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RESUMO

O género Methylorubrum compreende por bactérias metilotréficas facultativas
que estabelecem diversas relagées simbidnticas com plantas e que apresentam
caracteristicas promissoras para aplicacdo biotecnolégica. O uso potencial
biotecnoldgico desses microrganismos € vasto, podendo atuar como promotores de
crescimento de plantas e possivelmente fornecer outros beneficios. As bactérias
metilotroficas demonstram resisténcia, tolerancia, e capacidade de biodegradacao e
acumulacao a diversos compostos toxicos. Além disso, podem ser produtores de
diversos biopolimeros de interesse industrial. Esses microrganismos sao
considerados solugcdes ecolégicas de remocao de poluentes do meio ambiente,
reduzindo a toxicidade de produtos nocivos, melhorando a produgao da agricola, e
ainda a alternativa sustentavel para a producédo de compostos de interesse industrial
das areas médica, alimenticia e farmacéutica. Esse trabalho teve o objetivo avaliar
o potencial biotecnoldgico do isolado Methylorubrum rhodesianum. Para isso foram
realizados testes quanto sua condi¢ao de crescimento, capacidade de resisténcia a
metais potencialmente toxicos (MPT) e a antibioticos, produ¢cdo de compostos de
interesse industrial e a promogao do crescimento vegetal. Os resultados indicaram
que o isolado possui a capacidade de producdo de polihidroxibutirato (PHB,
19,2mg/100mL meio), exopolissacarideos (EPS, 26mg/100mL meio) e celulose
bacteriana (CB, 40,2mg/100mL meio), além de formar biofilme. O isolado de M.
rhodesianum estudado demonstra alta resisténcia a diversos MPT, com
concentragcdo minima inibitéria acima de 100mmol dm-3 para cadmio, chumbo e
zinco, e 490mmol dm-3 para niquel e é resistente aos antibiéticos ampicilina, acido
nalidixico e vancomicina. Por outro lado, o isolado apresenta baixa capacidade de
solubilizacdo de fosfato inorganico, mas produz sideroforos e compostos indolicos
na presenca de triptofano (28,23ug mL-"). Esses resultados indicam que o isolado
M. rhodesianumtem possiveis aplicacdes na producao de biomoléculas de interesse
industrial como os polimeros bacterianos obtidos. Além disso, suas caracteristicas
de resisténcia a metais e producao de compostos relacionados ao crescimento
vegetal sugerem sua habilidade para uso em fitorremediagéo de solos contaminados

com metais.

Palavras chaves: Biorremediagcdo; Exopolissacarideos; Polihidroxibutirato,
Celulose bacteriana
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ABSTRACT

The genus Methylorubrum comprises facultative methylotrophic bacteria that
establish several symbiotic relationships with plants and that present promising
characteristics for biotechnological application. The potential biotechnological use of
these microorganisms is vast, being able to act as plant growth promoters and
possibly provide other benefits. Methylotrophic bacteria demonstrate resistance,
tolerance, and capacity for biodegradation and accumulation to various toxic
compounds. Furthermore, they can be producers of various biopolymers of industrial
interest. These microorganisms are considered ecological solutions for removing
pollutants from the environment, reducing the toxicity of harmful products, improving
agricultural production, and also a sustainable alternative for the production of
compounds of industrial interest in the medical, food and pharmaceutical areas. This
work aimed to evaluate the biotechnological potential of the isolate Methylorubrum
rhodesianum. To this end, tests were carried out regarding its growth condition,
resistance capacity to potentially toxic metals and antibiotics, production of
compounds of industrial interest and the promotion of plant growth. The results
indicated that the isolate has the capacity to produce polyhydroxybutyrate
(PHB,19,2mg/100mL medium), exopolysaccharides (EPS, 26mg/100mL medium)
and bacterial cellulose (BC, 40,2mg/100mL medium), in addition to forming biofilm.
The isolate demonstrates high resistance to various toxic metals, with minimum
inhibitory concentration above 100mmol dm= for cadmium, lead and zinc, and
490mmol dm-3 for nickel and is resistant to the antibiotics: ampicillin, nalidixic acid
and vancomycin. By the other hand, the isolate has a low solubilization capacity for
inorganic phosphate, but produces siderophores and indole compounds in the
presence of tryptophan (28,23ug mL"). These results indicate that the M.
rhodesianum isolate has possible applications in the production of biomolecules of
industrial interest, such as the bacterial polymers obtained. Furthermore, its
characteristics of resistance to metals and production of compounds related to plant
growth suggest its ability for use in phytoremediation of soils contaminated with

metals.

Key-words: Bioremediation; Exopolysaccharides; Polyhydroxybutyrate; Bacterial
cellulose



1. INTRODUCAO

Atualmente existe grande discussao na sociedade e nos meios cientifico e
politico sobre os desafios ambientais que temos enfrentado na Terra, principalmente
devido ao aumento da emissao de gases estufa e da temperatura média global do
planeta, que promovem alteracdes climaticas. E sabido que nos ultimos dois séculos
a revolucao industrial e os avangos tecnoldgicos levaram ao aumento da populagéo
mundial, devido a melhoria global na saude e bem-estar das pessoas. A
consequéncia disso € o aumento do consumo de recursos haturais como petroleo,
gas natural, agua, minerais, florestas e, também, da producao de residuos solidos,
aguas residuarias e emissdes gasosas, resultantes de diferentes atividades
antrépicas.

Os microrganismos podem exercer um papel importante na diminuicdo dos
efeitos na natureza causados pela espécie humana, considerando que as bactérias
e fungos exercem um papel importante na ciclagem de diversos elementos na terra.
Por outro lado, os microrganismos apresentam a capacidade de produzir moléculas
gue podem ser usadas para a producao de diversos materiais, processos e produtos
que poderiam diminuir a producéo de residuos solidos ou outro tipo de interferéncia
ambiental. Assim, estudos com microrganismos que possibilitem a producado de
compostos biodegradaveis, ou processos sustentaveis ou remediacdo de ambientes
impactados € de grande interesse na atualidade. Esse trabalho aborda um isolado
bacteriano com potencialidade de contribuir ambientalmente em processos

biotecnoldgicos.

1.1. GENERO METHYLORUBRUM

O género Methylobacterium foi proposto por Patt et al. (1976) com o propésito
de incluir espécies de bactérias aerobias metilotréficas facultativas, carater tréfico
gue as diferiam de todas as bactérias metilotréficas previamente identificadas. Essas
bactérias podem caracteristicamente utilizar uma variedade de substratos
organicos, como o metanol e outros compostos, contendo um atomo de carbono
(Green; Ardley, 2018). Por outro lado, as vias metabdlicas para oxidagdo de metanol
e assimilacdo de Ci sao reprimidas durante o crescimento das bactérias em
substratos organicos mais complexos (Patt et al., 1976). Os isolados do género



Methylobacterium foram descritos como bactérias gram-negativas, possuindo um
unico flagelo, com colbnias redondas, convexas e pigmentacao rosada, devido, em
sua maioria, a compostos carotenoides produzidos. Convencionalmente, elas foram
denominadas de pink-pigmented facultative methylotrophic (PPFM) (Green; Ardley,
2018).

Considerando diferengas nas sequéncias do gene 16S rRNA, analises de
sequéncias de multiplos locus, utilizacdo de substratos de carbono, dados
genébmicos e fenotipicos para 52 espécies pertencentes ao género
Methylobacterium, a validade de manter todas essas espécies em um unico género
foi questionada. Foi proposta, entéo, a criagdo de um novo género - Methylorubrum,
no qual foram acomodadas 11 espécies (Methylorubrum aminovorans,
Methylorubrum extorquens, Methylorubrum podarium, Methylorubrum popul,
Methylorubrum pseudosasae, Methylorubrum rhodesianum, Methylorubrum
rhodinum, Methylorubrum salsuginis, Methylorubrum suomiense, Methylorubrum
thiocyanatum e Methylorubrum zatmani)) antes pertencentes ao género
Methylobacterium (Green; Ardley, 2018). As espécies sugeridas para serem
reclassificadas também séao PPFMs, e possuem muitas semelhangas com o género
Methylobacterium. No entanto, além da diferenca gend6mica, foram observadas
caracteristicas fenotipicas que diferenciam os dois géneros. A maioria das espécies
de Methylorubrum apresentaram a capacidade utilizar metilamina como fonte unica
de carbono e energia, 0 que raramente acontece no género Methylobacterium
(Green; Ardley, 2018).

Os organismos classificados como Methylorubrum sao versateis e podem
colonizar diferentes habitats, tanto terrestres quanto aquaticos, assim como a
superficie das plantas, ou filosfera, onde aparecem em grande quantidade. (Omer et
al., 2004; Knief et al., 2010; Yurimoto et al.,, 2021). Todas as espécies de
Methylorubrum sao gram-negativas, tém forma de bacilos, colénias de cor rosa ou
avermelhada, ndo produzem esporos e sao estritamente aerdbias. A caracterizagao
geral de cada espécie em particular € baseada no compilado de Green e Ardley
(2018).

Para a espécie M. aminovorans colbnias rosa-claro sao ocasionais, mas as
sem pigmentacao sao raras. Nao reduz nitrato. Tem melhor crescimento a 30 °C,
entre pH 6.0 e 8.0, e ndo cresce na presenca de 3% NaCl. Pode crescer utilizando:

metanol, D-frutose, glicerol, etanol, monometilamina, dimetilamina, trimetilamina



(TMA), TMAH, formamida, N-metilformamida, DMF, &cido succinico, acido L-
asparatico, acido L-glutdmico e betaina. Essa espécie ja foi utilizada com éxito na
promocgao de crescimento vegetal, sendo aplicada em sementes de amendoim
(Mukiri et al., 2022), e como filtro biologico eficiente na remoc¢ao de trimetilamina
(TMA), gas de forte odor liberado em alguns processos industriais € na
decomposicao de peixes (Aguirre et al., 2018).

Na espécie M. podarium as células sao imoveis, sem capsula, ndo reduzem
nitrato e apresentram melhor crescimento a 37 °C e pH 7,3. Essas bactérias podem
crescer em: metilamina, dimetilamina, trimetilamina, metanol, metanotiol,
dimetilsulfeto, dimetilsulfoxido, dimetilsulfona, formato, betaina, etanol, acetato,
succinato, fumarato, tartarato, glutamato, glutamina, alanina, cisteina, lisina,
arginina, aspartato, ribose, arabinose, glicose, frutose, sorbose, sacarose, maltose,
trealose e extrato de levedura. Esta espécie secreta fitormOnios e promoveu
crescimento das raizes em Arabdopsis thaliana (Klikno; Kutschera, 2017).

A M. pseudosasae possui células imoveis, reduz nitrato e tem melhor
crescimento a 28 °C e pH 6.8. Pode crescer utilizando: metanol, diclorometano,
metilamina, L-arabinose, D-fucose, betaina, acetato e aspartato, e ndo cresce na
presenca de 2% NaCl.

M. rhodinum tem células moveis de unico flagelo, ocasionalmente
pleomorficas, crescem entre 15°C e 37 °C e em pH inicial entre 5,0 e 9,0. Pode
crescer utilizando: metanol, metilamina, betaina e citrato.

Na M. salsuginis, o pigmento rosado € insoluvel em agua. O crescimento
6timo ocorre a 30 °C e pH 7,0. As fontes de carbono utilizadas por esta espécie
incluem D-frutose, D-glicose, metanol, metilamina, etanol, formato, betaina e agar
nutriente. Nao cresce com D-xilose, L-arabinose, sacarose, citrato, acetato ou
formaldeido nem na presenca de 1,5% NaCl. Também demonstrou consideravel
capacidade de promogéao de crescimento de plantas (Pushpakanth et al., 2021).

