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REsumo

A poliamida (PA) é um polimero sintético amplamente utilizado em diversos
setores industriais devido a sua resisténcia térmica e mecanica. No entanto, sua
baixa biodegradabilidade e dificuldade de reciclagem fazem com que seu
descarte, usualmente inadequado, contribua significativamente para a crise
ambiental dos plasticos. Diante desse cenario, a biodegradagdo de PA por
microrganismos surge como uma alternativa promissora para a remediagao
ambiental. Este estudo investiga, através de analise genbmica e experimental, o
potencial biotecnolégico de Alcaligenes sp. PE 187 na degradagao da PA e,
através apenas de analise gendmica, o potencial para conversdo de seus
subprodutos em polihidroxialcanoatos (PHAs), biopolimeros de interesse
industrial.

A estirpe bacteriana utilizada nesse estudo foi isolada por Peixoto (2013) a
partir de residuos plasticos coletados em solos do Cerrado brasileiro e
caracterizada como Alcaligenes sp. PE 187. O sequenciamento e a analise
gendbmica foram realizados para identificar genes envolvidos na degradacgao da
PA e na biossintese de PHAs. Adicionalmente, o microrganismo foi cultivado em
meio minimo mineral contendo PA como unica fonte de carbono para avaliar a
adesao microbiana e a viabilidade celular apés 90 dias de cultivo. As modificagdes
quimicas nos filmes de PA utilizados nas culturas foram analisadas por
espectroscopia de infravermelho (ATR-FTIR) para verificar possiveis modificagdes
quimicas associadas a biodegradagéo.

A analise genémica revelou que o genoma completo da Alcaligenes sp. PE
187 possui 3.798 genes codificadores de proteinas, € um repertério metabdlico
possivelmente associado a degradacao de poliamida. Foram identificados genes
relacionados a fungdes enzimaticas completas e parciais da via metabdlica da
caprolactama, principal via a degradagdo de PA. Também foram identificados
genes homodlogos ao 6-aminohexanoato-ciclico-dimero hidrolase (nylA) e 6-
aminohexanoato linear-oligbmero hidrolase (ny/B), relacionados a degradagéao
inicial do polimero de poliamida a oligdmeros e monémeros.

Os resultados dos ensaios experimentais corroboraram os achados
gendmicos e indicam a capacidade de Alcaligenes sp. PE 187 de biodegradar a

poliamida e colonizar a superficie desta, apresentando viabilidade celular mesmo
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apos 90 dias de cultivo. A analise por ATR-FTIR indicou degradag&o parcial do
polimero, com redugcdao de bandas caracteristicas das ligagcbes amida e
surgimento de novos grupos funcionais, como nitrilas e isocianatos. Em relacao
ao potencial para biossintese de PHAs, foram identificados genes homologos
relacionados ao phaA, phaB, phaC, phaZ e phaR. Esses achados sugerem que a
bactéria pode converter subprodutos da degradacédo da PA em biopolimeros
sustentaveis.

Os resultados obtidos demonstram o potencial biotecnoldgico dessa estirpe
na biodegradagdo da PA e na bioconversdo de seus derivados em PHAs,
possibilitando futuras aplicagbes na remediagdo ambiental e na produgao de
bioplasticos sustentaveis. Estudos futuros podem explorar a expressédo e
caracterizagdo de enzimas envolvidas na degradacédo da PA, a otimizagdo das
condigdes ambientais para aprimorar a biodegradacgéo e a engenharia metabdlica

para maximizar a produc¢ao de PHAs.

Palavras-chave: biodegradagdo, nylon, bioplastico, caprolactama, butanoato,

poliamida.
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ABSTRACT

Polyamide (PA) is a synthetic polymer widely used in various industrial
sectors due to its thermal and mechanical properties. However, its low
degradability and recycling challenges make its improper disposal a significant
contributor to the plastic environmental crisis. Given this scenario, the
biodegradation of PA emerges as a promising alternative for environmental
remediation. This study investigates the biotechnological potential of Alcaligenes
sp. PE 187 in PA biodegradation and the conversion of its byproducts into
polyhydroxyalkanoates (PHAs), biodegradable biopolymers of industrial interest.

The bacterial strain used in this study was isolated from plastic waste
collected from soils of the Brazilian Cerrado and identified as Alcaligenes sp. PE
187. Genome sequencing and analysis were performed to identify genes involved
in PA degradation and PHA biosynthesis. Additionally, the microorganism was
cultivated in a minimal mineral medium containing PA as the sole carbon source to
evaluate microbial adhesion and cell viability after 90 days of incubation. Chemical
modifications in the PA films exposed to the cultures were analyzed by infrared
spectroscopy (ATR-FTIR) to investigate the potential chemical changes associated
with biodegradation.

Genomic analysis revealed that the complete genome of Alcaligenes
sp. contains 3,798 protein-coding genes, as well as a metabolic repertoire
associated with polyamide degradation, including caprolactam degradation
pathways and homologous genes to 6-aminohexanoate-cyclic-dimer hydrolase
(nylA) and 6-aminohexanoate-linear-oligomer hydrolase (nylB). Genes related to
PHA biosynthesis were also identified, suggesting the ability of this bacterial strain
in converting PA into sustainable biopolymers. Experimental assays corroborated
the genomic findings, indicating the ability of Alcaligenes sp. PE 187 to biodegrade
PA and colonize its surface, maintaining cell viability even after 90 days of
cultivation. ATR-FTIR analysis indicated partial polymer degradation, showing a
reduction in amide bond absorption bands and the emergence of new functional
groups such as nitriles and isocyanates.

The results demonstrate the biotechnological potential of Alcaligenes
sp. PE 187 in PA biodegradation and its bioconversion into PHAs, enabling future

applications in environmental remediation and sustainable bioplastic production.
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1 INTRODUGAO GERAL

A poluicdo causada pelo descarte inadequado de plasticos sintéticos
representa um dos principais desafios ambientais da atualidade. Entre os
polimeros amplamente utilizados, a poliamida (PA), conhecida comercialmente
como nylon, destaca-se devido a sua alta resisténcia mecanica e térmica, sendo
aplicada em diversos setores industriais, como automotivo, téxtil e embalagens
técnicas (McKenn, 2016). Entretanto, sua durabilidade também dificulta sua
degradagao natural, contribuindo para sua acumulag&o no meio ambiente. Apenas
cerca de 20% da PA produzida globalmente é reciclada, sendo que a maior parte
acaba descartada em aterros ou dispersa na natureza (Zheng et al., 2024).

Os métodos convencionais de reciclagem mecanica e quimica da poliamida
enfrentam desafios como custos elevados, perda de propriedades mecanicas e
producao de residuos toxicos (Yap et al., 2024; Zheng et al., 2024). Diante dessas
limitacoes, estratégias biotecnologicas surgem como alternativas promissoras
para a degradagao e reutilizagdo sustentavel desse polimero. A biodegradagao
microbiana, mediada por enzimas especializadas, tem sido estudada como uma
solugdo inovadora para o processamento de PA. Entre as enzimas envolvidas,
destacam-se NylA, NylIB e endohidrolase do oligbmero de 6-aminohexanoato
(NylC), identificadas em microrganismos capazes de degradar poliamida, como
bactérias dos géneros Pseudomonas e Flavobacterium (Negoro, 2021). Essas
enzimas atuam de forma sinérgica e estdo relacionadas, respectivamente, a
clivagem de ciclodimeros de 6-aminohexanoato, a quebra de ligagdes internas de
oligbmeros lineares e a remogao de residuos monomeéricos das extremidades
desses oligbmeros (Negoro, 2000).

Além da degradacdo da PA, uma abordagem inovadora consiste na sua
bioconversdo em biopolimeros sustentaveis, como os polihidroxialcanoatos
(PHAs). Os PHAs sao poliésteres microbianos biodegradaveis, cuja biossintese
ocorre através de vias metabdlicas especificas, permitindo que microrganismos
utilizem residuos plasticos como fonte de carbono para a sua producéo
(Winnacker, 2019).
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Embora a conversado direta da PA em PHAs n&o tenha sido descrita em
Alcaligenes, estirpes deste género ja foram descritas pela sua capacidade de
produzir biopolimeros e estudos recentes sugerem seu potencial para degradar
PA. Isso as posiciona como potenciais bactérias capazes de expressar o aparato
metabdlico necessario para a bioconversdo de PA em PHA (Oulidi et al., 2022;
Singh et al., 2023).

Neste contexto, este estudo investiga, através de analise genbmica e
experimental, o potencial biotecnologico de Alcaligenes sp. PE 187 na degradacao
da PA e, através apenas de analise gendémica, o potencial para conversao de seus
subprodutos em PHAs, biopolimeros de interesse industrial. Para isso, foram
realizadas analises morfolégicas, genbmicas e experimentais para caracterizar o
potencial metabdlico dessa estirpe. A identificacdo de genes relacionados a
degradagao de PA e a biossintese de PHAs, aliada a avaliagado experimental da
biodegradagcdo desse polimero sintético, podera contribuir para o
desenvolvimento de estratégias sustentaveis de reciclagem bioldgica,
promovendo a valorizagao de residuos plasticos por meio de sua conversdo em

biopolimeros de alto valor agregado.
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2 JUSTIFICATIVA

A crescente produgdo e descarte inadequado de plasticos sintéticos
representam um desafio ambiental significativo, principalmente devido a sua
persisténcia no meio ambiente e baixa taxa de reciclagem (McKeenn, 2016; Zheng
et al., 2024). A poliamida (PA), amplamente utilizada nas industrias automotiva,
téxtil e de embalagens, é um dos polimeros mais resistentes a degradacéo,
acumulando-se nos ecossistemas e contribuindo para a crise global dos residuos
plasticos (Zheng et al., 2024)). Os métodos convencionais de reciclagem
mecanica e quimica apresentam limitagdes econémicas e ambientais, reforgando
a necessidade de solugdes sustentaveis para a degradagédo desse material (Yap
et al., 2024).

Diante desse cenario, a biodegradagado da poliamida por microrganismos
surge como uma alternativa promissora para a mitigacdo do impacto ambiental
causado pela ma gestdo desses residuos (Carniel et al., 2024). No entanto, os
mecanismos bioldgicos envolvidos na degradagao da poliamida ainda sao pouco
compreendidos, apresentando um numero limitado de microrganismos descritos
como potenciais biodegradadores desse polimero (Saito et al., 2024; Sasanami et
al., 2022). O género Alcaligenes, conhecido por sua versatilidade metabdlica e
capacidade de bioconversdo de compostos organicos complexos, apresenta
caracteristicas que podem viabilizar a degradacao da poliamida e a conversao de
seus derivados em biopolimeros de interesse industrial, como os PHAs (Yajima et
al., 2020).

Assim, torna-se fundamental a expansdo do conhecimento sobre os
mecanismos moleculares e metabdlicos envolvidos na degradagao da PA, bem
como a busca por alternativas biotecnologicas para a conversao de residuos
plasticos em produtos de alto valor agregado. A caracterizagdo gendmica e
funcional da estirpe Alcaligenes sp. PE 187 permitira a identificagcdo de genes e
vias metabdlicas associadas a esse processo, fornecendo informagdes essenciais
para o desenvolvimento de estratégias inovadoras de biorremediagao e produgao
sustentavel de biopolimeros.

Além disso, a avaliacdo experimental da adesdo bacteriana e das
alteragbes quimicas nos filmes de PA fornecera evidéncias da efetividade desse

microrganismo no tratamento biotecnoldgico de residuos plasticos. Dessa forma,
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este estudo tem potencial de contribuir para o avango do conhecimento cientifico
na area da biodegradacdo de plasticos e de fundamentar futuras aplicagcbes
industriais voltadas para a economia circular e a redugao do impacto ambiental
causado pelo descarte de poliamidas.
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3 OBJETIVOS

3.1

Objetivo geral

O presente estudo tem o objetivo de investigar e caracterizar o potencial

biotecnoldgico da bactéria Alcaligenes sp. PE 187 na bioconversao da poliamida,

a fim de compreender os mecanismos envolvidos na degradag¢ao do polimero e

na producao de biopolimeros de interesse industrial.

