenas 3 produziram mais 1,5 g/L, e 1 isolado (9) foi capaz de produzir mais de
2,5 g/L. Foi possivel constatar (Figura 3) que no periodo de 144 h apenas 5 isolados
ndo foram capazes de produzir EPS, 12 isolados produziram até 0,5 g/L, 5 isolados
produziram até 1g/L e os 4 isolados que mais produziram EPS em 96 h também
foram os melhores produtores em 144 h, produzindo mais do que 2,5 g/L, com 0s
isolados 11 e 12 chegando proximo a 3 g/L.
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Figura 3. Médias da producédo de exopolissacarideos (EPS) pelos 26 isolados do
consorcio.

Em ambos os periodos estudados os 4 isolados que se destacaram como
bons produtores de EPS foram os isolados 9, 11, 12 e 13. O isolado 9 foi 0 maior
produtor de todos, gerando um total de 2,557g/L em 96 h e 3,953 g/L em 144 h. O
isolado 13 foi o segundo maior produtor, sintetizando um total de 1,971 g/L de EPS
em 96 h e 3,405 g/L em 144 h. O isolado 12 foi o terceiro maior produtor de EPS,
apresentando um total de 1,684 g/L em 96 h e 3,01 g/L em 144 h. O quarto maior
produtor de EPS foi o isolado 11 que apresentou um total de 1,641 g/L em 96 h e
2,644 g/L em 144h. Tendo isso em vista, a producao de EPS por esses 4 isolados
foi repetida em triplicata e os dados da média e desvio padrédo foram coletados e

representados na Figura 4. O material produzido foi usado para as avaliacbes da
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composicao e estrutura do EPS, assim como para a avaliacdo da capacidade de

atuar como emulsificante.

Média de Producao de EPS
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Figura 4. Apresenta as meédias e desvios padréo da producao de exopolissacarideos
(EPS) pelos isolados 9, 11, 12 e 13 do consocio em meio de PSYlig, mantido sob

agitacdo a 150 rpm e 28 °C, por periodos de 96 horas e 144 horas.

4.2 Identificacdo dos Isolados

As 4 principais bactérias produtoras de EPS (9, 11, 12 e 13) foram
identificadas pela analise dos dados de sequenciamentodo gene 16SrRNA. O
género dos isolados foi obtido utilizando os bancos de dados RDP classifier (Wang,
2007) e sua similaridade de espécie pelo BLASTn (Altschul et al., 1990). Os dados
obtidos permitiram a identificacdo das bactérias em nivel de género, sendo o0s
isolados 9, 11 e 12 pertencentes ao género Agrobacterium sp. e o isolado 13 ao
género Cohnella sp. Todas as bactérias do género Agrobacterium sp., apresentaram
maior grau de similaridade com a espécie Agrobacterium fabrum, enquanto o isolado
do género Cohnella sp., apresentou maior grau de similaridade com a espécie
Cohnella phaseoli. A Tabela 1 mostra o tamanho das sequéncias, a similaridade de
espécie e a cobertura das sequéncias, dos 4 isolados que mais produziram EPS.

A presenca do género Agrobacterium sp. no consorcio retirado do solo pode
ser explicada pela sua capacidade de degradar lignocelulose (Jindal, 2020; Xu et al.,
2017; Zanini, 2016). No presente estudo, verificou-se uma alta produgcao de EPS

pelas bactérias desse género assim como foi mostrado em estudos anteriores, que
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relataram a capacidade desses isolados desse género em produzir EPS, destacando
desta forma o potencial desses isolados para aplicacdo em biotecnologia (Xu et al.,
2017).

Higashibara et al. (2016), usou as cepas NBRC 13126 e NBRC 13127 de
Agrobacterium sp. cultivadas em meio com sacarose como fonte de carbono, por 15
dias. Em seu estudo, mesmo apés os 15 dias de cultivo as cepas produziram no
maximo 2,39 g/L (NBRC 13126) e 2,69 g/L (NBRC13127), contrastando
negativamente com o presente estudo, no qual os isolados 9, 11 e 12 (todos
Agrobacterium sp.) produziram respectivamente, 3,95 g/L, 2,64 g/L e 3,01 g/L, em
apenas 7 dias de cultivo em meio com sacarose.

Stredansky et al. (1998), usou cepas de Agrobacterium tumefaciens
cultivadas em meio YMB contendo sacarose como fonte de carbono também
apresentou alta producéo de EPS, atingindo 4,45 g/L de EPS em 96h. Esses dois
experimentos citados demonstram a capacidade de producdo de EPS em larga
escala por bactérias do género Agrobacterium sp.

Bactérias do género Cohnella sp. sdo caracterizadas por possuirem alta
capacidade de fixar nitrogénio atmosférico no solo (Garcia-Fraile et al., 2008). A
espécie Cohnella phaseoli € geralmente encontrada nos nédulos radiculares de uma
planta especifica conhecida como Phaseolus coccineus (feijdo vermelho) com a qual
se associa e permite a fixacdo de nitrogénio (Garcia-Fraile et al., 2008). Além disso,
encontrar esse género no consorcio, também pode estar relacionado com sua
capacidade de degradar a biomassa lignocelulésica, principalmente a parede celular
vegetal e lignina de alta polimerizacdo tornando-as interessantes em funcéo do seu
potencial biotecnoldgico ( Guerrero et al., 2015; Khianngam et al., 2012; Shiratori et
al., 2010).