M. suomiense tem células moveis com unico flagelo polar, reduz nitrato,
produz acido indoélico em meio com triptofano com nitrato como fonte de nitrogénio.
O crescimento 6timo ocorre entre 25°C a 30 °C, com pH entre 6,9 e 7,5. Pode
crescer utilizando: metanol, metilamina, etanol, glicerol, D-glicose, D-frutose,
galactose, acetato, succinato, malato, fumarato, piruvato, a-cetoglutarato, betaina,
N,N-dimetilglicina e sarcosina. Nao ha crescimento em: L-arabinose, D-xilose,

manose, lactose, maltose, trealose, rafinose, ramnose, ribose, sacarose, sorbose,
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sorbitol, manitol, inositol, amido soluvel, tartarato, propionato, citrato, acetamida,
formamida, dimetilformamida, serina, glicina, valina, arginina, aspartato, glutamato,
betaina, mono e diclorometano, di e trimetilamina, CO2+H2 e metano. Ndo ha
crescimento na presenca de de 3% NaCl. Possui propriedades promotoras de
crescimento como AIA e citocininas e colonizou plantas de arroz e tomate em
estudos (Joe et al., 2014).

M. thiocyanatum sao bactérias imdveis, com crescimento 6timo ocorrendo
entre 30 °Ca 37 °C e pH 7,7. Cresce em: metanol, formaldeido, metanoato de metila,
metilamina, betaina, glicose, frutose, arabinose (lento), succinato, fumarato,
piruvato, acetato, glutamato, agar nutriente e agar Luria-Bertani. N&o utiliza
sacarose, citrato, metano, metanossulfonato, dimetilamina, trimetilamina ou
dimetilsulfona, nem cresce como quimiolitotrofico com tiocianato, tiossulfato ou
tetrationato como fontes de energia. Sua principal caracteristica consiste em utilizar
tiocianato como fonte de nitrogénio (Wood et al., 1998).

M. zatmanii sdo bactérias moveis por flagelo unico, ndo reduzem nitrato, nao
produzem indol, ttm pigmento insoluvel em agua. Podem crescer utilizando: frutose,
glicerol, malonato, succinato, fumarato, 2-oxoglutarato, lactato, malato; acetato,
piruvato, etanol, propilenoglicol, metanol, metilamina, etilamina e formato como
unicas fontes de carbono e energia. Nao crescem em nenhum outro monossacarideo
além da frutose e n&o cresce em sebacato, aspartato, glutamato, citrato ou betaina.
Produz AIA e promoveu crescimento em tomates quando aplicadas a folhagem
(Pattnaik et al., 2017).

A M. extorquens é a espécie do género Methylorubrum mais estudada na
literatura, e a qual se tem mais profundo conhecimento quanto suas caracteristicas
e aplicabilidade, por isso sugerida como espécie tipo do género por Green e Ardley
(2018). Nao reduz nitrato e pode utilizar como fonte de carbono: acido succinico,
etanol, acido acético, betaina, metanol e metilamina como unicas fontes para
energia e crescimento. Nao utiliza: I-arabinose, d-xilose, d-glicose, d-manose, d-
frutose, galactose, maltose, sacarose, lactose, trealose, d-sorbitol, d-manitol,
inositol, amido soluvel, citrato ou metano. Esta espécie demonstrou grande potencial
biotecnolégico na producdo de compostos de interesse, como polissacarideos
extracelulares, engenharia genética e promocao de crescimento de plantas
(Ochsner et al., 2015; Subhaswaraj et al., 2017; Pattnaik et al., 2017; Lim et al.,
2019).
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A espécie M. populi, além de promover o crescimento de plantas, é
caracterizada por ser a unica espécie endofitica do género. Mostrou-se candidata
para uso na biorremediacao, tendo sido isolada de solos considerados altamente
poluidos (Ventorino et al., 2014).

Estudos demonstraram que M. extorquens, assim como outras espécies de
PPFMs, sdo capazes de sintetizar fitormdnios ou seus precursores bioquimicos,
sideroforos e solubilizar fosfato inorganico, produzindo bioplasticos degradaveis
bem como moderada e a alta tolerancia a multiplos metais potencialmente toxicos
(Abanda-Nkpwatt et al., 2006; Idris et al., 2006; Ventorino et al., 2014).

Apesar de baixa viruléncia no género, espécies como a M. extorquens ja
foram relatadas como patdégenos oportunistas em pacientes imunocomprometidos,
relacionadas a equipamentos médicos contaminados em procedimentos invasivos,
com algumas cepas desse género descritas como resistentes a uma série de
antibiéticos, como as cefalosporinas, ampicilina, penicilina, bacitracina, eritromicina,
cloranfenicol, ciprofloxacina, vancomicina, acido nalidixico, polimixina B e
nitrofurantoina (Kovaleva et al., 2014; Green; Ardley, 2018).

A espécie M. rhodesianum, alvo da abordagem deste artigo, foi primeiramente
descrita por Green et al. (1988), que caracterizou sua morfologia celular, da colénia
e alguns de seus aspectos bioquimicos. Sabe-se entao que ela tem células méveis
de unico flagelo, mas algumas cepas nao se movem vigorosamente. A colbnia &
rosada, possivelmente devido a producdo de compostos carotenoides. Cresce a
15°C e 30°C, mas nao a 10°C, e a maioria das cepas também crescem a 37°C. Nao
necessita fatores de crescimento. Nao degrada caseina, celulose, gelatina, lecitina
e DNA. Produz urease; nao produz: p-galactosidase, indol, sulfeto de hidrogénio, L-
ornitina e L-1isina descarboxilases e L-arginina dihidrolase. Os testes de vermelho
de metila e Voges-Proskauer sdo negativos. Algumas cepas reduzem nitrato para
nitrito. E sensivel aos antibidticos: canamicina, tetraciclinas, gentamicina, alhamicina
T, estreptomicina e framicetina, mas resistente a: eritromicina, acido nalidixico,
oleandomicina, espiramicina, polimixina B, sulfato de colistina, penicilina G e
bacitracina. Pode utilizar como fonte unica de carbono os seguintes compostos:
frutose, glicerol, malonato, succinato, fumarato, 2-oxoglutarato, lactato, malato,
acetato, piruvato, etanol, propilenoglicol, metanol, monometilamina, etilamina,
formato e betaina. Nao utiliza outros monossacarideos além de frutose e nao utiliza

citrato, sebacato, tartarato ou trimetilamina.
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Apesar das importantes propriedades observadas no género Methylorubrum,
ha poucas pesquisas na literatura sobre a espécie M. rhodesianum que avaliem a
sua resisténcia aos metais potencialmente tdxicos e antibidticos, assim como a sua
capacidade de induzir crescimento vegetal, sintetizar fitormbnios ou produzir

compostos de interesse industrial.

1.2. PROMOCAO DE CRESCIMENTO DE PLANTAS

Muitos estudos tém relacionado o aumento da qualidade e da produtividade
de multiplas espécies de plantas a agdo de bactérias promotoras de crescimento.
Essa relacdo é observada em situagdes tanto de estresse quanto normais, o que
também pode ser promissor para reducdo do uso de agrotoxicos que podem ser
nocivos ao meio ambiente (Syed; Tollamadugu, 2019).

De maneira geral, as bactérias promotoras de crescimento de plantas
contribuem diretamente para o crescimento, seja auxiliando a absor¢ao de recursos
como nitrogénio, fésforo e minerais essenciais, ou produzindo hormdnios vegetais
reguladores do crescimento, ou indiretamente, mitigando efeitos deletérios
causados por patogenos diversos, atuando como controle biolégico, e
biorremediando poluentes como metais pesados e pesticidas (Syed; Tollamadugu,
2019; Singh et al., 2020).

As PPFM sao conhecidas por simbioticamente colonizarem diversas culturas
vegetais, proporcionando resultados positivos na promogao de crescimento (Abd El-
Gawad et al., 2015; Vijayanand et al., 2021). Certas espécies do género
Methylobacterium sao conhecidas por produzirem fitorménios essenciais ao
crescimento de plantas, como giberelinas, acido indol-3-acético (AlA), citocininas e
vitamina B12 (Omer et al., 2004).

Em relacdo ao género Methylorubrum, colénias sdo comumente encontradas
na filosfera, ou superficie das folhas, onde essas bactérias metilotroficas se
beneficiam do metanol emitido pela planta como subproduto da degradacao de
pectina (Delmotte et al., 2009) obtendo assim vantagem na colonizacdo em
condigoes competitivas (Ochsner et al., 2015). A interagcdo com as plantas foi
amplamente descrita para a espécie M. extorquens, que dentre as propriedades
relatadas, destaca-se a promocado de crescimento, germinacdo, estimulo da
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resisténcia da planta contra patdgenos, reducdo ao sfress ambiental pela
degradacdo de compostos toxicos e imobilizacdo metais potencialmente téxicos
(Abanda-Nkpwatt et al., 2006; Poorniammal et al., 2009; Dourado et al., 2015). Ja foi
reportado que a M. extorquens também produz sideroforos (agentes que solubilizam
metais de compostos minerais e organicos tornando-os biodisponiveis) citocininas e
AlA, tendo impactado positivamente plantas de tomate quando aplicada as folhas
(Pattnaik et al.,, 2017), e baseado nas interagbes com plantas a espécie foi
considerada como biofertilizante, bioestimulante e para biocontrole, pois também
induzem a resisténcia sistémica de plantas (Subhaswaraj et al., 2017).

No género Methylorubrum, espécies como a M. populi sdo capazes de
solubilizar fosfato e potassio (Ventorino et al., 2014). Apesar da espécie M. nodulans
formar nodulos em legumes, essa caracteristica ndo foi constatada na WM.
rhodesianum (Sy et al., 2001). Sobre a M. rhodesianum, especificamente, ndo ha na
literatura maiores informacdes a respeito da sua relacdo com o estimulo do

crescimento de plantas.

1.3. PRODUCAO DE BIOPOLIMEROS DE INTERESSE BIOTECNOLOGICO

Bactérias, em geral, tém capacidade de produzir uma grande diversidade de
polimeros que atendem varias fungdes bioldgicas, como armazenamento de
energia, capsulas e peliculas protetores e componentes da matriz de biofilme. Varios
desses polimeros tém propriedades quimicas e materiais convenientes para
aplicagbes industriais e médicas e, portanto, muitos estdo sendo produzidos
comercialmente, fornecendo uma fonte valiosa de materiais renovaveis e
biodegradaveis (Rehm, 2010).

Os polihidroxialcanoatos (PHA) sao poliésteres produzidos por bactérias
como reserva de carbono e energia, dentre os quais 0 mais comum é o
polihidroxibutirato (PHB). O PHB é um termoplastico biodegradavel que apresenta
propriedades fisicas e quimicas semelhantes ao plastico convencional, com
potencial para diversas aplicacdes, como a fabricacdo de embalagens, canetas,
compostos quirais para industria farmacéutica. O PHB produzido por metilobactérias
se mostrou eficiente como material de sutura, membranas que previnem a formacéao

de tecido cicatrizado em cirurgias cardiovasculares, e como membranas e
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nanofibras para cultivo de células do miocardio (Kariduraganavar et al., 2014,
Doronina et al., 2015).

Isolados da espécie M. rhodesianum destacaram-se na produgdo de
polihidroxibutirato (PHB), a partir de diversas fontes de carbono e nitrogénio, por
exemplo: glicerol, frutose, metanol e hidrolisados de caseina (Mothes, et al. 1998;
Bormann; Roth, 1999). A capacidade do microrganismo em destaque, de reduzir
compostos de carbono unico permite que o metanol, por exemplo, sirva de matéria
prima para producdo do material plastico em maior escala (Breuer; Babel, 1999;
Ochsner et al., 2015).