3.2 Objetivos especificos

vi.

Analisar e caracterizar o genoma da estirpe bacteriana Alcaligenes sp. PE
187,

Identificar genes e vias metabdlicas associadas a degradagéo da poliamida
e a conversao de seus derivados em biopolimeros.

Determinar as condi¢des 6timas de pH e temperatura para o crescimento
de Alcaligenes sp. PE 187,

Avaliar a viabilidade celular de Alcaligenes sp. PE 187 em meio minimo
contendo poliamida ao longo de 90 dias de cultivo.

Investigar a adesao bacteriana aos filmes de poliamida e a correlagao desta
com a degradacgao do polimero.

Avaliar a modificacdo quimica induzida por Alcaligenes sp. PE 187 nos

filmes de poliamida.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 A crise global do plastico e o papel da poliamida

Os polimeros sintéticos (i.e. plasticos) sdo polimeros derivados de fontes
petroquimicas, indispensaveis na sociedade moderna e amplamente utilizados
devido a sua versatilidade, resisténcia e durabilidade. Entre eles, a poliamida (PA),
conhecida comercialmente como nylon, destaca-se por sua alta resisténcia
mecéanica e térmica, sendo essencial nos setores automotivo, téxtil e de
embalagens técnicas. Seu desenvolvimento data do inicio do século XX, com a
revolugao dos polimeros industriais (McKeenn, 2016). Atualmente, a PA esta entre
os principais plasticos produzidos globalmente, ao lado do polietiieno (PE),
polipropileno (PP), polietileno tereftalato (PET), policloreto de vinila (PVC) e
poliestireno (PS), cada um com aplica¢des especificas (Witt et al., 2025).

A poliamida é um material valorizado por suas propriedades mecanicas e
térmicas, com producao global estimada em 8 milhdes de toneladas em 2024
(Statistica, 2025). Porém, quando se trata de reciclagem, reaproveitamento e
descarte esse polimero representa um verdadeiro desafio. Devido as suas
caracteristicas fisico-quimicas, os métodos convencionais de reciclagem
mecanica e quimica sao limitados devido as perdas de propriedades promovidas
no material, altos custos e producédo de compostos toxicos (Yap et al, 2024). Além
disso, € comum que as formulagdes comerciais incluam aditivos e reforcos
estruturais a sua composicéo o que torna o processo de reciclagem ainda mais
complexo. Como consequéncia, grande parte desse material € descartada em
aterros sanitarios, incinerada ou dispersa no meio ambiente, onde se mantém por
longos periodos (McKeen, 2016). Em contraste a polimeros como o PE e o PP,
que podem sofrer degradacgao por foto-oxidagédo e outros processos abioticos, a
PA mantém sua integridade estrutural por décadas ou até séculos, especialmente
em condi¢des anaerdbicas, como as encontradas em aterros sanitarios (Zheng et
al., 2024)

Nesse contexto, a busca por solugdes sustentaveis para a degradagao da
PA torna-se urgente. Avancgos recentes exploram métodos biotecnolégicos, como
a biodegradagdo mediada por microrganismos e enzimas especializadas, que
oferecem alternativas promissoras para reduzir o impacto ambiental da poliamida

e de outros polimeros sintéticos.
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4.2 Degradacgao e biodegradacao de poliamida

A PA é um polimero sintético caracterizado pela presenca de ligagdes
amida (-CONH-) ao longo de sua cadeia molecular, formadas pela reagao entre
grupos carboxila (-COOH) e amina (-NH;) (Figura 1). Essas ligagdes conferem
alta estabilidade térmica e resisténcia mecéanica ao material (Zheng et al., 2024).
A PA é classificada como um polimero semicristalino, contendo tanto regides
cristalinas, onde suas cadeias estdo ordenadas, quanto regides amorfas,
caracterizadas por desorganizagdo molecular. Sua alta cristalinidade reduz a
mobilidade das cadeias poliméricas, tornando sua degradacdo desafiadora
(Felder et al., 2020). Além disso, as fortes interagcdes intermoleculares, mediadas
por pontes de hidrogénio entre os grupos amida, reforcam sua estabilidade

estrutural e dificultam sua decomposicdo em ambientes naturais (Li et al., 2022).
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Figura 1 Representagdo estrutural da unidade repetitiva da poliamida (PA),

evidenciando os principais grupos funcionais: carboxila (-COOH), amida (-CONH-) e amina (-

NH,). As ligagbes amida, formadas pela condensagédo entre grupos -COOH e -NH,, séo

responsdaveis pela alta estabilidade térmica, resisténcia mecénica e dificuldade de degradacéo
do polimero (Zheng et al., 2024).

As poliamidas podem ser alifaticas, semiaromaticas ou aromaticas. Essas
diferengas estruturais influenciam diretamente seu comportamento frente a
degradagdo. As alifaticas, como PA6 e PAG66, possuem segmentos de
hidrocarbonetos lineares intercalados com grupos amida, conferindo-lhes alta
cristalinidade e elevada formagao de pontes de hidrogénio. As poliamidas, de
modo geral, sado classificadas como polimeros semicristalinos, ou seja,
apresentam tanto regides cristalinas quanto regides amorfas ao longo de sua
estrutura (Figura 2). As regides cristalinas, compostas por cadeias poliméricas
altamente ordenadas e compactadas, conferem ao material maior resisténcia

mecanica, rigidez e baixa permeabilidade. Por outro lado, as regides amorfas,
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caracterizadas por desorganizagdo molecular, sdo mais acessiveis a penetragao
de agentes quimicos e enzimaticos, tornando-se os principais alvos iniciais nos
processos de degradacdo. Assim, a propor¢cao entre essas regides afeta
diretamente a suscetibilidade da PA a biodegradacao (Felder et al., 2020).
Apesar disso, as poliamidas alifaticas séo relativamente mais suscetiveis a
hidrolise, o que facilita sua degradagdo em ambientes umidos. Em contraste, as
poliamidas semiaromaticas e aromaticas, como as poliftalamidas (PPA), contém
anéis benzénicos em sua estrutura, o que reduz sua polaridade e solubilidade,
tornando-as ainda mais resistentes a degradagao quimica e biolégica. Estudos
indicam que as poliamidas alifaticas possuem maior flexibilidade estrutural e
acessibilidade enzimatica, favorecendo sua biodegradacdo, enquanto as
aromaticas apresentam cadeias mais rigidas e elevada resisténcia a quebra por

processos biolégicos (Carniel et al., 2024).

Crystalline Amorphous Crystalline
region region region

Figura 2. Representacdo esquematica da organizagcdo estrutural de um polimero
semicristalino, como a poliamida. As regides cristalinas apresentam cadeias poliméricas
ordenadas e compactadas, favorecendo interagdes intermoleculares, como pontes de hidrogénio.
J& as regides amorfas sdo desorganizadas e apresentam maior mobilidade molecular, sendo mais
suscetiveis a penetragédo de agua, enzimas ou agentes quimicos, o que as torna os principais alvos
iniciais nos processos de degradacgéao.

Os meétodos convencionais de degradacdo da PA incluem processos
térmicos, quimicos e mecanicos, cada um com limitagdes especificas. A
degradagao térmica ocorre em temperaturas superiores a 400°C, o que leva a

quebra das ligagcdes amida e a formacao de compostos volateis, como aminas e
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mondmeros, além de exigir alto consumo energético e liberar compostos toxicos,
como 6xidos de nitrogénio e amdnia (Kurima et al., 2022). A degradagao quimica,
via hidrdlise acida ou alcalina, converte a PA em mondmeros reutilizaveis, no
entanto, o uso de reagentes agressivos restringe sua aplicagdo em larga escala
devido a toxicidade dos residuos gerados. (Brette et al., 2023). A degradacao
mecanica fragmenta a PA em particulas menores sem modificar sua estrutura
quimica, o que amplia a contaminagao ambiental por microplasticos (Cobongela,
2021). Diante dessas limitagbes, a busca por estratégias sustentaveis tem
impulsionado o desenvolvimento da biodegradagédo como alternativa promissora
de gestao desses residuos.

O processo de biodegradacao das poliamidas (PA) pode ser dividido em
duas etapas principais: (i) degradagéo inicial do polimero e (ii) assimilagdo dos
produtos resultantes por vias metabdlicas microbianas especificas. Na primeira
etapa, a PA sofre hidrdlise quimica ou enzimatica, resultando na clivagem das
ligacbes amida e na formacédo de oligbmeros menores e mondmeros. Esse
processo pode ser intensificado por condi¢des ambientais favoraveis, como altas
temperaturas, umidade elevada e a presencga de outros polimeros biodegradaveis
que promovem microambientes mais reativos (Dou et al., 2020).

No caso especifico da PA6, cuja unidade monomérica € a caprolactama
(CLA), estudos demonstraram a acao de enzimas bacterianas especializadas,
como a NylA, uma hidrolase que rompe os oligdmeros ciclicos da PA; a NyIB, uma
amidase responsavel por converter esses fragmentos em 6-aminocaproato (6-
ACA); e a NylC, uma endopeptidase que promove a degradacao final dos
oligbmeros lineares. Os produtos gerados, como o 6-ACA, podem entdo ser
direcionados para rotas metabdlicas intracelulares, sendo utilizados como fonte
de carbono e nitrogénio (Figura 3). A capacidade de metabolizar a caprolactama
e seus derivados ja foi demonstrada em diversas estirpes bacterianas (Esikova et
al., 2023; Dou et al., 2020).
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Figura 3. Representagdo esquematica da degradagédo microbiana da poliamida 6 (PAG).
Extracelularmente, a PA6 sofre clivagem enzimatica por hidrolases e amidases especificas: NylA
atua sobre anéis ciclicos (EC 3.5.2.12), NyIB sobre dimeros lineares (EC 3.5.1.46) e NylC sobre
oligbmeros complexos. Essa degradagdo resulta na formacdo de monbémeros como a
caprolactama e o acido 6-aminocaprdico, que podem ser transportados para o0 ambiente
intracelular. No citoplasma, esses compostos sdo assimilados por vias metabdlicas, como a via da
caprolactama, sendo convertidos em intermedidrios do ciclo de Krebs (adipato, acetil-CoA e
butanoato), que fornecem energia e precursores biossintéticos a célula.

Outra via possivel € a da caprolactona (CLO), encontrada na presenca de
PA que teve sua estrutura modificada ou formulada como um copolimero de
poli(caprolactama-co-¢-caprolactona). A CLO ¢é degradada inicialmente por
hidrdlise enzimatica, catalisada por lipases e esterases, que quebram suas
ligacbes éster, convertendo-a em acido 6-hidroxicapréico (6-HCA). Apds a
degradagao inicial, tanto o 6-ACA, derivado da CLA, quanto o &cido 6-
hidroxicaproico, da CLO, entram em processos metabodlicos microbianos. O 6-
ACA é convertido em acido gama-aminobutirico (GABA) por acao de desaminases
e amidases, enquanto o acido adipico, derivado da CLO, é transformado em
succinato e acetil-CoA. Ambos o0s compostos entram no ciclo de Krebs,
culminando na geragcao de ATP e metabdlitos essenciais para o crescimento
celular, o que reforca a eficiéncia microbiana na reciclagem de poliamida
(Sasanami et al., 2022).