Ambos 0s géneros também foram encontrados nos consorcios retirados de
solos em outros trabalhos. Weiss et al. (2021) e et al. (2020) estudando por técnicas
metagendmicas o mesmo consorcio degradador de biomassa vegetal observaram a

presenca de organismos desses géneros bacterianos.

Confidence Query
Isolado Tamanho | Threshold Blastn Coverage Identidade

9 1508 100% | Agrobacterium fabrum 99% | 99.45%




Agrobacterium

1508 100% | tumefaciens 99% [ 99.10%
Agrobacterium
1508 100% | tumefaciens 98% | 98.96%
Agrobacterium
1508 100% | tumefaciens 97% | 99.36%
Agrobacterium
1508 100% | fabacearum 99% | 98.48%
1508 100% | Rhizobium pusense 94% | 99.56%
Agrobacterium
1508 100% | leguminum 95% | 99.13%
Agrobacterium
1508 100% | larrymoorei 97% [ 98.17%
1508 100% | Agrobacterium rosae 98% | 97.78%
1508 100% | Agrobacterium rubi 98% | 97.29%
Confidence Query
Isolado Tamanho | Threshold Blastn Coverage Identidade
1515 100% | Agrobacterium fabrum 99% | 99.45%
Agrobacterium
1515 100% | tumefaciens 99% | 99.10%
Agrobacterium
1515 100% | tumefaciens 98% | 98.96%
Agrobacterium
1515 100% | tumefaciens 97% | 99.36%
Agrobacterium
u 1515 100% | fabacearum 99% | 98.48%
1515 100% | Rhizobium pusense 94% | 99.57%
Agrobacterium
1515 100% | leguminum 95% | 99.14%
Agrobacterium
1515 100% | larrymoorei 97% | 98.18%
1515 100% | Agrobacterium rosae 98% | 97.78%
1515 100% | Agrobacterium rubi 98% | 97.30%
Confidence Query
Isolado Tamanho | Threshold Blastn Coverage Identidade
1523 100% | Agrobacterium fabrum 98% | 99.45%
Agrobacterium
1523 100% | tumefaciens 98% | 99.10%
Agrobacterium
1523 100% | tumefaciens 98% | 98.96%
Agrobacterium
1523 100% | tumefaciens 97% | 99.36%
Agrobacterium
12 1523 100% | fabacearum 98% | 98.48%
1523 100% | Rhizobium pusense 94% | 99.57%
Agrobacterium
1523 100% | leguminum 95% | 99.14%
Agrobacterium
1523 100% | larrymoorei 97% | 98.17%
1523 100% | Agrobacterium rosae 98% | 97.78%
1523 100% | Agrobacterium rubi 98% | 97.30%
Confidence Query
Isolado Tamanho | Threshold Blastn Coverage Identidade
13 1508 100% | Cohnella phaseoli 99% | 99.33%
1508 100% | Cohnella luojiensis 96% | 96.76%
1508 100% | Cohnella endophytica 96% | 96.51%
1508 100% | Cohnella terricola 94% | 97.19%
1508 100% | Cohnella boryungensis 95% | 96.62
1508 100% | Cohnella lupini 97% | 96.26%
1508 100% | Cohnella hongkongensis 95% | 96.53%
1508 100% | Cohnella cellulosilytica 92% | 97.20%
1508 100% | Cohnella abietis 95% | 96.00%
1508 100% | Cohnella collisoli 95% | 96.48%

Tabela 1.Similaridade da sequéncia do gene 16SrRNA dos isolados 9, 11, 12 e 13

com sequencias depositadas no banco de dados Refseq.
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No entanto, é importante destacar que a identificacdo desses isolados

bacterianos por meio do sequenciamento de 16S rRNA é uma técnica que apresenta

limitagdes, principalmente em relacdo a resolugédo taxonémica de espécie. Por isso,
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é fundamental a realizacdo de estudos complementares para confirmar a presenca
e a funcéo dessas espécies em consorcios bacterianos e outros sistemas biologicos.
Além disso, eles mostram a importancia de complementar o sequenciamento de 16S
rRNA com outras técnicas, como as andlises funcionais, para obter uma

compreensao mais completa da diversidade e fungcdo microbiana.

4.3 Producgédo de Celulose Bacteriana (CB)

Nas condi¢cGes microbiolégicas estudadas, verificou-se que apenas 2 dos 4
maiores produtores de EPS conseguiram sintetizar polimeros de celulose apds 168
horas de cultivo estéatico. Esses dois produtores foram identificados como o isolado
9 (Agrobacterium sp.) e o isolado 13 (Cohnella sp.).

Ambos os isolados apresentaram um aumento na producdo de celulose
bacteriana conforme aumentava a concentracdo de células inoculadas no meio a
(DOe0o 0,1, 0,5 ou 1,0), com a maior média