Algumas bactérias também produzem polimeros extracelulares, os
exopolissacarideos (EPS), que constituem parte significativa do biofilme microbiano,
espécie de matriz polimérica que promove agregacao das comunidades bacterianas,
determinando suas propriedades fisico-quimicas e a funcionalidade deste para o
microrganismo, como a aderéncia, adsor¢cao de diferentes metais e compostos
organicos ou inorganicos pelo biofilme, comunicacao intercelular e hidratacdo (More
et al., 2014).

Como a composi¢cdo do EPS varia para diferentes espécies microbianas,
também variam suas possiveis aplicagdes. Apenas alguns materiais derivados do
EPS bacteriano emergiram com aplicabilidade ou valor comercial significativos,
como a goma xantana, um modificador reol6gico amplamente utilizado na industria
farmacéutica e alimenticia, e a celulose. Esta ultima também é passivel de ser
utilizada na industria alimenticia como fibras nao digeriveis e na industria biomédica,
como em implantes dentarios, curativos e substitutos temporarios da pele, levando
a comercializacao de produtos biomédicos na cicatrizacao de feridas, e diafragma
de alto falantes (Freitas et al., 2011; Mohd Nadzir et al., 2021).

Dentro do género Methylorubrum, foi constatado a producdo de EPS nas
espéecies M. extorquens, associado ao biofiime e sua capacidade de aderéncia a
superficies (Rosseto et al., 2011) e na M. rhodesianum (Breuer; Babel, 1999). Nao
ha publicado na literatura estudos mais recentes sobre a producdo de EPS na WM.
rhodesianum ou as caracteristicas especificas e aplicacdes biotecnoldgicas desse
EPS. Para outras espécies do género, com excec¢ao de um experimento com um
isolado de M. Populi que concluiu que este nao produz EPS (Moturu et al., 2022),
nao ha mais informagdes conclusivas na literatura cientifica quanto a producao de
EPS.
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A producao bacteriana de celulose e a formagao de biofilme sao processos
biologicos que tém atraido atencao significativa tanto na pesquisa cientifica quanto
para aplicagbes industriais (Serra; Hengge, 2019). A celulose, um polissacarideo
complexo, esta principalmente associada as plantas, mas existem certas espécies
bacterianas que possuem a notavel capacidade de sintetizar celulose. Essas
bactérias tornaram-se foco de numerosos estudos devido ao seu potencial em
diversos campos, incluindo biotecnologia, ciéncia de materiais e medicina (Rajwade
et al., 2015; Gorgieva; Trcek, 2019).

Além da producdo de celulose, essas bactérias sdo conhecidas pela
formacéao de biofilme. Biofilmes sdo comunidades estruturadas de microrganismos
gue aderem a superficies e sao envoltos em uma matriz que a propria bactéria
produz composta principalmente por EPS (Lépez et al., 2010). Esta matriz oferece
protecéo e resiliéncia as bactérias residentes, tornando os biofilmes um componente
critico em numerosos contextos ecologicos, médicos e industriais (Dade-Robertson
etal., 2017; Unal et al., 2019; Gadkari et al., 2022).

No género Methylorubrum, a remocgao de genes relacionados a sintese de
celulose na espécie M. extorguens modificou consideravelmente o fendétipo de
floculacdo das colbnias, evidenciando a presencga constituinte da celulose no
biofiime (Delaney et al., 2013). Foi constatado que microrganismos do género M.
populi produzem biofilme, o qual foi avaliado como tendo potencial para aplicagdes
industriais, como para o tratamento de agua e na produgcédo de compostos quimicos
(Rosche et al., 2009; Thompson et al., 2020). E relevante salientar a auséncia de
informacdes na literatura cientifica referentes a producao de celulose e formacéao de

biofilme no género M. rhodesianum.

1.4. BIORREMEDIACAO

Biorremediacao, refere-se a qualquer processo em que um sistema bioldgico
€ empregado para remover poluentes do ambiente, tendo ganhado destaque como
um processo comparativamente econdmico que pode se provar eficaz para
combater os efeitos negativos da poluigdo, tornando solos menos contaminados,

tratando agua e filtrando o ar (Saeed et al., 2021).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0167779909001565#!
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Na biorremediacdo, populagdes microbianas que podem utilizar metais
pesados ou outros poluentes como fonte de nutricdo, ou degradar, erradicar,
imobilizar ou desintoxicar essas substancias, podem ser aplicadas /in s/tu (no local
poluido, sendo menos custoso) ou ex situ (sobre a contaminacgao retirada do seu
local de origem). O uso de um determinado microrganismo para biorremediacao
depende de varios fatores, como sua adaptabilidade e caracteristicas biologicas, o
tipo e concentracdo do poluente, o custo da aplicacao, etc (Verma; Kuila, 2019;
Sharma, 2020). O interesse crescente em relagdo a biorremediagdo deve-se a
procura por métodos sustentaveis para remediar a poluicdo, em vista do aumento
de danos ambientais e na saude humana causados pela grande producdo de
residuos que a populagdo humana é capaz de gerar.

Foi observado em varias espécies de metilobactérias a capacidade de
degradar diversos compostos toxicos, como hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
e diclorometano, assim como o atributo de usarem diferentes compostos orgéanicos
poluentes como fonte unica de carbono. Observou-se que tais organismos também
promovem o crescimento de plantas, demonstrando, portanto, um potencial para uso
em processos de biorremediacédo (Van Aken et al., 2004; Zhang et al., 2008; Muller
et al., 2011; Lalevic et al., 2012; Ventorino et al., 2014).

Varias PPFM demonstraram tolerancia a varios metais, como: niquel, zinco,
chumbo, cobalto, cobre, cromo, prata e mercurio (Koo; Cho, 2007; Ceylan; Ugur,
2012). A M. extorquens reduziu a toxicidade de mercurio e cromo (De Marco et al.,
2004), e no caso da Methylobacterium oryzae, melhorou o crescimento de plantas
de tomate na presenca de altas concentracdes de niquel e cadmio (Tirry et al., 2018).

Existem diversos mecanismos pelos quais um microrganismo pode acumular
e tolerar metais potencialmente toxicos, o que, em conjunto com propriedades de
promogao de crescimento vegetal, podem conferir aplicacdo para fitorremediagao.
Essa potencialidade foi observada em bactérias do género Methylobacterium
(Dourado et al., 2012), assim como M. extorquens, isolado da endosfera de uma
planta acumuladora de metais, o qual apresentou multiplas caracteristicas de
resisténcia, aos metais: niquel, cadmio, cobre, zinco e cromo (Idris et al., 2006).

A producao de sideroforos, produzido, por exemplo, pela M. extorquens,
reforca o potencial de biorremediacdao do microrganismo, pois além de funcionarem
como agentes de solubilizacao de ferro, os sideréforos formam complexos estaveis

com outros metais potencialmente toxicos que podem ser nocivos ao meio ambiente,
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como aluminio, cadmio, cobre, chumbo, zinco e galio, reduzindo o estresse em
plantas causado por niveis muito altos desses metais (Kiss, Farkas, 1998; Neubauer
et al., 2000; Idris et al., 2004; Rajkumar et al., 2010; Pattnaik et al., 2017).

Sobre possiveis aplicagdes da M. rhodesianum para biorremediacao, estudos
demonstraram que esta espécie é capaz de degradar diclorometano (DCM), um
composto quimico altamente tdxico usado extensivamente pela industria como
solvente e que se tornou um dos mais difundidos poluentes devido a sua persisténcia
na agua e na atmosfera. O microrganismo utiliza o DCM como fonte de carbono e
energia e, consequentemente, torna-o indisponivel no meio ambiente (Liu et al.,
2013; Chen et al., 2014).

Além do acumulo de metais potencialmente toxicos, a salinizagdo constitui
outra importante forma de degradacgéo do solo, afetando tanto a qualidade quanto a
quantidade de cultivos agricolas e a biodiversidade em varias regiées do mundo.
Considerando que microrganismos simbiontes sdo essenciais ao bom
desenvolvimento de plantas, bactérias tolerantes ao estresse osmoético séo
candidatas importantes ao aprimoramento de colheitas afetadas pela salinizacéo
(Nobrega et al., 2004; Sharma et al., 2021).

Sabe-se que algum grau de tolerancia a salinidade pode ser comumente
encontrado em bactérias isoladas da rizosfera de leguminosas e solos salinos, e a
esse respeito, das metilotréficas facultativas, a M. oryzae demonstrou tolerancia a
salinidade em conjunto com caracteristicas promotoras de crescimento (Chanratana
et al., 2017). Em relacdo a M. rhodesianum, a literatura cientifica carece de

informacdes sobre caracteristicas referentes a tolerancia a salinidade.

2. OBJETIVOS

Os objetivos desse trabalho foram avaliar a potencialidade biotecnologica e
de uso em biorremediacao de um isolado Methylorubrum rhodesianum. Essas
potencialidades serdo avaliadas através do estudo da resisténcia do isolado a
metais potencialmente toxicos, da capacidade de producdo de polimeros
bacterianos de interesse industrial e de moléculas envolvidas na promogao do

crescimento vegetal.
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Portanto, os objetivos especificos propostos sio:

1. Avaliacdo do uso de diferentes fontes de carbono e comportamento do
desenvolvimento em meio de cultivo;
2 Avaliacao /in vitroda sensibilidade ou resisténcia do microrganismo a alguns metais
potencialmente toxicos;
3. Avaliacao /n vitro da sensibilidade ou resisténcia do microrganismo a diversas
classes de antibiodticos;

. Producéo de polihidroxibutirato (PHB);

. Producao de exopolissacarideos (EPS);

. Producao de celulose bacteriana (CB);

4

5

6

7. Producéao de siderdéforos;

8. Producéo de compostos indodlicos;
9. Solubilizacao de fosfato inorgéanico;
1

0. Avaliacao /n vitro da sensibilidade ou resisténcia do microrganismo a salinidade.
3. MATERIAIS E METODOS

O projeto foi realizado no Laboratério de Bioquimica de Microrganismos e
Plantas- (LBMP), da UNESP de Jaboticabal, a qual dispunha de toda a infraestrutura
necessaria para seu desenvolvimento. As técnicas utilizadas neste trabalho nao
ofereceram risco para 0 meio ambiente e saude humana, encaixando-se nos
padrbes de biosseguranga (NB-1).

Os meios de cultura acrescidos de metais pesados estdao sendo descartados
em recipientes apropriados, rotulados devidamente com sua composi¢cdo e
posteriormente serdo entregues a Comissdo Local de Gestdo e Descarte de
Residuos da Unesp/FCAV.

3.1. ISOLADO E CONDICOES DE CRESCIMENTO BACTERIANO E MEIOS
UTILIZADOS

O microrganismo utilizado neste trabalho é um isolado encontrado
casualmente em meio de cultura sélido YMA modificado acrescido de cadmio, no dia

21/08/2018, destacado pela coloragcdo vermelha intensa da colbnia. O
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microrganismo isolado foi identificado pelo sequenciamento do gene 16SrRNA.

Através da comparacdo com os bancos de dados publicos BLASTn do National

Center for Biotecnology Information, obteve-se que o isolado apresenta similaridade
de 99,93% com a estirpe Methylorubrum rhodesianum DSM 5687.

Tabela 1: Composicéo e referéncia dos meios de cultivo e solugbes usadas nesse

trabalho.