Entretanto, apesar do potencial da biodegradacao, sua eficiéncia ainda
enfrenta desafios como a alta estabilidade quimica da PA, a dependéncia de
condicbes ambientais especificas e a escassez de micro-organismos
especializados na sua degradacgao (Carniel et al., 2024). Para contornar essas

limitagbes, avangos biotecnolégicos surgem como alternativas promissoras,
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incluindo engenharia metabolica e genética, além desses processos inovadores
de bioconversao de plasticos, como a transformagéo de residuos plasticos em
PHAs, biopolimeros biodegradaveis que representam uma alternativa sustentavel
aos plasticos convencionais (De Witt et al., 2025; Sohn et al., 2021; Johnston et
al 2019).

4.3 Producao de Polihidroxialcanoatos e bioconversao de poliamida

Os PHAs sao poliésteres microbianos naturais sintetizados como polimeros
de reserva energética e formados pela polimerizacdo de 3-hidroxialcanoatos,
compostos que possuem uma estrutura quimica basica composta por uma cadeia
alifatica de carbono, um grupo hidroxila (-OH) e um grupo carboxila (-COOH),
unidos por ligagdes éster (Figura 4). A variagao estrutural do radical alquila (R) nos
mondmeros determina propriedades como flexibilidade, cristalinidade e
biodegradabilidade. Os PHAs séao classificados em trés categorias: (i) cadeia curta
(SCL-PHA), com 3 a 5 atomos de carbono, como o poli(3-hidroxibutirato) (PHB);
(i) cadeia média (MCL-PHA), com 6 a 14 atomos de carbono como o poli(3-
hidroxioctanoato) (PHO); (iii) cadeia longa (LCL-PHA), com mais de 14 atomos de
carbono (Reddy et al., 2022). A estrutura molecular dos PHAs influencia
diretamente suas propriedades fisico-quimicas, como ponto de fusao, resisténcia
mecanica e biodegradabilidade. Enquanto os PHAs mais cristalinos, como o PHB,
apresentam caracteristicas semelhantes ao PP, enquanto os menos cristalinos,
como o PHO, possuem comportamento mais elastico, semelhante ao de
elastdmeros. Essa flexibilidade estrutural permite que os PHAs sejam adaptados
para diversas aplicagdes, desde embalagens biodegradaveis até dispositivos
meédicos, consolidando-se como uma alternativa sustentavel aos plasticos

convencionais (Winnacker, 2019 ).
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Figura 4. Estrutura quimica geral dos polihidroxialcanoatos (PHAs), representando a
unidade monomérica basica formada por um radical alquila variavel (R), uma cadeia alifatica
(CH3)x e um grupo éster. A variagdo na natureza do radical R e no comprimento da cadeia lateral
influencia diretamente as propriedades fisico-quimicas do polimero, como cristalinidade,
flexibilidade e biodegradabilidade (WINNACKER, 2019).

A biossintese dos PHAs ocorre por diferentes vias metabdlicas (Figura 5),
conforme a espécie bacteriana e o substrato disponivel (Sagong et al., 2018). A
via mais comum € a do acetil-CoA, caracterizada pela conversado de acetil-CoA
em PHB, como descrito em Cupriavidus e Alcaligenes (Chen & Jiang, 2018;
Cavalheiro et al., 2012; Gaur et al., 2021). A B-oxidacado de acidos graxos gera
intermediarios como o 3-hidroxiacil-CoA, utilizados na sintese de MCL-PHA,
especialmente por bactérias como Pseudomonas putida e Alcaligenes
denitrificans. Além disso, a via do butanoato, a partir de acetil-CoA e acido butirico,
também leva a formacéao de (R)-3-hidroxibutiril-CoA e posterior produgdo de PHB
ou PHBV. A via de biossintese de acidos graxos, por sua vez, permite a formagao
de precursores como (R)-3-hidroxibutiril-ACP a partir de substratos como glicose,
Oleos e acidos graxos, sendo mais uma rota alternativa para a sintese de PHA.
Finalmente, a via do propionato/succinato permite a produgdo de PHBV (poli(3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato)), um copolimero com melhores propriedades
mecanicas, sintetizado por Bacillus megaterium e Cupriavidus necator a partir de
substratos como acido propanoico e acido valeriano (Assis et al., 2016; Yan et al.,
2007).

A bioconversao de polimeros sintéticos em PHAs tem sido amplamente
estudada como uma alternativa sustentavel para a reciclagem de plasticos e a
producao de biopolimeros biodegradaveis. Esse processo ja foi descrito para
materiais como PP e outros hidrocarbonetos derivados do petrdleo, de modo que
microrganismos como Cupriavidus necator e Pseudomonas putida utilizam

residuos oxidados desses plasticos como fonte de carbono para a biossintese de
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PHAs (Witt et al., 2025; Sohn et al., 2021; Johnston et al 2019). Além disso, foi
relatado que algumas bactérias podem converter lignina e compostos aromaticos
em PHAs, indicando que polimeros complexos podem ser metabolizados por vias
microbianas especificas (Li, 2020).

Embora a bioconversdo da PA em PHAs ainda nao tenha sido descrita na
literatura, a viabilidade dessa pode ser considerada, uma vez que a degradagao
da PA pode gerar intermediarios assimilaveis pelos microrganismos produtores de
PHAs. Adicionalmente, estudos mostram que algumas bactérias, como
Alcaligenes faecalis, conseguem degradar PA6 e metabolizar caprolactama, um
mondmero da poliamida (Oulidi et al., 2022). Produtos dessa degradagédo, como
6-aminocaproato e acido adipico, podem entrar no ciclo do acido tricarboxilico
(TCA) e se conectar com vias metabdlicas conhecidas para a sintese de PHAs
(Ackermann et al., 2021; Oh et al., 2024). Assim, microrganismos capazes tanto
de degradar poliamida como de produzir PHAs poderiam, teoricamente, converter
residuos de PA em biopolimeros, o que representa uma importante perspectiva
para futuras pesquisas na area da reciclagem biotecnolégica e produgéo

sustentavel de plasticos biodegradaveis.

4.4 O Potencial biotecnholégico do género Alcaligenes

O género Alcaligenes pertence a familia Alcaligenaceae, dentro da classe
Betaproteobacteria, e inclui bactérias Gram-negativas, aerdbias, moveis por
flagelos peritricosos e nao-esporulantes. Configuram bactérias ubiquas, que
podem ser encontradas em solos, ambientes aquaticos e efluentes industriais.
Suas principais espécies sao Alcaligenes faecalis, Alcaligenes latus, Alcaligenes
denitrificans e Alcaligenes aquatilis. Além da versatilidade metabdlica,
caracterizada pela capacidade de degradar compostos toxicos, metais pesados e
hidrocarbonetos, esse género também destaca-se pela sua capacidade de
produzir PHAs (Kanzariya et al., 2023).

Estudos experimentais demonstraram que Alcaligenes eutrophus
(atualmente Cupriavidus necator) pode produzir PHB quando cultivado em
diferentes fontes de carbono e nitrogénio, sendo a frutose o substrato mais
eficiente para essa produgao (Aramvash & Aghjeh,ass 2015). Ja Alcaligenes latus

apresentou elevada sintese de PHA quando cultivado em caldo de cana-de-
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acucar em fermentacdo repetida, evidenciando sua viabilidade industrial
(Singhaboot & Kaewkannetra, 2015). Modelos matematicos de cinética de
crescimento aplicados a estirpe Alcaligenes sp. NCIM 5085 mostraram que essa
bactéria pode utilizar residuos da industria agcucareira como fonte de carbono para
a producéo eficiente de PHAs (Kanzariya et al., 2023). Essas evidéncias reforgcam
a relevancia biotecnologica de Alcaligenes, nao apenas na produgao de
biopolimeros, mas também na valorizagao de residuos industriais, tornando-o um
organismo promissor para a bioconversao sustentavel de substratos diversos.

Em paralelo a producdo de PHAs, esse género também demonstra
potencial para a degradacdo de PA. Estudos experimentais indicam que
Alcaligenes faecalis € capaz de degradar caprolactama, o que sugere que essa
bactéria pode atuar na biorremediacdo de residuos industriais e efluentes
contaminados com compostos derivados da PA (Oulidi et al., 2022;). Em analises
genbmicas foram identificados genes envolvidos no metabolismo de
hidrocarbonetos aromaticos, indicando que essa espécie apresenta mecanismos
para a degradacéo de polimeros sintéticos complexos (Singh et al., 2017).

Dessa forma, embora a conversao direta de PA em PHAs por Alcaligenes
ainda nao tenha sido descrita, sua capacidade de produzir PHAs e seu potencial
para degradar PA sugerem a presenga de um aparato metabodlico com potencial
para converter polimeros sintéticos em biopolimeros biodegradaveis, conforme
descrito no topico 2.3. Assim, este estudo tem como objetivo investigar e
caracterizar as vias metabdlicas envolvidas nesses processos na estirpe
Alcaligenes sp. PE 187, isolada de plasticos descartados em solos do Cerrado por
Peixoto (2013), por meio de analises gendmicas e da avaliagdo experimental da
sua capacidade de metabolizar PA como unica fonte de carbono. A identificagao e
compreensao dessas vias possibilitardo aplicagdes biotecnoldgicas inovadoras na
bioconversao de residuos plasticos, na producédo de biopolimeros de alto valor
agregado e no desenvolvimento de estratégias sustentaveis para o

aproveitamento desses materiais.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Isolamento e cultivo da bactéria Alcaligenes sp. PE 187

5.1.1 Isolamento de Alcaligenes sp. PE 187

A estirpe bacteriana Alcaligenes sp. PE 187, utilizada neste estudo, foi
isolada de residuos plasticos com evidéncias macroscopicas de degradagao
coletados em solos do bioma Cerrado. O isolamento foi realizado conforme
descrito por Peixoto (2013). Plasticos degradados, encontrados na regido da
Chapada dos Veadeiros, foram coletados e os microrganismos aderidos foram
removidos por lavagem em solugdo salina estéril (NaCl 0,9%). A suspensao
resultante foi inoculada em placas de agar contendo diferentes meios de cultura
(Nutrient Broth (NB), R2A, Czapek-Dox, Middlebrook e Marine Broth)
suplementados com 1,5% de agar (Acumedia, EUA). As culturas foram incubadas
a 28°C por 7 dias para isolamento e selegdo dos microrganismos colonizadores
desses residuos.

Ap0s a incubagéo, colénias morfologicamente distintas foram selecionadas
e repicadas para obtencdo de culturas puras. O DNA genémico foi extraido
utilizando o kit Wizard SV Genomic DNA Purification System Quick Protocol
(Promega) com adaptacbes para a extracdo de DNA bacteriano. O protocolo
incluiu a adi¢cao de 200 pL de H,O milli-Q e 20 uL de lisozima (20 mg/mL), seguida
de incubacéo a 37°C por 1 hora. Para otimizagéo da lise celular, foram inseridas
0,2 g de glass beads e a mistura foi agitada no Fast Prep (MP Biomedicals) por
40 segundos. A centrifugacao foi realizada a 10.000 x g por 1 minuto para remogao
de debris celulares.

O fragmento do DNA, relativo ao gene 16S rRNA, foi amplificado por PCR,
seguido de sequenciamento foi pela plataforma Sanger, conduzida pela empresa
Macrogen Inc. (Coreia do Sul). As sequéncias obtidas foram comparadas com o
banco de dados NCBI/GenBank/RDP para identificacdo taxonémica. Os géneros
identificados como potenciais degradadores de polimeros sintéticos foram
cultivados em meio minimo suplementado com 1% de 6leo mineral como Unica
fonte de carbono. Os isolados que apresentaram crescimento foram cultivados em

meio liquido até atingirem a fase estacionaria de crescimento. As células foram
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entéo coletadas por centrifugacdo a 7.000 x g por 5 minutos e ressuspendidas em
solugao de glicerol 15% estéril para o posterior estoque em criotubos a -80°C para

conservagao a longo prazo.