Meio de cultivo /
solucédo

Composicgéo

Referéncia

YMA modificado

0,4 g extrato de levedura; 10 g manitol; 1 L agua
destilada, pH 6.8, suplementado com 3 mmol dm-3
de Cadmio

Vincent, 1970
(modificado)

Meio NB frutose

5 g frutose; 3 g extrato de levedura; 3 g peptona de

Sigma Aldrich, St Louis

(NBF) soja, 1 L &gua destilada, pH 7,5. (modificado)
. 0,5 g KoHPO4; 0,2 g MgS0O4; 0,1 g NaCl; 0,5g | Sigma Aldrich, St Louis
Meio base (MB) extrato de levedura, 1 L agua destilada, pH 7.5 (modificado)

Meio frutose

0,5 g KoHPO4; 0,2 g MgS0O4; 0,1 g NaCl; 0,5 g
extrato de levedura, 1,0 g peptona de soja, 59

Sigma Aldrich, St Louis

(MF) frutose; 1L agua destilada, pH 7.5 (modificado)
10g glicose; 5g Caz(POa4); 2, 5g MgCl2.6H20;
NBRIP 0,259 MgS04.7H20; 0,2g KCI; 0,1g (NH4)2SO0s4, Nautiyal, 1999

15¢g agar, 1L agua destilada

Reagente de
Bradford

1 L H20 Milli-Q; 0,1 mL Comassie-blue G250;
0,50 mL etanol; 0,90 mL H3PO4

Bradford, 1976

Hestrin—Schramm

2% glicose, 0.5% peptona, 0.5% extrato de
levedura, 0.27% NaHPO4 e 1.15 g L-1 acido

Schramm, Hestrin; 1994

(HS) citrico, pH 5.5
Phosphate ) ) )
Buffered Saline 1’i|icg;|l\la2|_HéP3;’ d%si?lag dI;HZPO“’ 0,20 g KCI; 8,00 Thorat e
(PBS) g ’ g Suryanarayanan, 2019
Tris HCI 12,1 g Tris base, 1 L agua destilada, pH 8.0, Selander, 1986

ajustado com HCI

Para o estoque da bactéria, cultivou-se em meio liquido NBF a 27°C, com

agitacdo 150rpm, por um periodo de 3 dias. Apds, uma aliquota de 800puL do cultivo
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foi combinado com 200u do crioprotetor glicerol, e armazenado a -80°C. Uma cultura
fresca do isolado foi mantida em placa de Petri com meio sélido NBF em B.O.D. a
27°C, sendo feito repique a cada 4 dias da cultura para meio novo.

Os meios de cultivo e solugbes usadas nesse trabalho, assim como as

referéncias de cada um, estao descritos na Tabela 1.

3.2. TESTE DE ASSIMILACAO DE CARBONO

O isolado M. rhodesianum foi cultivado em diferentes fontes de carbono para
determinacao de qual dessas fontes € melhor assimilado por esta bactéria. O meio
utilizado nesse teste foi o MB, cada amostra com 50mL acrescida de 0,25g da fonte
de carbono a ser avaliada. As fontes de carbono testadas foram: D-Frutose, D-
glicose, CMC, D-Trealose, Sacarose, D-Manose, D-Galactose, D-Lactose, D-
Maltose, L-Arabinose, D-Xilose, D-Raminose e D-Manitol.

O pré-inoéculo foi feito transferindo-se a massa bacteriana de uma placa de
Petri com meio NBF, cultivada por 3 dias a 27°C, para um microtubo contendo 1,5mL
de meio de cultivo MB (sem acgucar) de modo a obter-se uma solug¢do bacteriana
concentrada. Foi transferido 20pL desta solugcao bacteriana concentrada para os
frascos com os meios de cultivo (50mL) com diferentes acucares de modo a atingir
a DOsasnm = 0,150. Apds incubacgao a 30 °C, 150 rpm por 3 dias, os meios (50mL)
foram centrifugados em tubos com tampa de 50 mL a 12.857xg, 21°C por 20 min. e
o sobrenadante foi descartado. Os sedimentos bacterianos foram secos em estufa
de ventilagéo forgada a 60 °C, por 3 dias, até o peso constante ser observado. A

massa celular seca foi mensurada e comparada entre os tratamentos.

3.3. CURVA DE CRESCIMENTO CELULAR

A curva de crescimento celular foi realizada utilizando o meio NBF. Diferente
do MF, foram removidos os compostos NaCl, K:HPO4 e MgSOg4, pois estes reagentes
liberam ions na solugdo que precipitam os metais, utilizados na curva de crescimento
com metais e no teste de resisténcia, tornando-os indisponiveis no meio de cultura.
Preparou-se um pré-indculo cultivando o isolado em NBF solido em placas de petri
por trés dias, e o conteudo bacteriano foi transferido para um microtubo (2mL)
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contendo 1,5mL de NBF liquido com o auxilio de um cabo de Kolle. A solu¢ao
bacteriana resultante foi inoculada em frascos de 125mL contendo 40mL de meio
NBF padronizando a absorbancia em DOs45nm=0,1. Os frascos foram colocados em
agitador orbital a 30°C, 150rpm e as amostras foram incubadas por 144 horas. A
cada 24 horas coletou-se uma amostra (40mL) que foram entdo centrifugadas por
20 minutos, 8228xg, 21°C, em tubos com tampa (de capacidade 50mL) previamente
pesados. Ap6s a centrifugacdo o sobrenadante dos cultivos foi descartado e os
tubos com a massa bacteriana foram colocados em estufa de secagem a 60°C por
5 dias. A taxa de crescimento celular foi calculada pela massa bacteriana obtida pela
diferenca de peso entre os tubos com tampa vazios e com biomassa seca, foi obtida
em mg. A curva de crescimento foi feita em triplicata. Os resultados foram
apresentados em gréfico, elaborado com as médias das triplicatas (massas

bacterianas em mg) no intervalo de 144 horas (em intervalos de 24 horas).

3.4. TESTE DE RESISTENCIA AOS METAIS POTENCIALMENTE TOXICOS

Para determinagbes da concentracdo minima inibitoria (MIC) de cada um dos
MPT, uma suspenséao bacteriana foi inoculada em frascos contendo 30 mL de meio
NBF acrescido com concentragdes de 0,25 a 500 mmol dm- de cada metal
potencialmente téxico (Cr3*, Cré*, Pb2*, Fe3*, Zn2*, Ni2*, Cu2*, Hg?*, Cd?*).

Solugdes estoque a 0,2 mol dm? dos metais potencialmente téxicos: cobre
(Cu?*), cromo trivalente (Cr3*), cromo hexavalente (Cr6*), niquel (Ni2*), cadmio
(Cd?*), chumbo (Pb?*), zinco (Zn2*), ferro (Fe3*) e mercurio (Hg?*) foram preparadas
dissolvendo os respectivos sais metalicos: CuS04.5H20; CrCl3.6H20; K2Cr207;
NiC12.6H20; CdClI2.1/2H20; (CH3COO)> Pb. 3H20; ZnS047H20; FeCl3.6H20 e
HgCIl2 em &gua Milli-Q. As solugdées foram esterilizadas por filtragdo (0,22 pm,
Satorius Millipore) e armazenadas a 4°C.

Os frascos com os diferentes tratamentos foram incubados a 30 °C e 150 rpm
por 24 horas. Apos a incubagao, 10uL de cada cultivo foi inoculada em placas de MF
sélido sem a presenca de metais. As placas foram incubadas a 30°C por 3 dias, e
apoOs esse periodo, examinadas a olho nu quanto ao crescimento ou auséncia de
colénia. A MIC para os ions metalicos foi definida como sendo a concentragao
minima de metal que inibiu completamente o crescimento bacteriano (Singh et al.,
2010).
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3.5. CURVAS DE CRESCIMENTO NA PRESENCA DOS METAIS POTENCIALMENTE
TOXICOS

Para a montagem das curvas de crescimento do isolado na presenca de
metais foram escolhidas concentracées de metais nas quais o isolado tem
desenvolvimento comparavel ao controle.

O isolado M. rhodesianum foi inoculado a uma DOs45,m=0,4 em meio NBF
acrescido dos metais: Cu?* (2,5 mmol dm3), Cr3* (mmol dm3), Ni2* (2 mmol dm3),
Cd?* (2 mmol dm-3), Zn2* (10 mmol dm-3) e Hg2* (0,25 mmol dm-3). As culturas (40mL)
foram cultivadas a 30°C, 150rpm, por 7 dias. A cada 24 horas, um frasco de cada
tratamento foi centrifugado a 12857xg, 20 minutos, 21°C. Para a centrifugacao foram
usados tubos com tampa de 50mL previamente pesados. Apds a centrifugacéo, o
sobrenadante foi descartado e os tubos contendo a massa bacteriana colocados
para secar em estufa de ventilagdo forcada a 60°C por 3 dias. Os tubos com a
biomassa celular seca foram pesados em balanga analitica, subtraindo destes a
massa dos respectivos tubos vazios para obtengéo dos valores referentes 8 massa
celular, com os quais foram montadas as curvas de crescimento.

As massas secas obtidas para a constru¢cdo das curvas de crescimento,
também foram usadas para a dosagem de proteinas. A dosagem de proteina foi feita
pelo método colorimétrico de quantificacdo de proteinas com o reagente de Bradford,
sendo a quantidade de proteinas indicativo proporcional da quantidade de células.
As biomassas secas da curva de crescimento de cada metal e do controle foram
ressuspendidas em 4mL de solugdo tampao Tris HCI (12,1 g L-! Tris base, pH 8.0) e
as células foram rompidas por ultrassom, 200W por 3 minutos. A solugdo resultante
foi centrifugada, o sedimento celular foi descartado e o sobrenadante usado para a
quantificacdo de proteinas soluveis com o reagente de Bradford, onde foi incubado
por 5 minutos para resolucao da reacao colorimétrica. A reagéo foi feita com valores
de até 200uL de amostra, completando-se os 200uL com H20 Milli-Q, e 1800uL de
reagente de Bradford, sempre totalizando 2mL. A forma marrom-avermelhada do
corante converte-se em sua forma azulada quando este se liga as proteinas na
solucado, e ndao havendo proteinas, permanece na coloracao original. O controle
negativo continha apenas reagente de Bradford e H2O milli-RO.

As coloragdes das solugdes foram mensuradas em espectrofotdmetro a uma

absorbancia de 595nm e os resultados obtidos foram comparados com uma reta
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padréo realizada com quantidades conhecidas de soroalbumina bovina (BSA, 1:1)
nas quantidades de 0 (branco); 6,25; 12,5; 25; 50; 75 e 100pL; com H20 milli-RO
completando o volume total de 200uL e 1800pL de reagente de Bradford. Foram
feitas retas padrdo em triplicata nos mesmos dias dos experimentos com as
amostras da curva de crescimento, para o controle e para os metais. A dosagem de

proteinas do controle também foi feita em triplicata.

3.6. TESTE DE RESISTENCIA AOS ANTIBIOTICOS

A resisténcia aos antibidticos foi avaliada usando a técnica de difusdo de
disco de Kirby - Bauer (Bauer et al., 1966), para isso, o isolado M. rhodesianum foi
cultivado em meio NBF a 30 °C e agitacao de 150 rpm, por 2 dias. Apos o periodo
de incubacéo, 40 L da suspenséo bacteriana foi inoculada em meio NBF sélido por
inundacao, e espalhado na placa com auxilio de uma alga de drigalski. O teste foi
realizado utilizando-se discos contendo 13 tipos de antibidticos. Os discos de
antibidticos foram colocados assepticamente na regido central da placa com a ajuda
de uma pinga estéril. As placas foram incubadas a 30 °C por 2 dias. Apds este
periodo, foi determinado o didmetro dos halos de inibi¢do e o isolado foi classificado
como sensivel ou resistente ao respectivo antibiético.

Foram utilizados os antibiéticos: ampicilina (10 mcg), amoxicilina (10 mcg),
kanamicina (30 mcg), estreptomicina (10 mcg), gentamicina (10 mcg), trimetropina
(5 mcg), tetraciclina (30 mcg), acido nalidixico (30 mcg) cloranfenicol (30 mcg),
polimixina B (300 Ul), vancomicina (30 mcg), azitromicina (15 mcg) e rifampicina (5

mcg); o experimento foi feito em duplicata.

3.7. TESTE DE PRODUCAO DE EXOPOLISSACARIDEOS (EPS)

Para a avaliagcédo da producgao de EPS o isolado M. rhodesianum foi cultivado
em MF sdlido por 2 dias a 30 °C. Com um cabo de kolle, toda a cultura bacteriana
da placa foi transferida para um microtubo contendo 1,5mL de meio MF. Desta
solucao bacteriana concentrada, 300uL foram transferidos para um frasco contendo
100mL de MF ou até atingir DOs45nm=0,4. A suspensao foi cultivada por 7 dias, a
30°C, 150rpm. Apds o periodo de incubacdo, a suspensdo bacteriana foi
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centrifugada a 12857 x g, 4 °C por 50 minutos e foi separado o sobrenadante usado
para a avaliacdo do EPS produzido. Etanol 96% gelado foi adicionado ao
sobrenadante a uma taxa de 3:1 (v/v) para precipitar o EPS (Castellane et al., 2014).
O precipitado foi separado com auxilio de uma haste de vidro e entdo lavado duas
vezes com etanol 70%, seco em estufa de ventilagcao forgcada a 60°C, por 72 horas

e pesado em balancga analitica. Experimento feito em triplicata.

3.8. TESTE DE PRODUCAO DE PHB

O isolado foi cultivado em MF sdélido por 2 dias a 30 °C. Com um cabo de
kolle, a cultura bacteriana foi transferida para um microtubo contendo 1,5 mL de meio
MF. Desta solucao bacteriana concentrada, 300uL foram transferidos para um frasco
contendo 100mL de MF ou até atingir DOs4snm=0,4. A suspens&o foi cultivada por 7
dias, a 30°C, 150rpm. O meio foi centrifugado a 12857xg por 20 minutos a 4°C e as
células foram lavadas 2 vezes com agua milli-RO. A biomassa bacteriana foi
ressuspendida em 10mL de agua milli-RO e as células bacterianas em suspensao
foram rompidas por ultrassom em banho de gelo, com pulsos de 5 minutos a 200W,
para liberagdo do conteudo intracelular. A extragao do PHB foi realizada pela adigéo
de 10mL de CHCI3 ao lisado celular. A suspensao foi homogeneizada em agitador
orbital a 150 rpm, 30°C por um periodo de 90 minutos. O PHB foi entao precipitado
por centrifugacdo a 12857xg e 20°C por 30 minutos. As fases superiores obtidas
foram descartadas e o precipitado foi colocado para secagem a temperatura

ambiente (Penloglou et al., 2012).

3.9. TESTE DE PRODUCAO DE CELULOSE BACTERIANA

Para o teste de producao de celulose, foram avaliados trés meios de cultura
diferentes, sendo eles: NBF, HS e MF, e duas condi¢des cultivo: com e sem
agitacao. O isolado M. rhodesianum foi inoculado em 100mL dos meios de cultura a
uma densidade 6ptica DOs25nm=0,4 € as amostras separadas em cultivo estatico e
sob agitacdo. No cultivo estatico as amostras foram deixadas em temperatura
ambiente por 10 dias e sob agitacdo foram colocadas em agitador horizontal, a

150rpm e 30°C por 10 dias. O teste foi feito com triplicatas.
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A coleta e purificacdo da celulose bacteriana separando-se a camada
(membrana) de celulose produzida do meio de cultura com o auxilio de uma pinga e
peneira fina, essa membrana foi entdo lavada em agua destilada e depois incubada
em 0.1mol dm=3 NaOH, a 80°C, por 2 horas para remover as células bacterianas
ligadas a celulose. Na sequéncia a celulose foi lavada varias vezes em agua
deionizada para que atingisse pH neutro e finalmente seca em estufa de ventilacao

forcada a 60°C, por 12 horas e pesada (Costa et al., 2017).

3.10. TESTE DE PRODUCAO DE BIOFILME

Este ensaio foi realizado conforme descrito por Stepanovic et al. (2000). O
isolado M. rhodesianumfoi cultivado em meio NBF por 2 dias, e 200uL da suspengéo
bacteriana (em triplicata) em placas estéreis de poliestireno para microtitulacdo, com
fundo chato e 96 pocos. O controle negativo foi feito com o NBF estéril. As placas
foram incubadas por 24 horas a 37°C. Apds o periodo de incubagao as solugoes
bacterianas nos pocos foram removidas com o auxilio de um pipetador e os pocgos
foram lavados 3 vezes com 250uL de NaCl 0,9% estéril. Nos pogos foi entdo
colocado 200uL de metanol absoluto P.A. (Synth), sendo as placas incubadas a
temperatura ambiente por 15 min. para fixagao do biofilme. O metanol foi removido
e as placas foram deixadas para secar em temperatura ambiente. Depois das placas
secas estas foram coradas pela adicdo de 200puL de solugéo cristal violeta 0,1% nos
pocos € incubacao por 5 minutos em temperatura ambiente. Passado o periodo de
coloracao, o corante foi removido e o0 excesso de corante aderido foi retirado com
agua corrente e as placas foram secas em temperatura ambiente. O controle
negativo passou pelos mesmos processos com meio de cultura sem bactérias. A
DOs70nm de cada pogo seco foi mensurada pelo leitor de microplacas. Assim o
corante que se adere ao biofilme no fundo dos pocgos provoca uma leitura diferente
do controle, caso o microrganismo produza biofilme.

O valor da densidade 6ptica para o isolado (DOi) foi obtido pela média dos
pocos da triplicata, sendo este valor comparado com a média da densidade 6ptica
do controle negativo (DOc). Uma diferenca na DOi de trés vezes o desvio padréao,
acima da média do controle negativo indica a producao de biofilme. Ainda por esses
valores pode ser avaliada a aderéncia do microrganismo nos po¢os, relacionada ao
biofilme, nas condig¢des realizadas. O isolado foi classificado de acordo com a média
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das densidades opticas (DOs7onm) relacionada com os resultados obtidos para a
DOc. As categorias foram baseadas nos seguintes critérios: ndo aderente se DOi <
DOc; fracamente aderente (+) se DOc < DOi < 2 x DOc; moderadamente aderente
(++) se 2 x DOc < DOi < 4 x DOc; ou fortemente aderente (+++) se 4x DOc < DOi

(Stepanovic et al., 2000).

3.11. TESTE DE SOLUBILIZACAO DE FOSFATO DE CALCIO

Os ensaios para a avaliagdo da capacidade de solubilizagado de fosfato de
calcio foram realizados em ftriplicata utilizando-se o meio de cultura NBRIP sélido
(Nautiyal, 1999) em placas de Petri.

O isolado M. rhodesianum foi cultivado em meio NBF por 48 horas a 30 °C,
em agitador horizontal, a 150rpm. Da suspensdo bacteriana foi retirada uma
microgota (10pL) e inoculada no centro das placas com meio NBRIP. As placas
foram incubadas por 10 dias a 28°C. Apds o periodo de incubagao foi medido o
didmetro do halo de solubilizacdo dado pela area translucida em volta das col6nias
de M. rhodesianuminoculada. A partir dessas medidas, o indice de solubilizagao (IS)
foi calculado através da equacao 1 e classificando a capacidade de solubilizacdo de
fosfato do isolado como baixa (IS < 2 mm), intermediaria (2 < IS < 4,0 mm) e alta (IS

> 4), segundo Berraquero et al. (1976).

Equacéao 1.

IS=A/B
A= diametro total (colénia + zona do halo); e B= diametro da colbénia (Oves et al.,
2017).

3.12. TESTE DE PRODUCAO DE SIDEROFOROS

O isolado M. rhodesianum foi cultivado em meio NBF sélido em placa de Petri
por 2 dias e apos esse periodo foi realizado um repique do isolado em placa de Petri
contendo meio Chrome-azurol Agar Assay (CAS), de acordo com o método descrito
por Schwyn and Neilands (1987) (Material suplementar 1). As placas com meio CAS

foram incubadas em BOD por 3 dias a 28°C. Posteriormente, ao redor da coldnia, foi
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observada a presenca de halos de cor laranja, que indicam a producédo de

sideroforos.

3.13. TESTE DE PRODUCAO DE COMPOSTOS INDOLICOS

A avaliacdo da producdo de auxinas foi realizada em triplicata usando-se
meio de cultivo suplementado com triptofano a partir de uma solucao estoque de
triptofano (10g L"), esterilizada por filtragdo. Como pré-indculo, o isolado foi
cultivado em meio MF sdlido por 2 dias a 27°C em placas de Petri, e o conteudo
bacteriano das placas foi transferida para um microtubo com 1,5mL de meio MF. A
partir desta solucédo bacteriana concentrada do isolado M. rhodesianum, 20uL foi
inoculado em 20mL de meio de cultura MF sem e com 100 mg L-! de triptofano, a
uma densidade 6ptica de DOs4snm = 0,4 € as amostras foram incubadas por 3 dias a
30°C, em agitador horizontal, a 150rpm. Apos o periodo de incubagao, as amostras
foram centrifugadas por 10 min. a 18928 g. Aliquotas de 1mL do sobrenadante foram
retiradas e misturadas com 2mL de reagente de Salkowski (Sarwar; Kremer, 1995).
As amostras foram incubadas por 30 min. no escuro para o desenvolvimento da
coloragao rosea, indicativo da producao de auxinas. Em seguida a intensidade da
cor foi determinada por espectrofotometria a 535nm (Asghar et al., 2002). A
concentracao de compostos inddlicos produzida foi estimado usando uma curva
padrao previamente obtida pela adicdo de quantidades conhecidas de auxina
(Sigma), pg mL-': 5, 10, 25, 50, 75, 100 e 125.

3.14. TESTE DE TOLERANCIA A SALINIDADE

O teste de tolerancia a salinidade foi realizado segundo o método de Nébrega
et al. (2004), com modificagdes. O pré-inéculo do isolado M. rhodesianum foi
incubado por 2 dias em meio NBF, a 30°C, em agitador horizontal, a 150rpm.
Posteriormente, 2mL desta cultura foi centrifugada e as células ressuspendidas em
2mL de solugéo tampéo PBS, pH 7.4, estéril, para retirar vestigios do meio de cultivo.
Em seguida, aliquotas de 10uL da suspencdo de células em tampao foram
inoculadas em placas de Petri com meio NBF solido contendo diferentes

concentracdes de NaCl (g L-1): 15; 30; 45; 60 e 75. O controle foi feito em uma placa



28

com meio NBF sélido sem acréscimo de NaCl. As culturas foram incubadas a 28 °C
por 15 dias. Finalmente, a avaliagdo dos resultados foi realizada de acordo com o
seguinte parametro: positivo (+) quando houve crescimento e negativo (-) quando
nao houve crescimento, em cada concentracido testada, por afericdo visual, em

comparagao com o controle. O experimento foi feito em triplicata.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. TESTE DE ASSIMILACAO DAS DIFERENTES FONTES DE CARBONO

A avaliacéo da capacidade de utilizar diferentes fontes de carbono em meio
de cultivo foi realizada com 13 diferentes tipos de agucares entre mono, oligo e

polissacarideos, os resultados se encontram na Figura 1.
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Figura 1. Médias do crescimento celular dado em mg de biomassa seca (eixo Y)
obtida apos 72 horas de cultivo em meio MB com diferentes fontes de carbono (eixo
X), com desvio padrao representado no topo de cada barra.