5.1.2 Condicoes gerais de cultivo

O cultivo inicial, assim como todos os posteriores, foi conduzido em meio
sélido nutritivo NA (Nutrient Agar, KASVI) preparado conforme as instrugbes do
fabricante, e em meio liquido nutriente (Nutrient Broth, NB), composto por 5 g de
peptona e 3 g de extrato de carne por litro (KASVI). A estirpe bacteriana foi
inicialmente cultivada em NA por 48 horas a 30°C para a visualizagao das colénias
isoladas e das caracteristicas fenotipicas antes da preparacao dos pré-inoculos.
Os pré-indculos, utilizados nos experimentos, foram preparados de maneira
padronizada pela transferéncia de uma colbnia isolada em placas de NA para 5
mL de NB, seguido da incubag¢do a 30°C sob agitagdo de 180 rpm por 24 horas.
A manutencao da estirpe em cultura foi realizada de maneira periédica em meio
NA, com incubacéo por 24 a 48 horas a 30°C em estufa bacterioldgica. Para evitar
perdas devido a contaminagdes ou falhas técnicas, foram preparadas trés

culturas-estoque a cada ciclo de manutencéo.

5.2 Caracterizagao morfolégica da Alcaligenes sp. PE 187

Para a caracterizagdo morfolégica das colonias de Alcaligenes sp. PE 187,
as culturas foram cultivadas em meio NA e incubadas a 30°C por 48 horas. Apés
esse periodo, as colénias foram avaliadas visualmente sob iluminagao direta e
indireta, considerando critérios como formato, contorno, relevo, textura e
coloragdo. As caracteristicas observadas foram registradas e documentadas por
meio de fotografias, permitindo o acompanhamento detalhado e a realizagédo de
comparagoes futuras.

A analise morfolégica das células bacterianas foi conduzida por MEV a
partir de culturas preparadas conforme o protocolo de pré-indculo descrito
anteriormente. As células foram recuperadas por centrifugagao a 5000 xg por 10
minutos a 4°C e lavadas trés vezes com tampao salino de fosfato 1X (PBS). O

processo de fixagao celular foi realizado em duas etapas: inicialmente, as células
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foram incubadas em solugdo de Karnovsky, composta por 2% (v/v)
paraformaldeido, 2% (v/v) glutaraldeido, 3% (p/v) sacarose e 0,05 M tampao
cacodilato. Em seguida, foi aplicada uma solugéo de tetroxido de 6smio a 1% (p/v)
para assegurar a preservacdo estrutural. Apdés a fixagcdo, as células foram
aderidas a laminulas tratadas com poli-L-lisina, submetidas a um processo de
desidratagdo gradual com concentragdes crescentes de acetona (v/v 50%, 70%,
90% e 100%) e secas em ponto critico com CO,. Para aumentar a condutividade
elétrica e melhorar a qualidade da imagem, as amostras foram revestidas com
uma fina camada de ouro. A visualizagdo das estruturas celulares foi realizada no
microscopio eletrénico de varredura JEOL JSM-7001F (JEOL Ltd., Téquio, Japao).

5.3 Amplificagado e sequenciamento do gene 16S rRNA

O DNA gendmico foi extraido de culturas puras de Alcaligenes sp. PE 187,
cultivadas em meio NB a 30°C por 48 horas. O cultivo foi centrifugado a 5000 x g
por 5 minutos a 4°C, e o DNA total foi extraido utilizando o Bacteria DNA
Preparation Kit (CELLCO), conforme as instru¢des do fabricante. A qualidade e a
integridade do DNA extraido foram avaliadas por eletroforese em gel de agarose
1% (v/v) em tampé&o TBE 0,5X (0,05 M Trizma base, 0,05 M acido bérico e 0,001
M EDTA), utilizando o marcador de massa molecular 1 kb DNA ladder (Invitrogen).

A amplificacdo do gene 16S rRNA foi realizada por meio da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) utilizando os primers universais 27F (5-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e 1492R (5-TACGGCTACCTTGTTACGAC-
3’). Areacao de PCR foi preparada em um volume final de 20 pL, contendo 1-2 ng
de DNA total, tampéao de reagéo 10X, 1,5 mM de MgCl,, 0,5 uM de cada primer,
0,2 mM de dNTPs e 1U de Taq DNA polimerase (Invitrogen). A amplificagao foi
conduzida em um termociclador sob as seguintes condi¢des: desnaturagao inicial
a 95°C por 3 minutos, seguida por 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, 55°C por
30 segundos e 72°C por 1 minuto, com elongacéo final a 72°C por 5 minutos. O
produto amplificado foi visualizado em gel de agarose 0,8% (v/v) em tampao TBE
0,5X e purificado utilizando o QlAquick PCR Purification Kit (QIAGEN), seguindo
as recomendacoes do fabricante.

O sequenciamento do gene 16S rRNA foi realizado por meio da plataforma

Sanger pela empresa Macrogen (Seul, Coreia do Sul), com 0s mesmos primers
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empregados na amplificagdo. As sequéncias obtidas foram analisadas no software
FinchTV (v1.4.0) (Geospiza Ink), e a qualidade foi avaliada pelo célculo do mean
Phred score utilizando-se Biopython. Bases de baixa qualidade (Phred < 30) foram
removidas, e a sequéncia consenso foi gerada pelo software Tracy. A filogenia foi
inferida a partir da sequéncia consenso, utilizando-se método Maximum Likelihood
(ML) com 1000 repeticoes de bootstrap para estimar a robustez dos
agrupamentos. Foram incluidas sequéncias de referéncia do género Alcaligenes
e sequéncias outfgroup extraidas do banco de dados GenBank (NCBI). O
alinhamento das sequéncias foi realizado no MEGA12 (Tamura et ak., 2021),
através do algoritmo ClustalW (Larkin et al., 2007), e o cladograma de similaridade
foi construido por meio do mesmo software, empregando-se o modelo de

substituicdo Kimura 2-parameter (K2P).

5.4 Analises Genomicas

5.4.1 Sequenciamento, montagem e anotacdo do Genoma

O DNA gendmico utilizado para o sequenciamento completo do genoma foi
extraido conforme descrito na Sec¢ao 5.3. A qualidade e integridade do DNA foram
avaliadas por eletroforese em gel de agarose 0,8% com tampao TBE 0,5X (0,05
M Trizma base, 0,05 M &acido bérico e 0,001 M EDTA), utilizando o marcador
molecular 1 kb DNA Ladder (Invitrogen). O sequenciamento foi realizado pela
empresa Macrogen (Seul, Coreia do Sul) em duas plataformas: /llumina, seguindo
o protocolo TruSeq Nano DNA Sample Preparation (2 x 300 pb paired-end reads),
e PacBio, utilizando o protocolo Sequel lle, baseado na tecnologia HiFi Reads.

A montagem do genoma seguiu uma abordagem hibrida, combinado os
dados de short e long-reads referentes as plataformas /llumina e PacBio,
respectivamente, conforme o pipeline descrito por Derakhshani et al. (2020).
Inicialmente, as reads curtas de /llumina passaram por controle de qualidade por
meio da ferramenta FastQC (v.0.11.7) (Andrews, 2010), seguido da remoc¢ao de
adaptadores e filtragem com Trimmomatic (v.0.39) (Bolger et al., 2014).
(parametros  utilizados: ILLUMINACLIP:adapters.fa:2:30:10 LEADING:3
TRAILING:3 SLIDINGWINDOW:4:15 MINLEN:50). Apds essa etapa, as
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sequéncias foram analisadas utilizando-se a ferramenta FastQC a fim de garantir
adequacao as analises subsequentes.

Paralelamente, os dados de PacBio foram mapeados contra os contigs
gerados a partir das reads curtas utilizando minimap2 v2.1.1 (Li, 2018), com a
opgao -ax map-pb, adequada para o alinhamento de sequéncias longas. As reads
longas foram filtradas utilizando o software Filtlong (v.0.2.0), mantendo-se os 90%
de maior qualidade, com um limite total de 500 Mbp de dados. Fragmentos
menores que 2 kb foram removidos para garantir a qualidade na montagem.

A montagem hibrida foi conduzida em duas etapas principais.
Primeiramente, as reads curtas de /llumina foram montadas de forma preliminar
por meio do software Unicycler (v.0.4.8) (Wick et al., 2017), gerando um conjunto
de contigs de alta qualidade. Em seguida, as reads longas de PacBio, previamente
filtradas, foram combinadas aos contigs gerados por meio do Unicycler. Os
resultados foram submetidos a montagem final com Flye (v2.9.5) (Kolmogorov et
al., 2020). Essa montagem foi entao refinada por multiplas rodadas de polimento
utilizando-se o software Pilon v1.23 (Walker et al., 2014) em conjunto com as
reads curtas de /llumina. O alinhamento das reads curtas contra a montagem foi
realizado com bwa mem v0.7.17 (Li, 2013), seguido da conversdo dos arquivos
SAM para BAM por meio do software Samtools v1.7 (Danecek et al, 2021).

Aidentificacéo e separagao dos genomas foram feitas por meio do software
MetaBAT2 (v2.15.3), utilizando um cutoff de 1500 pb para contigs, o que resultou
na formacgao de dois bins distintos. O bin2, correspondente a estirpe Alcaligenes
sp. PE 187, foi selecionado para as analises posteriores. A qualidade da
montagem hibrida foi avaliada por meio dos softwares CheckM (v.1.1.3) (Parks et
al., 2015) e QUAST (v.5.0.2). O CheckM foi utilizado para estimar a completude e
a contaminacdo do genoma reconstruido, enquanto o QUAST para analisar as
meétricas como N50, numero total e tamanho médio dos contigs e percentual de
GC. Adicionalmente, a completude do genoma foi reforgada através de analise
pelo na ferramenta BUSCO (v.5.8.2) (Mabbi et al., 2021). A anotagdo genémica foi
feita por meio do software Prokka (v.1.14.6) disponivel no ambiente Galaxy (Afgan

et al, 2016; Semmann, 2014), com base no banco de dados RefSeq.
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5.4.2 Classificacdo taxonémica da linhagem com base na hibridizacdo digital de

DNA e identidade média de nucleotideos

A classificacdo taxondmica da linhagem Alcaligenes sp. PE 187 foi
realizada por hibridizacao digital de DNA (dDDH) na plataforma TYGS — DSMZ,
utilizando-se o método Genome BLAST Distance Phylogeny (GBDP), que calcula
a distancia intergenébmica com base em alinhamentos de alta pontuagao (high-
scoring pairs — HSPs). A estimativa da dDDH foi feita a partir de trés formulas
distintas: (i) dO (GGDC formula 1), que calcula a propor¢gédo do comprimento total
dos HSPs em relagdo ao tamanho do genoma; (ii) d4 (GGDC formula 2), que
determina a soma das identidades nos HSPs dividida pelo tamanho total dos
HSPs; e (iii) d6 (GGDC formula 3), que calcula a soma das identidades nos HSPs
dividida pelo tamanho total do genoma. Como critério para definigdo em nivel de
espécie, foi adotado o limiar de = 70% de dDDH, conforme estabelecido na
literatura.

A classificagao final foi determinada com base nos valores de dDDH, de
modo a se obter a identidade da estirpe bacteriana sequenciada. Além da
classificagdo taxonémica, a relagdo evolutiva da bactéria foi inferida com maior
resolugao por meio da analise de genes ortologos e da reconstrugéo filogenémica
por meio da inferéncia de maxima verossimilhanga, conforme descrito no item
4.5.3.

5.4.3 Analise filogenbémica

A analise filogenémica foi realizada a partir da identificacdo de genes
ortdlogos entre Alcaligenes sp. PE 187 e linhagens de referéncia. Os ortélogos
foram identificados utilizando-se o software OrthoFinder v2.3.3 (Emms & Kelly,
2019), que implementa o algoritmo DIAMOND para a comparagao de sequéncias
proteicas e agrupamento em familias ortélogas. Apenas os genes ortdlogos
compartilhados por todas as linhagens foram selecionadas para inferéncias
posteriores. As sequéncias foram alinhadas por meio do software MAFFT (v7)
(Katoh & Standley, 2013) no modo L-INS-i. As sequéncias de escore de

alinhamento foram removidas empregando-se da fungdo automatizada -
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automated 1 do software TrimAl v1.4 (Capella-Gutiérrez et al., 2009) e
concatenadas para aumentar a acuracia da inferéncia filogenética.