As melhores fontes de carbono em que o isolado M. rhodesianum apresentou
melhor crescimento foram a D-glicose, D-frutose, crescimento moderado foi

observado para a L-Arabinose, D-Xilose, D-Maltose e D-Manose, nos outros
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acucares o desenvolvimento do isolado foi baixo, sendo a carboximetilcelulose
(CMC) e a lactose os que promoveram menor crescimento bacteriano. Assim, a fonte
de carbono escolhida para manutencado e demais ensaios com o isolado foi a D-
frutose, indicado pela literatura como o agucar preferivel por este género (Green et
al. 1988).

4.2. CURVA DE CRESCIMENTO CELULAR

O crescimento bacteriano foi avaliado por meio do cultivo em meio NBF e a
quantificagao foi feita através da pesagem da biomassa seca. Essa abordagem foi
adotada devido a uma caracteristica desse isolado, que em meio liquido forma
aglomerados celulares que ndo se solubilizam no meio, dificultando a mensuragéo
das amostras por contagem de unidades formadoras de colénias (UFC) ou mesmo

por espectrofotometria.
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Figura 2. Curva de crescimento da M. rhodesianum em meio NBF, com frutose como
fonte de carbono, durante 144 horas. Os valores correspondentes a massa celular

sao as médias das triplicatas, o desvio padrao esta representado em cada ponto.

Tal caracteristica também pode ser observada em linhagens da M. extorquens
crescendo em meio liquido com sucinato ou metilamina como substrato (Delaney et

al. 2013). Para minimizar o ruido da leitura em espectrofotometria, os autores
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modificaram o microrganismo removendo genes relacionados a sintese de celulose,
produzindo as cepas modificadas CM2720 e CM2730.

Pela observacao da curva de crescimento obtida (Figura 2), é possivel afirmar
que o isolado atinge a fase estacionaria apos 72 horas de cultivo em meio contendo
frutose (NBF), permanecendo com células viaveis até o sexto dia de cultivo (tempo
maximo estudado). Em um experimento para desenvolver métodos de cultura para
maior rendimento bacteriano para M. extorquens, Delaney et al. (2013) demonstrou
ser possivel atingir a fase estacionaria em cerca de 33 horas nas condi¢Oes ideais
de cultivo, utilizando succinato como fonte de carbono. No caso do isolado de M.
rhodesianum em meio contendo frutose como fonte de carbono o tempo de
crescimento maior foi observado, sendo que, a caracteristica aglutinante

permaneceu em todo o periodo de cultivo.

4.3. TESTE DE RESISTENCIA AOS METAIS POTENCIALMENTE TOXICOS

As concentracdes minimas inibitorias (MIC) estdo descritas na Figura 3.
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Figura 3. Concentragbes minimas inibitdérias toleradas pelo isolado de WM.

rhodesianum em mmol dm-= para cada metal potencialmente toxico avaliado.
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Considerando que a MIC para os ions metalicos € definida como sendo a
concentragdo minima de metal que inibe completamente o crescimento bacteriano,
o isolado M. rhodesianum foi cultivado na presenga de varias concentragbes dos
metais para se avaliar a resisténcia dele a tais elementos.

O isolado M. rhodesianum demonstrou alta tolerancia (superior a 100mmol
dm-3) a diversos metais potencialmente toxicos, especialmente a chumbo, niquel,
cadmio e zinco. Esse resultado reforca o potencial do microrganismo para
biorremediacado e fitorremediagdo. Outros estudos também indicaram para M.
extorquens diferentes caracteristicas de resisténcia ao: cadmio, cromo, cobre, zinco,
e especialmente niquel, o que é semelhante aos resultados apresentados pela M.
rhodesianum (ldris et al., 2006). Nao ha dados na literatura sobre a M. rhodesianum
guanto a resisténcia de metais potencialmente toxicos, sendo a M. extorquens a
espécie proxima melhor estudada. Os isolados de M. extorquens que apresentaram
as maiores resisténcias a metais no estudo de Idris et al. (2006) obtiveram os
seguintes valores de MIC para os respectivos metais: 10mmol dm-2 para niquel,
2mmol dm-2 para zinco, Tmmol dm- para cromo, 1,5mmol dm- para cobalto e
<Tmmol dm- para cadmio, resultados inferiores aos apresentados pelo isolado M.
rhodesianum.

Existem uma série de mecanismos de resisténcia descritos na literatura pelos
quais uma bactéria pode evitar a toxicidade de metais potencialmente toxicos.
Algumas das estratégias adotadas incluem a bomba de efluxo, sequestro
extracelular, biossor¢cdo, precipitacdo, compartimentalizacdo, bioacumulacao
intracelular e producdo de agentes quelantes (Kushwaha, et al., 2018). Alguns
mecanismos, como a bomba de efluxo, sdo ativos e significam gasto de energia pela
célula, e ndo reduzem a biodisponibilidade dos metais no meio. De uma perspectiva
visando a biorremediacdo, seriam mais interessantes 0s mecanismos que
imobilizam os MPT como a bioacumulagcdo e biossor¢do, diminuindo sua
biodisponibilidade no solo ou meio liquido (Kushwaha, et al., 2018).

Nesse sentido, € necessario ainda entender o mecanismo adaptativo pelo
qual se deve essa resisténcia, se ha armazenamento de grandes quantidades de
metal pelas células ou se ha um fluxo no qual expulsam os metais, bem como as
vias metabdlicas e 0s genes expressos nessas circunstancias, delimitando o real

potencial dessa espécie para biorremediacao.
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Dentro do género Methylorubrum, em uma linhagem da M. extorquens AM1
foram descritos uma alta toleréncia ao cobre e a presenga de um resistoma
complexo de efluxo para esse metal, sendo que a maior MIC obtida para esse
isolado foi de 1,9mmol dm= de Cu?*, semelhante a bactéria modelo multirresistente
Cupriavidus metallidurans CH34 (Davalos; Garcia-De Los Santos, 2023), valor
inferior ao resultado da MIC do mesmo metal para o isolado M. rhodesianum, que foi

de 25mmol dm- (Figura 3).

4.4. CURVA DE CRESCIMENTO EM MEIO COM METAIS POTENCIALMENTE
TOXICOS

A avaliagdo do crescimento bacteriano do isolado M. rhodesianum foi
realizada pelo cultivo dessa bactéria em meio NBF por 6 dias na presenca ou ndao
de metais em concentragcbes menores que o MIC anteriormente determinado. A
medida do crescimento foi realizada através de medida da biomassa seca (Figura 4)

e da dosagem de proteinas no residuo bacteriano (Figura 5).
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Figura 4. Crescimento do isolado M. rhodesianum nos diferentes metais
potencialmente toxicos, representado em biomassa (mg) durante 6 dias, em meio
NBF. A concentracdo de cada metal esta representada em mmol dm= em seguida
da sigla correspondente.
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O isolado M. rhodesianum apresentou biomassa semelhante ao controle na
maioria dos metais testados. Entretanto esse crescimento que atinge a fase
estacionaria com 3 dias no meio controle, sem metal, passa a ser de 4 a 5 dias na
presenca dos mesmos (Figura 4).

As curvas de crescimento por dosagem de proteinas ilustradas na Figura 5
diferem em forma das curvas de crescimento elaboradas a partir da massa seca
(Figura 4). O aparente crescimento da bactéria em alta concentracdo de zinco
observado pela massa seca contrasta com o comportamento observado na
dosagem de proteinas, onde o crescimento foi bem menor do que se podia esperar
com os dados anteriores (Figura 4).
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Figura 5. Dosagem de proteinas elaboradas a partir das massas secas obtidas das
curvas de crescimento, incluindo a curva de crescimento controle de referéncia e as
demais realizadas acrescidas dos metais potencialmente toxicos listados na

legenda, representada no eixo vertical em pg/plL, para 5 dias representados no eixo
horizontal.

Outra diferenca € o ponto de maior concentragdo celular, que neste
experimento corresponde mais precisamente a células vivas e ficou definido para o
qguarto dia para a maioria das curvas de crescimento elaboradas com a dosagem de

proteinas (Figura 5), enquanto no teste anterior o apice da maioria das curvas se deu
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no quinto dia. Ainda em relagdo ao grafico anterior (Figura 4) nota-se maior
semelhanca geral das curvas, com destaque aquela com cadmio, que atingiu o
mesmo ponto maximo que a curva controle.

A diferenca geral observadas entre as medidas de massa seca e teor de
proteinas deve-se ao fato de que a primeira pode resultar da presenca de produtos
secretados pelas bactérias, os quais auxiliam sua sobrevivéncia, nao precisamente
a quantidade de células vivas. Por outro lado, a dosagem de proteinas soluveis
representaria melhor a quantidade do microrganismo no meio de cultivo. Diversos
compostos podem ser produzidos por bactérias, principalmente quando elas estao
em condi¢cOes mais adversas, como € o caso da presenga de MPT. Tais moléculas
produzidas nesse caso se revestem de uma grande importéncia biotecnoldgica, pois
diversas delas sdo produzidas pelas bactérias e apresentam potencialidade de uso,
como os polimeros polihidroxibutirato, exopolissacarideos e a celulose bacteriana.
Da mesma forma alguns produtos secretados pelos microrganismos podem ser
considerados ferramentas biotecnoldgicas importantes tanto na industria como na
agricultura (enzimas hidroliticas, compostos indolicos, moléculas solubilizadoras de
fosfato, sideroforos, dentre outras) (Blombach et al. 2022; Paravar et al., 2023;
Teshima et al., 2023). Desta forma o isolado M. rhodesianum passou a ser estudado

sob o aspecto de produtor de compostos bioativos importantes tecnologicamente.

4.5. TESTE DE RESISTENCIA AOS ANTIBIOTICOS

O isolado M. rhodesianum demonstrou resisténcia a apenas trés: ampicilina,
acido nalidixico e vancomicina, dentre os 13 antibidticos avaliados (Tabela 2). A
sensibilidade a polimixina B estd em desacordo com a descricdo de Green et al.
(2018) que descreveu a espécie como resistente a uma significativa quantidade de
antibidticos como o acido nalidixico, oleandomicina, eritromicina, espiramicina,
polimixina B, sulfato de colistina, penicilina G e bacitracina, e sensivel a: kanamicina,
tetraciclina, gentamicina, alhamicina T, estreptomicina e framicetina. Entretanto o
isolado M. rhodesianum estudado nesse trabalho, apesar de mostrar resisténcia a
metais potencialmente tdxicos, € sensivel a grande maioria dos antibioticos
avaliados.

Caracteristicas funcionais e estruturais envolvendo a resisténcia a

antibidticos compartilham conteudo em comum com aqueles da resisténcia aos
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MPT, como é o caso da producao de biofilme. Uma implicagdo desse fato é que a
exposicao de bactérias patogénicas a metais toxicos poluentes no meio ambiente
pode induzi-las a desenvolver tolerancia a antibidéticos por mecanismos de co-
selecdo de genes (Baker-austin, 2006). Devido a co-selecao, bactérias se tornam
resistentes a multiplos antibioticos, metais e outras substancias toxicas, o que
reforca a necessidade de controlar a contaminagao de solos e ambientes aquaticos

em todo o mundo (Imran et al., 2019).

Tabela 2. Didmetros dos halos de inibicdo de crescimento bacteriano do isolado M.

rhodesianum para os antibioticos.