O cladograma de similaridade foi construido utilizando-se o software
FastTree v2.1 (Price et al., 2009), por meio do modelo de substituicdo
JTT+GAMMA, que considera heterogeneidade na taxa de evolugédo entre sitios.
O suporte estatistico dos agrupamentos foi avaliado com base nos valores de
bootstrap, utilizando-se membros do género Escherichia como outgroup para o
enraizamento da arvore. A visualizagdo e a edigao da topologia foram realizadas

por meio do software MEGA 11.

5.4.4 Caracterizacao fenotipica in silico

A predicao fenotipica in silico foi realizada utilizando-se o software Traitar
(Microbial Trait Analyzer), que inferiu 67 caracteristicas fenotipicas a partir de
sequéncias genbmicas, com foco em metabolismo, motilidade e toleréncia a
estresses ambientais (Weimann et al.,, 2016a). Os genomas das bacterias de
referéncia foram obtidos no banco de dados do NCBI e analisados em conjunto
com a estirpe A. faecalis PE 187. O Traitar implementa o software Prodigal v2.6.3
para a predicdo de genes e em seguida realiza a anotagdo funcional das
sequéncias de aminoacidos utilizando a base de dados Pfam (v. 27.0), por meio
de buscas conduzidas automaticamente pelo comando hmmsearch do software
HMMER v3.0, considerando um E-value < 1e-5 para a identificacdo de dominios
proteicos relevantes.

A determinacao das caracteristicas fenotipicas ocorreu por meio de dois
modelos preditivos complementares: (i) o modelo Phypat, baseado na presenca
ou auséncia de proteinas associadas a fenétipos previamente descritos em 234
espécies bacterianas, e (ii) o modelo Phypat + PGL, que incorpora informacdes
filogenéticas para considerar eventos evolutivos de ganho e perda de proteinas
relacionadas a caracteristicas fenotipicas. Os dados gerados pelo Traitar foram
visualizados por meio de heatmap construido por meio de scripts em R,
executados no ambiente RStudio, pelos pacotes viridis, heatmaply, ggplot2,
hrbrthemes e plotly (R Development Core Team, 2019; RStudio Team, 2021;
Wickham, 2009).

36



5.4.5 Analise comparativa de pangenoma

Para a analise do pangenoma, foram selecionados genomas classificados
como Acaligenes faecalis, obtidos na plataforma The integrated MiIcrobial
Genomes (IMG). A analise foi conduzida por meio do software PPanGGOLIN
(Gatreau et al., 2020), que utiliza um modelo probabilistico baseado em um grafo
de confiangapara classificar os core genes (295% das linhagens), shell genes (10—
95%) e cloud genes (<10%), conforme descrito por Blin et al. (2021). A
variabilidade gendmica e a similaridade entre as linhagens foram analisadas por
meio de um dendrograma e de uma matriz de presenga e auséncia de genes,
ambos gerados automaticamente pelo PPanGGOLIN. Esses dados foram

visualizados na forma de um heatmap.

5.4.6 Predicao de genes homdlogos associados a deqgradacdo de poliamida e

producédo de PHAs

Aidentificacdo de genes homodlogos associados a degradagéo de poliamida
e biossintese de PHA foi realizada por meio do software HMMER v3.3.2 (Eddy,
2011), utilizando Modelos Ocultos de Markov (HMMs). Para a construgdo de um
banco de dados HMM, foram coletadas do NCBI as sequéncias dos genes NylA,
NyIB, NyIC, PhaA, PhaB, PhaC, PhaR e PhaZ, previamente descritos na literatura
como genes relacionados a degradagao de PA e a biossintese de PHAs (Thuoc et
al., 2020; Duangsri 2023). As sequéncias foram alinhadas por meio do MAFFT, e
convertidas ao formato stockholm utilizando a ferramenta esl-reformat do pacote
Easel (HMMER). Aferramenta HMMBUILD foi utilizada para a construg¢ao de perfis
HMM a partir dos alinhamentos multiplos. Os perfis HMM gerados foram
empregados para a busca e identificacdo de genes homodlogos no genoma
anotado de Alcaligenes sp. PE 187, utilizando a ferramenta HMMSEARCH com
limiar de corte de E-value < 1e-20 e Bit Score = 50 (Viljakainen & Hug, 2021).
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5.4.7 Anotacdo funcional e predicdo de vias metabdlicas associadas a

degradacdo de PA e producdo de polihidroxialcanoatos

A anotacdo funcional do genoma foi realizada utilizando o software
METABOLIC-G (v4.0) (Zhou, 2022), por meio de comparagao com os bancos de
dados KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), dbCAN (anotagéo de
enzimas degradadoras de carboidratos) e MEROPS (proteases e peptidases),
garantindo ampla cobertura das fungdes metabdlicas preditas. O genoma de
Alcaligenes sp. PE 187 foi submetido ao KEGG Automatic Annotation Server
(KAAS) utilizando o método Bidirectional Best Hit (BBH) para visualizagao das vias
metabdlicas relacionadas a producdo de PHAs (butoanote metabolism) e

degradacgao de PA (caprolactam degradation).

5.5 Avaliagao do potencial de biodegradag¢ao da poliamida por Alcaligenes
sp. PE 187

5.5.1 Determinacéo das condicbes 6timas de pH e temperatura

Para determinar as condi¢des 6timas de crescimento de Alcaligenes sp. PE
189, foi realizada uma analise de curvas de crescimento bacteriano em
microplacas de 96 pocos, seguindo um protocolo adaptado descrito por Kurokawa
& Ying (2017). O experimento avaliou o crescimento da linhagem sob diferentes
condigdes de temperatura (26°C, 28°C, 30°C, 32°C e 37°C) e pH (5, 6, 7 e 8).
Para os cultivos, o meio NB foi ajustado para os respectivos valores de pH
utilizando HCI ou NaOH, esterilizado e mantido sob condicbes assépticas até o
momento da inoculagdo. O pré-indculo foi preparado conforme descrito no item
3.1.2 e a densidade optica a 600 nm (OD600) foi mensurada em
espectrofotdmetro (M3, Spectramax). As amostras foram diluidas em meio NB a
0,1 ODeoo, a fim de padronizar os inéculos para os experimentos. Cada pogo da
microplaca recebeu um volume final de 150 pL, composto por 135 uL de meio NB
com pH ajustado e 15 L do pré-inéculo diluido, correspondente a 10% do volume
final. Todas as combinacdes de pH e temperatura foram testadas em triplicata para

garantir a precisao e reprodutibilidade dos dados.
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Os ensaios foram conduzidos em um espectrofotdmetro SpectraMax M3
(Spectramax) programado para monitorar a ODeoo ao longo de 48 horas, com
medicOes periodicas realizadas a cada 1 hora. Antes de cada leitura, as placas
foram agitadas automaticamente por 5 segundos para homogeneizacdo da
cultura. Os dados coletados foram armazenados para as analises subsequentes.
Os valores brutos de ODeoo foram transformados em seus respectivos logaritmos
naturais (In(ODsoo)) para a inferéncia da fase exponencial do crescimento
bacteriano. Para cada tempo de leitura, foi calculada a média de In(ODeoo)
considerando todas as replicatas associadas a mesma condi¢cado experimental. A
taxa de crescimento especifica (p) foi determinada com base na variagao do
logaritmo natural da densidade 6ptica ao longo do tempo, de acordo com a
equacao:

AIn(OD)
At

O valor de y foi calculado individualmente para cada intervalo de tempo e,

#:

posteriormente, foi determinada a média de u para cada condigdo experimental.
O desvio padrao (o) da taxa de crescimento especifica foi calculado a partir da
disperséo dos valores de p dentro de cada conjunto experimental. A estabilidade
dos dados foi avaliada pelo coeficiente de variagédo (CV%), calculado conforme a
equacao:

o
CV% = (;) x 100

Além disso, foi calculado o tempo de duplicagao (td), que representa o
tempo necessario para a populacao bacteriana dobrar durante a fase exponencial

de crescimento, utilizando a equacgao:
In(2)
J7i

Por fim, a condigdo experimental que apresentou o maior valor de Y (Jmax)

td

foi identificada, bem como as condi¢cdes que resultaram nos menores valores de
CV%, permitindo a determinacdo dos parametros 6timos de crescimento para
Alcaligenes sp. PE 189.

A analise estatistica foi conduzida para avaliar a influéncia das variaveis

temperatura e pH sobre o CV% da linhagem. Inicialmente, a normalidade dos
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dados foi testada por meio do teste estatistico de Shapiro-Wilk, a fim de determinar
a adequacao dos dados para testes paramétricos ou nao-paramétricos. Tendo em
vista que os dados de CV% nao apresentaram distribuicdo normal, optou-se pelo
uso do teste de Kruskal-Wallis para verificar a existéncia de diferencas
estatisticamente significativas entre as condigdes de temperatura e pH. Quando
diferencgas significativas foram detectadas, o teste post-hoc de Dunn com corregao
de Bonferroni foi aplicado para identificar quais temperaturas apresentavam

distingdes relevantes.

5.5.2 Limpeza das vidrarias

Todas as vidrarias utilizadas nos cultivos restritivos em relagao a fontes de
carbono foram lavadas com SDS 10% (Sigma Aldrich, EUA) seguidas de 2
lavagens com etanol absoluto e 10 lavagens com H20 destilada. O material foi
deixado 12 horas em NaOH 0,5 M (Sigma Aldrich) e, consecutivamente, lavado
mais 10 vezes com H20 bidestilada. Em seguida, as vidrarias foram esterilizadas

em autoclave e separadas para uso posterior.

5.5.3 Desinfeccao dos filmes de poliamida

Os filmes de PA6 (BASF) submetidos a andlises foram padronizados em
formato quadrado, de 1cm por 1cm, e desinfetados com SDS 2% (Sigma Aldrich,
EUA) por 4 horas seguido de etanol 70% (Sigma Aldrich, EUA) por 4 horas e
lavados com agua destilada, conforme protocolo bem estabelecido (Orr et al.,
2004; Sivan et al., 2006). Esse procedimento permite a completa remocgao de
células microbianas e moléculas aderidas ou adsorvidas na superficie do material
sem que haja modificagbes fisico-quimicas e/ou estruturais no polimero. Com
isso, impede-se a interferéncia de debris celulares nos ensaios, cultivos e analises
(e.g. fontes de carbono vestigiais nos cultivos restritivos ou contaminantes em
analises espectroscopicas), garantindo maior confiabilidade aos resultados
obtidos.
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5.5.4 Cultivo em meio minimo mineral com filmes de poliamida

O isolado Alcaligenes sp. PE 187 foi cultivado em frascos de vidro
Erlenmeyer contendo 150 mL de meio de cultura minimo mineral (MMM) (Tab. 1)
(Pridham et al., 1948) e trés filmes de PA6 previamente desinfetados segundo o
protocolo acima descrito (item 5.5.3). Para tanto, os microrganismos foram
previamente inoculados em 5 mL de meio NA e cultivados a 28°C sob agitagcéo
(150 RPM) por 48 horas. Em seguida foram transferidos para novos frascos
contendo 150 mL de meio NA fresco, onde foram cultivados por 48 horas
aproximadamente. A cultura foi entdo centrifugada a 5.500 xg por 5 minutos e o
pellet celular foi resgatado, desprezando-se o sobrenadante. As células foram
lavadas 3 vezes consecutivas com MMM para a completa remogao de vestigios
do meio NA e ressuspendidas em 1 mL de solugéo salina (0,9% NaCl) estéril para
o posterior inéculo nos frascos de vidro contendo 150 mL de MMM suplementado
com filmes de PA, os quais foram mantidos a 28°C sob agitacdo de 150 RPM por
90 dias.