Halo de
Antibidtico inibicdo | Classificacao
(mm)
Amoxicilina 1,8 Sensivel
Ampicilina 0,0 Resistente
Tetraciclina 2,4 Sensivel
Rifampicina 3,0 Sensivel
Acido nalidixico 0,0 Resistente
Vancomicina 0,0 Resistente
Kanamicina 3,2 Sensivel
Estreptomicina 2,1 Sensivel
Gentamicina 1,9 Sensivel
Cloranfenicol 2,0 Sensivel
Polimixina B 1,2 Sensivel
Azitromicina 34 Sensivel
Trimetropina 2,2 Sensivel

A co-selecao ocorre quando genes de resisténcia para ambos (antibiéticos e
metais) sao localizados em conjunto na mesma célula (co-resisténcia), ou quando
um unico mecanismo de resisténcia (por exemplo uma bomba de efluxo) confere a
resisténcia a ambos (resisténcia cruzada). No entanto, quais padrées e condicdes

de exposicao a metais ou antibidticos proporcionam essas condigbes prévias que
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possibilitam a co-selegéo ainda sdo pouco compreendidos (Pal et al., 2017; Bazzi et
al., 2020).

Assim, para este isolado de M. rhodesianum dentro dos parametros testados
0 grau de resisténcia aos antibidticos ndo corresponde a alta tolerancia encontrada
para os metais potencialmente toxicos. Isso deve-se ao fato de que, ainda que
possam existir sobreposi¢des, os mecanismos de resisténcia a antibidticos e a altas
concentragcdes de MPT podem também se tratar de processos genéticos e celulares
distintos, e existem lacunas em nosso entendimento do processo de co-sele¢éo para
resisténcias multiplas (Pal et al., 2017; Bazzi et al., 2020).

A resisténcia a antibioticos surgiu como um sério problema de saude global,
acontecendo com cada vez mais frequéncia, que limita op¢des terapéuticas e resulta
em casos em que infecgbes nao podem ser tratadas. Existem varios meios pelos
quais a resisténcia a antibidticos, como outros fatores de adaptacdo, pode se
propagar entre populagcdes de bactérias, como por transferéncia horizontal de genes
e elementos genéticos moveis, o que também contribui para acelerar o aparecimento

dessa caracteristica entre esses organismos (Sultan et al., 2018).

4.6. PRODUCAO DE POLIMEROS BACTERIANOS - EXOPOLISSACARIDEOS (EPS)

A Figura 6 mostra a precipitacdo do EPS apds adicao do etanol 96% gelado
no sobrenadante do cultivo.

Figura 6. O EPS aparece quase imediatamente ap6s a adicdo de etanol gelado.

Pode ser visto na imagem como uma massa dentro do liquido.
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O EPS depois de separado do sobrenadante e lavado em etanol 96% (Figura
7), foi seco em estufa de ventilagao forgada até obter massa constante (Figura 8). O
rendimento foi de 25,97mg (+3,01) de EPS por 100mL de meio de cultura.

O EPS é composto, principalmente, por polissacarideos, mas também inclui
outras macromoléculas como proteinas, DNA e lipideos. A importancia biolégica do
EPS inclui seu papel como material constitucional da colénia bacteriana, podendo
ficar aderido as superficies celulares ou secretados no meio de cultura, sendo
importante na formacdo do biofilme e suas propriedades e responsavel pela
aderéncia das bactérias (Donlan; Costerton, 2002). O EPS cria um microambiente
favoravel ao crescimento bacteriano, retendo agua e facilitando o acesso a
nutrientes essenciais pelas bactérias, assim favorecendo a sobrevivéncia destas em
condi¢cdes desafiadoras, como a desidratagcdo ou escassez de nutrientes; protege
contra radiacdo UV, substancias toxicas, e ainda atua como barreira fisica contra

microrganismos predadores (Fulaz et al., 2019).

Figura 7. O EPS logo apds ser separado da solugao, ainda umido.

Considerando a necessidade cada vez maior de se encontrar alternativas
mais eficientes e ecoldgicas aos métodos convencionais de remogao de residuos,
os EPSs podem ser usados em processos biotecnolégicos e auxiliar na
biorremediacao. Essa ultima aplicagédo se deve ao seu potencial em adsorver cations
metalicos ou ainda outras substancias dissolvidas, a depender de sua composicao,
concentragao e pH (Pal; Paul, 2008). Pesquisadores descobriram que a adi¢cao de
EPS de cianobactérias as aguas residuais remove metais pesados como cobre,
cadmio e chumbo, absorvé-los por meio da biossorgéo (Mota et al., 2016).
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Figura 8. EPS apo6s a secagem em estufa de ventilagao forcada a 60°C por 48h, ao

final do processo.

Sabe-se que a producao de EPS também esta associada a imobilizacao de
MPT, essas moléculas podem, quando ligadas a parede celular de bactérias
bioacumular ions metalicos externamente a célula, impedindo que fiquem soluveis
no meio e/ou que atravessem as membranas celulares. Sendo assim a capacidade
de producdo de EPS pode se relacionar com a tolerancia de bactérias aos MPT
(Bhaskar; Bhosle, 2006; Guibaud et al., 2006).

No género Methylorubrum, foi constatado em uma cepa mutante da M.
rhodesianum MB126 a producdao de EPS em conjunto com PHB (Breuer; Babel,
1999), mas a literatura sobre a producédo de EPS no género é escassa e a estrutura
do EPS ainda néo foi estudada, o que impede conjecturas mais precisas quanto as

possiveis aplicabilidades desse material.

4.7. PRODUCAO DE POLIMEROS BACTERIANOS - PHB

A M. rhodesianum foi capaz de produzir 19,2 mg (+x2,33) de PHB em 100mL
de meio de cultura. A literatura sugere que as bactérias produtoras de PHB
aumentam a sintese desse polimero quando cultivadas com restri¢des de nutrientes,
mas excesso de carbono. Tal comportamento pode ser considerado como uma
adaptacao a condi¢bes adversas, na qual o organismo armazena PHB como reserva
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de energia se preparando para futuras condi¢cdes mais adequadas (Mcadamet al.,
2020).

Além do carbono e algumas fontes quimicas como fosfato, ferro, magnésio,
oxigénio, outros parametros como pH e temperatura sao fatores de controle para a
producao de PHB (Bharti; Swetha, 2016). Ackermann et al. (1995) demonstrou para
um isolado de M. rhodesianum sintetiza e acumula PHB de forma sincronizada e
homogénea quando cultivado em metanol como fonte de carbono e em meio com
limitagdo de nitrogénio, o que impede a sintese de proteinas. Posteriormente,
Ackermann e Babel (1997) descobriram que, quando cultivada em frutose como
fonte de carbono, a M. rhodesianum produz PHB em fase de crescimento
exponencial, ou seja, sem a necessidade de fatores de limitagdo de crescimento,
como a limitagdo de nutrientes. Atribuem que o efeito gargalo se da no ciclo do acido
tricarboxilico, necessario na utilizacdo de fontes de carbonos multiplos como a
frutose, mas nao para a nutricdo metilotroéfica.

O PHB é produzido por muitas espécies bacterianas como forma de
armazenar energia; suas propriedades como a biodegradabilidade, baixa toxicidade
tanto para humanos quanto ao meio ambiente, e semelhangas fisico-quimicas com
os termoplasticos derivados de petroleo despertam o interesse de cientistas para
uma série de aplicac¢des desse produto bacteriano. Uma possivel aplicagdo que se
destaca € a possibilidade de se substituir o plastico convencional, do qual nossa
sociedade € muito dependente, e cujos efeitos ambientais sdo notoriamente
negativos, com perspectivas promissoras na area biomédica, sendo utilizado PHB
na engenharia de tecidos e confeccao de itens cirurgicos (Chen; Wu, 2005; Yeo et
al., 2018).

Apesar das caracteristicas desejaveis do PHB, seu uso em escala industrial
enfrenta obstaculos. O alto custo de produgdo e suas propriedades fisicas e
mecanicas que necessitam melhoramentos para atingir a qualidade desejavel sao
os principais fatores que limitam a competitividade com os plasticos convencionais
(Yeo et al., 2018).

Espécies do género Methylorubrum foram mencionadas na literatura como
excelentes modelos na producao de PHB, capazes de produzir em quantidade,
substrato e tempo vantajosos, consequentemente melhorando a competitividade
desse bioplastico no mercado (Cardoso et al. 2020). Em um estudo comparando a
producao de PHB entre a M. extorquens e M. rhodesianum, em metanol como fonte
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de carbono, a M. extorquens foi capaz de produzir 125 mg L', enquanto a M.
rhodesianum produziu 38 mg L' no melhor resultado (Cardoso, 2017). Sabendo-se
que PHB pode ser produzido a partir de fontes diversas, de baixo custo, orgénicas
ou renovaveis, pesquisas devem ser feitas em relagcao a otimizagao do processo de
producéao e quanto a viabilidade da produgcdo em escala industrial. Nesse sentido o
isolado que foi estudado nesse trabalho deve ser destacado pois pode apresentar a
producdo de quase 200mg.L-'! de PHB. Novos meios de cultivo deverdo ser
avaliados juntamente com a producédo dessa molécula e suas caracteristicas para
confirmagéao de sua potencialidade. A quantidade de biomassa, na qual pode haver
quantidade significativa de PHB, gerada no cultivo com glicose (Figura 1) e na

presenca de niquel (Figura 4) sugere possiveis estratégias a serem testadas.

Fase Aquosa

Fase Intermediaria
(debris celulares)

Fase inferior

Figura 9: (A) Apos a centrifugacdo: as fases aquosa e intermediaria foram
descartadas. A fase inferior composta por cloroformio e PHB foi separada, e ao secar

em recipiente aberto temos o PHB (B).

4.8. PRODUCAO DE POLIMEROS BACTERIANOS - CELULOSE

A floculagédo é uma caracteristica observada no isolado M. rhodesianum em
meio de cultivo liquido que impossibilita a leitura precisa em espectrofotometria. Em
estudos com a M. extorquens foi observado que a remocédo de genes ligados a
sintese de celulose impediu com que a bactéria floculasse, o que permitiu melhores

resultados na mensuracao da densidade 6ptica e demonstra o papel da celulose na
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formacgéo de biofilme (Delaney et al.; 2013). Considerando essa caracteristica do
isolado foi feito o experimento de producdo de celulose pelo isolado de WM.
rhodesianum nesse estudo.

Inicialmente também foram testados o meio Hestrin-Schramm (HS),
tradicionalmente usado para a bactéria notdria pela producdo de celulose
Komagataei bacterxylinus (Schramm, Hestrin; 1994), e o meio frutose (MF), utilizado
no cultivo da M. rhodesianum em outros experimentos, mas ambos nao produziram
resultados satisfatorios; no primeiro o desenvolvimento da bactéria foi inexpressivo,
e no ultimo a quantidade de celulose obtida foi pouco significativa.

Entre as duas formas de analise, as amostras sob agitacdo nao produziram
celulose, e nada foi obtido ao escoar o meio por uma rede fina. No meio NBF sob
cultivo estatico foi constatado o surgimento de uma membrana que ocupou toda a
superficie do meio de cultura. Apds a purificagdo e pesagem foi obtido o valor de
402,33 mg L' (£ 8,94) de celulose.

Figura 10. (A). Membrana de celulose produzida pelo isolado M. rhodesianum
recém retirada do meio de cultivo NBF apos 10 dias, em recipiente com H20. (B)

Membrana apds os processos de purificagao e secagem.