Tabela 1: Reagentes constituintes do meio de cultura minimo mineral (MMM) e suas

concentragoes.
Reagente Concentragao (g/L)
Sulfato de Amébnia 2,6400
Fosfato de Potassio monobasico 2,3800
Fosfato de Potassio dibasico 5,6500
Sulfato de Magnésio heptahidratado 1,0000
Sulfato de Cobre (ll) pentahidratado 0,0064
Sulfato de Ferro (I1) heptahidratado 0,0011
Cloreto de Manganés (ll) tetrahidratado 0,0079
Sulfato de Zinco heptahidratado 0,0015

5.5.5 Viabilidade e adeséao bacteriana aos filmes de PA

O isolado Alcaligenes sp. PE 187 foi cultivado em frascos de vidro

Erlenmeyer contendo 150 mL de meio de cultura minimo mineral (MMM) (Tab. 1)
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(Pridham et al., 1948) e trés filme de PAG previamente desinfetados segundo o
protocolo acima descrito (item 5.5.3). Para tanto, os microrganismos foram
previamente inoculados em 5 mL de meio NA e cultivados a 28°C sob agitagcéo
(150 RPM) por 48 horas. Em seguida foram transferidos para novos frascos
contendo 150 mL de meio NA fresco, onde foram cultivados por 48 horas
aproximadamente. A cultura foi entdo centrifugada a 5.500 xg por 5 minutos e o
pellet celular foi resgatado, desprezando-se o sobrenadante. As células foram
lavadas 3 vezes consecutivas com MMM para a completa remogéo de vestigios
do meio NA e ressuspendidas em 1 mL de solugéo salina (0,9% NaCl) estéril para
o posterior in6culo nos frascos de vidro contendo 150 mL de MMM suplementado
com filmes de PA, os quais foram mantidos a 28°C sob agitacdo de 150 RPM por
90 dias.

5.5.6 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

O perfil quimico dos filmes de PA previamente desinfetados foi acessado por meio
da técnica de espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
utilizando-se um sensor de reflectancia total atenuada (ATR-FTIR), na regido dos
numeros de onda entre 400 e 4.000 cm™ (infravermelho médio). Para tanto,
empregou-se o0 espectroscopio Nicolet iS10 FT-IR Spectrometer (Thermo
Scientific, EUA), a fim de investigar as modificagdes quimicas sofridas pelos filmes
de PA antes e depois dos tratamentos bibtico ou abidtico. Em cada filme de PA
foram realizadas 10 leituras do espectro em diferentes pontos da amostra.
As bandas de absorg¢ao dos espectros de IR foram analisadas comparativamente,
em busca da formacgéo de novos grupos funcionais (a partir de 1.300 cm™) e de
outras modificagbes quimicas induzidas pelos diferentes tratamentos (800 a 1300
cm™). O espectro de IR (do inglés, infrared) de filmes n&o-tratados foi utilizado
como padrao comparativo (controle negativo) durante as analises dos filmes

degradados.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Isolamento e caracterizagao da Alcaligenes sp. PE 187

A caracterizagao morfolégica das colbnias de Alcaligenes sp. PE 187
cultivada em meio NA apresentou colbnias circulares, esbranquicadas e
levemente convexas, com bordas relativamente arredondadas de textura irregular
(figura 1). Amicroscopia eletronica de varredura confirmou a morfologia bacilar da
estirpe bacteriana, com células flageladas medindo entre 0,5-1,0 ym de largura e
1,0-3,0 um de comprimento, distribuidas de maneira isolada ou em pequenos
agrupamentos (Figura 2). A observagao de flagelos confirma a motilidade dessa
bactéria, um fator adaptativo que permite a colonizagcdo de diferentes nichos
ambientais. Estudos conduzidos por Ray & Pattnaik (2024) indicaram que
Alcaligenes faecalis pode exibir diferentes padrdes de motilidade dependendo das
condi¢cdes do meio, o que pode estar relacionado a formagao de biofilmes e a

resisténcia a condi¢gbes adversas.

Figura 5. Coldnias de Alcaligenes sp. PE 187 cultivadas em meio NA (esquerda) e brilho

iridescente das colbnias sob iluminagao direta (direita).
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Figura 6. Micrografia obtida por MEV de Alcaligenes sp. PE 187, evidenciando células com
morfologia bacilar, extremidades arredondadas e dimensdes aproximadas de 0,5-1,0 ym de

largura por 1,0-3,0 yum de comprimento.

A analise taxondmica do gene 16S rRNA revelou uma identidade de 99,70%
com Alcaligenes faecalis strain NBRC 13111, sugerindo que o isolado pertence a
essa espécie. Além disso, a alta identidade com A. aquatilis (98,77%) e A.
ammonioxydans (98,85%) indica uma relagao filogenética proxima, o que pode
refletir similaridades metabdlicas e ecoldgicas entre essas espécies. O
cladograma de similaridade (figura 3) sugere que algumas linhagens de
Alcaligenes aquatilis, Alcaligenes ammonioxydans e Alcaligenes faecalis,
incluindo Alcaligenes sp. PE 187, pertencem a um mesmo clado monofilético. Isso
indica que essas linhagens compartilham um ancestral comum mais recente entre
si do que com outras espécies do género.

A identificagdo bacteriana com base no gene 16S rRNA é amplamente
utilizada na taxonomia bacteriana, e estudos indicam que uma similaridade acima
de 98,65% geralmente € aceita como critério para designagao de espécie (Chun
et al., 2018). No entanto, a resolugdo do 16S rRNA pode ser limitada para

diferenciar linhagens dentro de espécies estreitamente relacionadas. Por esse
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motivo, recomenda-se 0 uso de métodos complementares, como a analise de
identidade de nucleotideos médios (ANI) e do pangenoma, para maior preciséo
taxondmica (Rodriguez & Konstantinidis, 2018). Para uma confirmacao definitiva
da classificacdo taxondmica da linhagem de Alcaligenes sp. PE 187, foram
conduzidas analises filogendmicas e a caracterizagdo do pangenoma, permitindo

uma avaliagdo mais robusta da posigao taxonémica do isolado.

Alcaliganes aquativs POTIESED.1
Alcakiganes aqualils POTIE55T.1
Alcaligenes aquativs POTIESES.1
aqualiis POTIE5SE.1
Alcakipanes aqualils POTIE554.1
Alcakiganes ammonisxydans PO4IT349.1
[ Alcakgenes fascaks AB01759.1

0y b——— Alcoliganes fazcaky EUSE0255.1
Alcakiganes aqualiis POTIESES. 1

!.ﬂ.‘cﬁ' s sE. PE 167 I

Alcaliganes faecaks D 108821
—— Alcaliganes faecals AYEETOES.1
o i ammonisxydans POE2ETES. 1
Alcaliganes faecals AYE4B384.1
a5 Alcaliganes faecals AYB56043.2
15 Alcaliganes aquais MNE15058.1
9l = Alcalipenes squaliis MZT13000.1
L—— Aicalipares ammonisxydans PPATA447 1

1

71— Alcalipenes ammonioxydans POBEZ180.1
Alcafgenes squails MNOISIE2.1
Alcakganes ammonioxydans POETE104.1
i mmaniaxydans PO437339.1
Alcaligenes faecals LNETO27T A
fapcals KRE3M451.1
Alcalganes fagcals Ky D0S933.1
Alcaliganes ammoniarydans POEIEE2.1
Alcaiganas ammonisxydans POJEOERS. 1
Alcafgenes pakistanensis ONSGETIE
Alcafgenes aquanls OM43E132.1
Alcaiganes aqualiis NR_1D4077.1
Alcaigenes aquanlis MT103125.1
Alcakgenes agquanis POSETET0.1
a5 Alcaliganes ammeoniaxydans POGES136.1
27 Alcaliganes pakistanensis NR_145832.1
Alcakgenes pakisfanensis ABSI0RZE. 1
Alcaligenss pakistanensis MZ048017.1
o 13 Alcaliganes ammeniaxydans POEIE138.1
Alcalganes pakisfanensis OPE04210.1
a7 Alcaligenss pakistanensis ABDES00E.1
54 Alcaligenss pakistanensis PO499032.1
[ Alcakgenes ammonioxydans PO4E0EIZ.1
80— Alcalganes ammonioxydans DOBS1104.1
ammonisxydans PO4E0EES. 1
ammonisxydans OR342393.1

98 Bardeteil pertussis MR_025951.1
{ Bordeisils parfussis AFIBEETE.1
87 Achramabacter xylosoxidars LT223611.1
T'E Achromabacier xylosaxidans A Y753652.1
o9 Achramabacter sylpsaxidars LCS16084.1
Paracoecus denitrificans ¥ 188301

—
e |_|: Paracoccus denirificans NR115262 1
o3 Paracoccus denitrificans NROZE454.1

Figura 7. Cladograma de similaridade baseado na sequéncia do gene 16S rRNA da Alcaligenes
sp. PE 187 em contraste a outras estirpes do género Alcaligenes. A relagao evolutiva foi inferida

pelo método de maxima verossimilhanga (ML) com 1000 repeticdes de bootstrap.
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6.2 Analises Gendomicas

6.2.1 Qualidade e montagem do genoma

A montagem genOmica permite a caracterizacdo molecular de
microrganismos, possibilitando a identificacdo de genes, a organizagdo do
material genético e a inferéncia de suas fungdes metabdlicas (Reddy 2019). Com
esse objetivo o genoma da Alcaligenes sp. PE 187 foi montado e analisado. O
resultado revelou um unico contig com um tamanho total de 4.206.586 pares de
bases (bp) e um teor de GC de 56,75%. A qualidade da montagem foi avaliada
por diferentes métricas. O N50 estimado foi de 4.206.586 bp e o L50 igual a 1,
evidenciando a auséncia de fragmentacao. A completude genémica foi confirmada
pelo CheckM, que indicou 100% de completude e auséncia de contaminacéo.
Adicionalmente, a analise pelo BUSCO indicou que 100% dos genes essenciais
estavam presentes, sendo 99,2% em copias unicas e 0,8% duplicados.

A anotacdo genbmica conduzida pelo Prokka identificou 3.867 genes,
dentre os quais 3.798 sequéncias codificadoras de proteinas (CDS), 9 genes de
rRNA, 59 genes de tRNA e 1 um tmRNA. A caracterizacdo desses elementos
fornece informacgdes relevantes sobre o potencial metabdlico da bactéria e sua
organizacao genética. Estudos recentes indicam que diferentes estirpes de A.
faecalis apresentam variabilidade gendmica significativa, o que pode impactar
diretamente suas capacidades metabdlicas e adaptacdo ambiental (Pedrosa-Silva
& Venancio, 2023). Além disso, a profundidade de cobertura média do
sequenciamento foi de 418,89x, garantindo um alto grau de confiabilidade na
montagem e minimizando erros de sequenciamento (Han et al, 2023). A
organizagao estrutural do genoma da Alcaligenes sp. PE 187 e sua distribuicao

de genética podem ser visualizadas no mapa gendmico circular (figura 4).
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Figura 8. Mapa genfmico circular de A. faecalis PE 187. Os anéis externos
representam as CDS distribuidas nas fitas positiva e negativa do DNA, seguidos pela
distribuigdo dos genes de tRNA, rRNA e tmRNA. O grafico de variagdo do conteudo GC (anéis
pretos) e do viées de GC Skew (anéis verdes e roxos) auxilia na identificagdo de regides

relacionadas a replicagédo e organizagdo gendmica.

Os resultados obtidos estao alinhados com aqueles encontrados em outras
cepas do género, como A. faecalis PGB1 e A. faecalis subsp. phenolicus MB207,
reforcando sua identidade dentro do grupo (Lang et al., 2022; Basharat et al.,
2018). A alta profundidade de cobertura e o numero total de genes codificadores
anotados (3.798 genes) sugerem um repertorio metabolico completo, compativel
com caracteristicas previamente descritas para o género, incluindo resisténcia a
metais pesados e degradagdo de compostos organicos complexos (Basharat et
al., 2018; Pedrosa-Silva & Venancio, 2023). Esses achados indicam um potencial
biotecnoldgico relevante, especialmente para aplicagbes em biorremediacéo e
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bioconversdo de polimeros sintéticos em biopolimeros de interesse industrial
.(Lang et al., 2022;).

6.2.2 Analise filogenbémica da Alcaligenes sp. PE 187

Para consolidar a classificagdo taxondmica da A. faecalis PE 187 e
investigar suas relagdes evolutivas dentro do género, foi realizada uma analise
filogendmica comparativa. Com base no cladograma filogenémico (figura 5), a
estirpe agrupa-se dentro do clado de Alcaligenes faecalis, formando um ramo bem
suportado estatisticamente com diversas cepas previamente caracterizadas,
como A. faecalis DSM 30030, A. faecalis NBRC 13111 e A. faecalis ATCC 8750.
O alto suporte estatistico nesse agrupamento confirma sua relacéo filogenética
préxima com essas linhagens, reforgando sua identidade taxonémica. Além disso,
a A. faecalis PE 187 posiciona-se em um subclado especifico dentro do complexo
A. faecalis, sugerindo o compartilhamento de caracteristicas genéticas relevantes
com cepas dessa espécie bacteriana.

A clara separacao entre A. faecalis e espécies filogeneticamente proximas,
como A. pakistanensis e A. endophyticus, confirma a robustez dos métodos
utilizados. Estudos anteriores mostram que, apesar da similaridade genética,
essas espécies apresentam diferencas funcionais e ecoldgicas significativas,
resultantes de processos evolutivos distintos. Além da separagao intraespecifica,
a presenga de géneros relacionados no cladograma, como Bordetella e
Achromobacter, reforca a monofilia do género Alcaligenes e sua posigao
filogenética dentro da ordem Burkholderiales.

Os altos valores de bootstrap garantem a confiabilidade da inferéncia
filogenética, demonstrando a sustentagao estatistica dos agrupamentos. Por fim,
a utilizagdo de Escherichia coli como grupo externo permitiu o enraizamento do

cladograma, evidenciando a distancia evolutiva entre A. faecalis e outros
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membros da ordem Burkholderiales. Portanto, é seguro afirmar que a estirpe

analisada pertence a espécie Alcaligenes faecalis.
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Figura 9. Cladograma de similaridade baseado na analise filogendmica de Alcaligenes
faecalis PE 187 e linhagens correlatas. O cladograma foi construido utilizando genes
conservados entre as cepas analisadas. Os valores de bootstrap indicam o suporte estatistico
para cada agrupamento. A cepa PE 187 se agrupa em um clado bem definido junto a outras
linhagens de referéncia de A. faecalis, enquanto espécies proximamente relacionadas, como
A. pakistanensis e A. endophyticus, formam agrupamentos distintos. O género Escherichia

foi utilizado como grupo externo para o enraizamento da arvore
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6.2.3 Analise do Pangenoma

A analise do pangenoma de Alcaligenes faecalis PE 187 foi realizada com
o objetivo de investigar a diversidade e a proximidade gendmica dessa estirpe
com outras relacionadas, conforme identificado pela andlise filogenbémica. A
categorizagdo dos genes em grupos — core, shell e cloud — possibilita a
caracterizagdo da estrutura genémica e a identificagcdo de regides especificas
potencialmente associadas a processos adaptativos e fungbes metabdlicas
especializadas.

Os resultados evidenciaram uma distribuicdo bem definida dos genes nas
diferentes categorias. A representagdo do pangenoma foi realizada por meio de
graficos que ilustram a composicado génica das trés linhagens mais préximas de
A. faecalis PE 187 (Figura 6). Os genes persistentes (core genes), presentes na
maioria das estirpes, desempenham funcdes essenciais para a manutencao
celular e a viabilidade da espécie. Os genes intermediarios (shell genes), por outro
lado, estdo distribuidos em um subconjunto das linhagens e, frequentemente,
estao relacionados a mecanismos de adaptagdao ambiental, como resisténcia a
estresses fisicos e quimicos. Ja os genes variaveis (cloud genes) estao presentes
em menos de 10% das linhagens analisadas e, por serem adquiridos por
transferéncia horizontal, posem conferir vantagens adaptativas, como genes
envolvidos em fungdes especializadas ou interagdes especificas com o ambiente
(Gautreau et al., 2020). A proporcao entre essas categorias sugere que a estirpe
A. faecalis PE 187 possui um pangenoma relativamente estavel, mas com uma
fracao variavel que pode estar relacionada a adaptacdo a nichos ambientais

distintos.
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Figura 10. Distribuicdo do pangenoma de Alcaligenes faecalis PE 187 e outras duas
linhagens. Os graficos de pizza representam a proporgao de persistent genes ou core genes
(azul), shell genes (laranja) e cloud genes (verde), evidenciando a estabilidade gendmica da
linhagem PE 187 em comparagédo com as demais

A matriz de presenca e auséncia de genes, gerada pelo software
PPanGGOLIN (Figura 7), revelou um padrdo genémico altamente conservado
entre A. faecalis PE 187 e as linhagens mais proximas filogeneticamente. No
entanto, foram identificadas regibes do genoma com variabilidade,
particularmente em segmentos contendo genes acessorios e exclusivos da estirpe
PE 187. Esses genes, possivelmente relacionados processos metabdlicos
especificos, podem conferir vantagens adaptativas a espécie. Esses resultados
destacam a importadncia da analise pangenémica para a compreensao da
diversidade gendémica e da evolugcédo de linhagens bacterianas e seu potencial

para aplicagdes industriais e ambientais.
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Figura 11. Matriz de presenca e auséncia de genes no pangenoma de Alcaligenes faecalis PE 187 e linhagens correlatas. A matriz hierarquica exibe a distribuicao

alis_AEMZEIA4N301_COS_3335

Choud
I Shel
Persistent

|J:||_'r_—'—||—'—ll||—'—1l__]

—
[E—

—
[
[ ]
.
—

Multicopia

Presenga

Auséneia

dos genes em core, shell e cloud genomes, demonstrando a similaridade genémica entre as linhagens analisadas

52



6.2.4 Caracterizacdo Fenotipica in Silico

A predicdo fenotipica in silico permite comparar caracteristicas
metabdlicas e fisioldgicas entre microrganismos com base em seus genomas.
Com esse intuito, a analise preditiva de Alcaligenes faecalis PE 187 foi
realizada, de modo que os fendtipos com predicdo negativa em todas as
linhagens foram excluidos da representagao grafica (Figura 8). Os resultados
indicam que A. faecalis PE 187 apresenta um perfil fenotipico altamente
semelhante a A. faecalis ZD02, o que corrobora a proximidade filogendmica e
funcional dessas linhagens. Ambas demonstraram predi¢cées positivas para
catalase, oxidase e mobilidade, caracteristicas comuns em espécies do
género Alcaligenes (Pedrosa-Silva &Venancio, 2023). Essa similaridade
sugere sobreposicdo metabdlica significativa entre as linhagens analisadas,
especialmente no metabolismo de substratos e na resisténcia a condicdes
ambientais adversas.

A assimilacao de diferentes substratos revelou padrées distintos entre
as linhagens. A. faecalis PE 187 demonstrou predigdo positiva para
assimilacado de glicose e celobiose, indicando um metabolismo versatil em
relagdo a carboidratos. Aléem disso, a predicao positiva para a reducao de
nitrito a gas de A. faecalis PE 187 sugere uma potencial capacidade de
participagdo no ciclo do nitrogénio, caracteristica relevante para seu nicho
ecologico (Chen et al., 2021).

A auséncia de predicao para fatores de viruléncia como beta-hemodlise,
producao de coagulase e DNAse, reforca o carater nao patogénico dessa
estirpe, em contraste a linhagens clinicas frequentemente associadas a
infeccbes hospitalares. Esse achado é particularmente relevante para
aplicagdes biotecnoldgicas seguras, pois indica que a estirpe pode ser
explorada para biorremediagao e bioinoculagao com baixo risco de viruléncia
(Adabi et al., 2022). De fato, estudos recentes destacam o potencial de A.
faecalis na biorremediagcdo em virtude da sua capacidade de degradar
compostos organicos e promover a reciclagem de nutrientes em ecossistemas

naturais (Pedrosa-Silva &Venancio, 2023).

53


https://consensus.app/papers/alcaligenes-faecalis-a-bacterium-for-sustainable-ray-pattnaik/9b9b714774c256faa8eb927360b9087d/?utm_source=chatgpt
https://consensus.app/papers/alcaligenes-faecalis-a-bacterium-for-sustainable-ray-pattnaik/9b9b714774c256faa8eb927360b9087d/?utm_source=chatgpt

A predigédo positiva para lipase e mobilidade em A. faecalis PE 187
sustenta seu potencial envolvimento na degradagdo de compostos organicos
complexos, incluindo hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAHSs),
conforme descrito em outras linhagens do género (Singha et al., 2017). Além
disso, sua capacidade de assimilagdo de glicose e outros substratos pode
estar relacionada a producao de polihidroxialcanoatos (PHAs), polimeros
biodegradaveis de interesse industrial. Essas caracteristicas reforcam a
relevancia de A. faecalis PE 187 para aplicagdes biotecnoldgicas voltadas
tanto para a remediagao ambiental quanto para a bioproducao sustentavel de

polimeros.
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Figura 12. Mapa de predi¢ao fenotipica in silico de Alcaligenes faecalis PE 187. A matriz de calor exibe as diferengas entre os modelos Phypat e
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6.2.5 Predicdo de genes homologos associados a deqgradacédo de poliamida

e sintese de polihidroxialcanoatos

A identificacdo de genes homodlogos envolvidos na degradagao de
poliamida (PA) e na biossintese de polihidroxialcanoatos (PHAs) no genoma
de Alcaligenes faecalis PE 187 foi realizada por meio de Modelos Ocultos de
Markov (HMMs), utilizando o software HMMER v3.3.2. Foram utilizadas
sequéncias de referéncia dos genes nylA, nylB, nylC, phaA, phaB, phaC, phaR
e phaZ, previamente descritos na literatura, para a construcéo de perfis HMM.
Os genes da familia nyl estdo relacionados as etapas iniciais da degradagéo
da PA, enquanto os genes da familia pha compdem o aparato enzimatico
necessario a biossintese de PHAs, polimeros de reserva com potencial
aplicacao industrial como bioplasticos biodegradaveis (Negoro, 2021). Para a
busca por homologos, foram adotados como critérios de significancia um E-
value < 1e-20 e um Bit Score = 50, conforme estabelecido em estudos voltados
a triagem gendmica de genes funcionais em microrganismos ambientais
(Pappala, 2022). Embora valores de E-value abaixo de 1e-20 indiquem
confiabilidade estatistica na correspondéncia entre sequéncias, a
interpretacao funcional deve ser feita com cautela, especialmente para genes
com valores proximos ao limiar adotado, sendo recomendadas analises
complementares para confirmacgao funcional.