A membrana que se formou na interface ar-liquido era fina e de cor alaranjada
(que se manteve mesmo apos a purificagdo) caracteristico do isolado uma vez que
este produz um pigmento avermelhado. A consisténcia da membrana formada
permitiu com que fosse retirada cuidadosamente do frasco com uma pinga sem se

romper.
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Os melhores resultados obtidos com 0 meio NBF podem estar relacionados a
grande quantidade de carbono do meio. Outros fatores que influenciam a producao
de celulose bacteriana sado a superficie de contato e a oxigenagdo do meio de
cultura, as fontes de carbono utilizadas e o pH. Ademais, sabe-se que a producao
de celulose sob cultivo estatico atinge o limite quando a membrana cresce sob toda
a superficie de contato do meio e inativa as bactérias devida a falta de oxigénio
(Gorgieva, Trcek; 2019).

O rendimento do isolado M. rhodesianum foi relativamente baixo se
comparado com espécies modelos, como a Gluconacetobacter xylinus, que produz
mais de 10 g L-"em condicdes otimizadas (Shoda; Sugano, 2005). Além dos diversos
fatores mencionados que influenciam na sintese de celulose e possibilitam
alternativas para melhorar o rendimento, o maior obstaculo ao uso em escala
industrial da celulose bacteriana esta no alto custo de producao. Por isso, apesar de
tantas propriedades e possiveis aplicacoes, ainda se busca a reducao do custo de
producéao, além da melhoria de suas propriedades fisicas e biolégicas, o que vem
acontecendo e sugere um aumento na aplicagdo e consequentemente na demanda

desse produto (Islam et al.; 2017).

4.9. TESTE DE PRODUCAO DE BIOFILME

Uma afericdo visual do biofilme que sugeria a capacidade do isolado em
produzir biofilme se deu pela aderéncia de células do isolado no frasco de frasco
guando o microrganismo era cultivado em meio liquido sob agitagdo por mais de 2
dias (Figura 11). Por outro lado, a produgédo de biofilme ainda n&o foi descrita na
literatura cientifica para isolados de M. rhodesianum, ou qualquer outra espécie do
género Methylorubrum.

Segundo o critério de avaliagcdo da producdo de biofilme, proposto por
Stepanovi¢ et al. (2000), € definida através da Doc (densidade Optica de corte) que
deve ser trés vezes acima do desvio padrao da DO média do controle negativo. Pelo
ensaio em microplacas o controle negativo gerou uma DOc=0,302 (+0,027), e os
ensaios com o isolado M. rhodesianum produziu DQOi=0,560 (+0,019), desta forma
pode-se constatar que o isolado produziu biofilme. Entretanto, os testes de producao
de biofilme mostraram que, pelo critério de classificagdo quantitativa, utilizado no

meétodo descrito (Stepanovi¢ et al., 2000), o biofilme produzido pelo isolado €
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considerado pouco aderente no meio de cultivo utilizado, pois a DOi € maior que a
DOc, mas & menor que o dobro da DOc.

Figura 11. Biofilme produzido pelo isolado M. rhodesianum em meio NBF liquido
pode ser observado aderido a vidraria, apos 2 dias de cultivo sob agitacéo, a altura

da interface ar-liquido.

4.10. TESTE DE SOLUBILIZACAO DE FOSFATO DE CALCIO

A associagao de varias bactérias metilotréficas com plantas e a capacidade
de solubilizar fosfato € uma caracteristica comum dessa categoria, como nas

espécies Methylorubrum populie M. extorquens (Agafonova et al., 2013).

Figura 12. Placa com meio NBRIP apds 15 dias de cultivo, no centro da placa é
possivel ver a col6nia do isolado, ao redor do qual ha formacgao do halo transparente,

indicando que houve solubilizacdo de fosfato.
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O isolado M. rhodesianum estudado é capaz de solubilizar fosfato de calcio, fato
observado pela formag&o do halo de solubilizagdo em volta da col6nia (Figura 12).
Entretanto, o IS = 1,43 do teste mostra que o isolado apresenta baixa
capacidade de solubilizacdo. O IS é calculado usando-se o diametro da colbnia (1,4
cm) e o didmetro da colénia em conjunto com o halo de solubilizagdo (2,0 cm) na
férmula descrita por Oves et al. (2017) descrita na metodologia. O IS pode classificar
os isolados em: baixa (IS < 2 mm), intermediaria (2 < IS < 4,0 mm) e alta (IS > 4)

capacidade de solubilizag&do de fosfato, segundo Berraquero et al. (1976).

4.11. TESTE DE PRODUCAO DE SIDEROFOROS

O isolado foi capaz de produzir sideroforos, fato indicado pela presencga do

halo alaranjado apés 3 dias de cultivo em meio CAS (Figura 13).

Figura 13. O halo alaranjado ao redor do isolado em meio CAS apés 3 dias de cultivo

a 28°C indica positivo para a producao de sideroforos.

A capacidade de produzir sider6foros em conjunto com a tolerancia a metais
potencialmente toxicos apresentadas pelo isolado é uma combinagao interessante
a ser explorada para biorremediacdo. Bactérias que apresentam essas
caracteristicas sao importantes para sobrevivéncia de plantas em solos
contaminados, tornando o ferro biodisponivel para as plantas, além de solubilizar
outros metais, por exemplo: aluminio, cadmio, cobre, indio, galio, chumbo e zinco, o

que pode melhorar a eficiéncia da fitorremediacdo (Rajkumar et al., 2010).
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Os siderdforos sdo compostos de interesse biotecnologico pois sao
solubilizadores de ferro eficientes e mais biodegradaveis que alternativas sintéticas,
produzidos por organismos como plantas gramineas e bactérias para tornar o ferro
mais biodisponivel, uma estratégia adaptativa para situacées onde o ferro é escasso
(Ghazy; EI-Nahrawy 2021). Dado que a deficiéncia de ferro € um grave fator limitante
no cultivo de plantacgdes, e a sintese quimica de sideréforos € um processo complexo
e de baixo rendimento, a producao biotecnolégica por microrganismos se tornou

uma alternativa atraente (Ferreira et al., 2019).

4.12. TESTE DE PRODUCAO DE COMPOSTOS INDOLICOS

O isolado M. rhodesianum foi capaz de produzir 28,23 ug mL-' de compostos
inddlicos na presenca de 100 mg L' de triptofano. Outras PPFM também foram
relatadas na literatura como capazes de produzirem compostos indélicos, sendo que
a presenca de triptofano no meio de cultivo pode aumentar sua producao em até 6
vezes (lvanova et al., 2001; Omer et al., 2004). A espécie M. mesophilicum produziu
2 ug mL-! na auséncia de triptofano e até 14 uyg mL-' com a presencga de triptofano
(lvanova et al., 2001). Para 3 cepas de Methylobacterium spp. foram obtidos valores
de 6 pg mL' a 13,3 pg mL' no teste de producdo de compostos inddlicos na
presenca de triptofano (Omer et al.,, 2004) valor menor que o isolado WM.
rhodesianum. Um isolado de M. extorquens capaz de produzir 6,16 ug mL' na
auséncia de triptofano foi capaz de promover aumento no crescimento de raiz, caule
e quantidade de folhas em plantas de tomate e por isso foi considerado conveniente
para a agricultura sustentavel (Subhaswaraj et al., 2017).

Os compostos inddlicos sdo compostos organicos derivativos do indol, um
composto aromatico amplamente presente na natureza que sdo produzidos por
diversas espécies de bactérias como comunicadores intracelulares, reguladores de
varias atividades fisiolégicas da célula (Lee; Lee, 2010). Um tipo de composto
inddlico sao as auxinas, horménios vegetais que sao fundamentais no
desenvolvimento das plantas, e de interesse biotecnologico voltado para a
agricultura. A principal auxina é o acido indolacético (AlA), sintetizado por algumas

bactérias a partir do aminoacido triptofano (Emami et al., 2019).
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A agricultura moderna depende fortemente do uso de produtos quimicos,
como fertilizantes, fungicidas e pesticidas para aumentar os rendimentos, porém, o
uso de produtos quimicos pode ter impactos negativos no meio ambiente. Esforgcos
para reduzir o impacto da poluicdo ambiental em terras agricolas incluem o uso de
fertilizantes ecologicos, por exemplo, através do uso de microrganismos (Emami et
al., 2019).

Considerando que as metilobactérias nao sao fitopatogénicas, a producao de
compostos indolicos pelo isolado M. rhodesianum é uma caracteristica que em
conjunto com outras propriedades demonstradas pelo isolado pode ser utilizada

tanto para agricultura quanto em processos de fitorremediacao.

4.13. TESTE DE TOLERANCIA A SALINIDADE

O isolado M. rhodesianum nao apresentou crescimento na presenca das
concentragdes de NaCl testadas (€ sensivel nas concentragdes de NaCl: 15, 30, 45,
60 e 75 g L") em NBF. Nao ha referéncia na literatura a respeito da tolerancia a
salinidade para o género Methylorubrum.

A tolerancia é influenciada por fatores como pH, temperatura, fontes de
carbono e a presenca de osmolitos que a bactéria acumula internamente para
contrabalancear o estresse osmaotico (Amoozegar et al., 2016), logo uma otimizagao
do meio e condi¢cbes de cultivo poderiam ser avaliadas na tentativa de obter um

melhor desempenho do isolado neste teste.

5. CONCLUSAO

Os atuais experimentos demonstraram a capacidade do isolado WM.
rhodesianum em tolerar altas concentracdes de metais potencialmente toxicos,
especialmente chumbo, niquel, cadmio e zinco, bem como a resisténcia a poucos
antibidticos (ampicilina, 4cido nalidixico e vancomicina) e sensibilidade a salinidade.
O isolado tem capacidade de produzir PHB, EPS, biofilme e celulose bacteriana,
polimeros de grande interesse biotecnolégico. Também produz sideréforos e
compostos indolicos na presenca de triptofano, e apresenta pequena capacidade de

solubilizar fosfato inorgénico. Desta forma pode ser concluido que o isolado em
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estudo apresenta caracteristicas que o tornam candidato a ser melhor estudado para
sua aplicagao biotecnolégica em biorremediacao e fitorremediagéo, e na producéo
de biopolimeros, principalmente se considerarmos o pequeno numero de estudos

com isolados dessa espécie.
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MATERIAL SUPLEMENTAR 1:
Meio de cultura CAS para detectar a producao de sideréforos

Para verificar se as bactérias tem a capacidade de produzir sideroforos, as
mesmas sao cultivadas em meio de cultura CAS. O protocolo para preparar o meio
€ detalhado abaixo:

Parte solida do meio

Para preparar 100mL do meio adiciona-se:
3.01g de tampéao de Pipes dissolvidos em 60mL de agua Mili Q, ajusta-se o pH para
6,8 e completa-se o volume até 80mL verificando-se o pH nao alterou. Adiciona-se
1,5g de agar bacteriolégico ao final e, posteriormente, se esteriliza em autoclave.

Solugdo mae do meio CAS

Esta solucdo é composta de trés solucgoes:

| - Dissolver 60,5mg de cromoazurolS (CAS) em 50mL de agua Milli Q.

Il - Preparar solucao estoque de FeCI3 x 6H20 100mM. Adicionar 100pl desse
estoque para 9,9mL de HCI 10mM preparado a partir de HCI comercial a 37% (FeCI3
x 6H20 1mM).

[l - Dissolver 72,9 mg de HDTMA (hexadeciltrimetilamdnio de brometo) em
40mL de agua Milli Q.

Depois de preparadas as trés solugbes sao misturadas da seguinte forma
(1+2) + 3. E importante adicionar o HDTMA lentamente, pois, por se tratar de um
detergente pode ocorrer a formacao de espuma. Cobre-se o recipiente com papel
aluminio para evitar a degradacdo do meio CAS e se esteriliza em autoclave
conservando-o a 4°C posteriormente.