Dentre os genes analisados, nylA, que codifica a enzima 6-
aminohexanoato-ciclico-dimero hidrolase, e nylB, responsavel pela
codificacdo da 6-aminohexanoato-linear-oligbmero  hidrolase, foram
detectados no genoma da cepa com valores significativos de similaridade.
Essas enzimas atuam de forma sequencial na degradagao inicial da PAG,
promovendo a clivagem de seus oligbmeros ciclicos e lineares,
respectivamente (Negoro et al., 2000; Negoro, 2021). O gene PE_187_1660
apresentou a maior similaridade com nylA, com E-value de 3.8e-95, sugerindo
um forte potencial para degradagao de ciclodimeros derivados da PA. Outros
genes, como PE_187_887, PE_187_3509 e PE_187_480, também foram
identificados como possiveis homologos de nylA, com E-values de 3.2e-53 a
1.8e-36, valores que conferem boa confiabilidade quanto a homologia. Ja os
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homologos de nylB, como os genes PE_187_1232 (E-value de 1.5e-14) e
PE_187_1639 (E-value de 1.3e-13), apresentaram valores proximos ao limiar
minimo de corte adotado. Embora inferiores a 1e-10, o que os torna aceitaveis
na literatura, esses achados demandam atencgado, pois podem representar
variantes funcionais com menor conservacéo de dominio (Satoh et al., 2021).
Nenhum homdlogo de nylC foi identificado dentro dos critérios estabelecidos,
0 que pode estar relacionado a uma elevada divergéncia na sequéncia desse
gene entre diferentes espécies, conforme relatado por Negoro et al. (2023).
Assim, a auséncia de deteccao pode refletir limitacdes da ferramenta de busca
e nao a inexisténcia do gene no genoma analisado, sendo recomendadas
abordagens complementares, como transcritbmica ou expressao heterdloga,
para investigacao adicional.

Apesar dos genes nyl ndo terem sido previamente descritos em A.
faecalis, a presenca de nylA e nylB no genoma da estirpe A.faecalis PE 187
revela um potencial inexplorado para a degradacgao de PA. Estudos como o de
Gatz-Schrupp et al. (2020) e Negoro et al. (2021) mostraram a presenga dos
genes nylA, nylB e nylC em Pseudomonas sp. e Flavobacterium
sp. degradadoras de nylon. A enzima NyIC, codificada pelo gene nyIC de
Flavobacterium, foi otimizada estruturalmente por meio de simulagbes de
dindmica molecular e mutagdes sitio-dirigidas para melhorar sua eficiéncia na
degradagdo de poliamidas (Puetz et al., 2024). A descoberta de genes
relacionados a degradacao de poliamida em A. faecalis PE 187 indica um
potencial metabdlico ainda pouco descrito para essa espécie, justificando
estudos funcionais adicionais.

Em relagdo ao potencial de biossintese de PHAs, foram identificados
homodlogos com alta significancia para os genes phaA, phaB, phaC, phaR e
phaZ. O gene phaA (PE_187_879) codifica a p-cetotiolase, que catalisa a
condensagao de duas moléculas de acetil-CoA em acetoacetil-CoA; phaB
(PE_187_2637) codifica a acetoacetil-CoA redutase, que converte esse
composto em (R)-3-hidroxibutiril-CoA; e phaC (PE_187_2638) codifica a PHA
sintase, enzima chave para a polimerizagdo dos monémeros em polimeros
intracelulares (Chen & Jiang, 2018; Quach et al., 2022). Esses trés genes

compdem o nucleo funcional da via de biossintese dos PHASs, e seus E-values
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variando entre 7.8e-103 e 6.4e-179 indicam alta conservagdo funcional. O
gene phaR (PE_187_2636), que atua como regulador transcricional dessa via,
e phaZ (PE_187_1064), uma hidrolase responsavel pela degradagao
intracelular de PHAs, também foram identificados com E-values altamente

significativos.

Tabela 2. Genes homdlogos identificados no genoma de Alcaligenes faecalis PE 187
relacionados a degradagao de poliamida (NylA, NyIB) e biossintese de polihidroxialcanoatos
(PhaA, PhaB, PhaC, PhaR, PhaZ), com respectivos valores de E-value, Bit Score Referéncias

bibliograficas que embasam as fungdes previstas estido indicadas entre parénteses.

Gene ldentificado Rii?e?z:;a E-value Bit Score
PE_187_1660 NylA 3.8e-95 317.3
PE_187_887 NylA 3.2e-53 178.9
PE_187_3509 NylA 2.9e-48 162.6
PE_187_480 NylA 3.6e-46 155.7
PE 187 1232 NyIB 1.5e-14 51.5
PE 187 1639 NyIB 1.3e-13 48.4
PE_187 879 PhaA 1.4e-173 575.1
PE_ 187 2637 PhaB 7.8e-103 340.8
PE 187 2638 PhaC 6.4e-179 593.5
PE_187_2636 PhaR 3.1e-65 217.9
PE_187_1064 PhazZ 1.1e-27 94.8

A presenca simultdnea de genes funcionalmente associados a
degradagao da poliamida e a biossintese de PHAs no genoma de A. faecalis
PE 187 sugere a existéncia de um aparato metabdlico coordenado capaz de
converter residuos plasticos sintéticos em biopolimeros. Essa combinagao de
fungcdes € pouco descrita na literatura e destaca essa cepa como uma
candidata promissora para aplicagbes biotecnolégicas voltadas a

biorremediagao e a reciclagem bioldgica de materiais plasticos.
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6.2.6 Anotacao Funcional e Predicdo de Vias Metabdlicas

A analise funcional do genoma revelou a presenga de genes associados
a via de degradacgdo da caprolactama, relacionada a degradacdo de PAG,
conforme identificado no KEGG Mapper (figura 10). Foram detectadas
enzimas-chave envolvidas na conversao da caprolactama em intermediarios
metabalicos, os quais podem ser posteriormente integrados a outras vias,
como a de degradagcdo do benzoato. Esses resultados sugerem que
Alcaligenes faecalis PE 187 apresenta potencial para degradar poliamidas,
como o nylon-6, por meio de rotas metabdlicas especificas.

Foram identificados genes que codificam as enzimas DcaA
(EC:1.3.99.), DcaE (EC:4.21.17) e uma desidrogenase adicional
(EC:1.1.1.35), responsaveis pela conversdo de adipil-CoA em 3-oxo-adipil-
CoA, um intermediario posteriormente metabolizado em rotas secundarias.
Contudo, algumas enzimas pertencentes as etapas iniciais da via de
degradagao da caprolactama néao tiveram suas fun¢des completas detectadas
no genoma, o que pode sugerir que A. faecalis dependa da acéo de enzimas
extracelulares ou da interagcdo com outros microrganismos, em consorcio,
para completar a degradacao desse composto (figura 9).

Adicionalmente, a presenca de genes homodlogos a nylA e nyiB,
previamente identificados no genoma da estirpe, fortalece a hipétese de que
A. faecalis seja capaz de degradar oligdmeros derivados de poliamidas. Esses
genes codificam enzimas conhecidas por sua atuagdo na degradagao do
nylon, podendo atuar de forma sinérgica com as vias metabdlicas descritas,
ampliando a capacidade de degradagédo de polimeros sintéticos. Estudos
anteriores demonstraram que algumas bactérias sdo capazes de metabolizar
poliamidas mesmo na auséncia de uma via completa de degradagcao da
caprolactama. Nesse sentido, ja foi relatada a capacidade de Arthrobacter
citreus para converter caprolactama em acido 6-aminocapréico e acido
glutdmico (Baxi et al, 2019). Similarmente, Brevibacterium epidermidis

demonstrou capacidade de degradar tanto caprolactama quanto oligbmeros
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de nylon-6 (Esikova et al., 2023), enquanto Pseudomonas jessenii foi descrita
por ser capaz de metabolizar caprolactama mesmo na auséncia da via
metabdlica completa (Otzen et al., 2018).

Isso reforga a hipotese de que Alcaligenes faecalis PE 187, apesar da
auséncia de algumas fung¢des enzimaticas completas da via de degradagao
da caprolactama, pode empregar mecanismos alternativos ou enzimas ainda
nao caracterizadas para completar esse processo. Para validar essa hipotese,
foram realizadas culturas de Alcaligenes faecalis PE 187 utilizando a PA como
unica fonte de carbono e energia, a fim de avaliar a capacidade dessa estirpe

para degradar esse polimero.
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Figura 13 Reconstru¢do da via de degradagao da caprolactama identificada
em Alcaligenes faecalis PE 187. As enzimas destacadas em verde (EC)
correspondem a fungdes enzimaticas completamente identificadas no
genoma. As enzimas em vermelho indicam fungdes parcialmente
identificadas, enquanto aquelas em branco representam etapas da via nao
identificadas no genoma da cepa.

Em relacédo ao potencial de biossintese de PHAs a analise funcional do
genoma de Alcaligenes faecalis PE 187 revelou a presenca de genes
associados ao metabolismo do butanoato, conforme observado na
reconstrucdo dessa via metabdlica a partir dos dados gendmicos (Figura 9).
O metabolismo do butanoato esta diretamente relacionado a producgao e
degradacdo de compostos intermediarios que podem ser utilizados como
substratos para a sintese de PHAs, como acidos graxos de cadeia curta. A
biossintese desses biopolimeros ocorre a partir de precursores derivados do
metabolismo do butanoato, como acetil-CoA e acetoacetil-CoA, que alimentam
a rota de sintese do polihidroxibutirato (PHB). As enzimas codificadas pelos
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genes phaA, phaB e phaC, previamente identificados no genoma da estirpe,
atuam sequencialmente na conversao desses intermediarios em PHB, um dos
principais tipos de PHAs. A identificagdo desses genes-chave no genoma de
A. faecalis PE 187 reforca seu potencial capacidade de sintetizar PHAs a partir
de precursores derivados do metabolismo do butanoato, o que € consistente
com estudos anteriores que descrevem essa via como central para a produgao
microbiana de biopolimeros (De Eugenio et al., 2010; Urtuvia et al., 2018).

Nessa reconstrugdo da via metabdlica foram detectados genes que
codificam enzimas responsaveis pela conversdo de butanoato em
intermediarios do ciclo do acido citrico e da biossintese de PHAs, incluindo a
acetolactato sintase, 3-hidroxiisobutirato desidrogenase, aldeido
desidrogenase, além de outras enzimas-chave que atuam na conversio de
metabdlitos intermediarios em precursores para a sintese de PHAs. A
presenca dessas enzimas sugere que A. faecalis PE 187 pode metabolizar
acidos graxos derivados da degradacado de polimeros sintéticos, como a
poliamida. Essas evidéncias indicam que a bactéria pode utilizar fragmentos
resultantes da degradacédo da PA como fonte de carbono, direcionando-os
para vias centrais do metabolismo celular.

A regulagdo desses processos metabdlicos possivelmente é
influenciada por genes regulatérios como phaR e phaZ, identificados no
genoma da A. faecalis PE 187, que estdo envolvidos na sintese e na
degradagao dos PHAs (Zheng et al., 2020;). O gene phaR atua como
regulador transcricional da expressao dos genes de biossintese, enquanto
phaZ codifica a PHA depolimerase, responsavel pela degradag¢ao do polimero
quando necessario (ESCAPA et al., 2012; Alvarez-Santullano et al., 2021). A
presenca simultdnea desses genes sugere que a estirpe é capaz de ajustar
dinamicamente a producdo e degradacdo dos PHAs em resposta as
condigdes ambientais e a disponibilidade de substratos.

Com base na via reconstruida a partir dos genes identificados, é
possivel inferir que A. faecalis PE 187 tem a capacidade de utilizar ndo apenas
intermediarios classicos do metabolismo do butanoato, mas também produtos
oriundos da degradagao da poliamida (figura 10). Fragmentos derivados da

degradagdo enzimatica da poliamida poderiam ser convertidos em
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metabdlitos, tais como adipato

e caprolactama,

0S quais seriam

posteriormente direcionados para a sintese de acetil-CoA, integrando-se a via

do butanoato e, consequentemente, contribuindo para a biossintese de PHAs

(PARK et al., 2012).
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Figura 14. Reconstrucdo da via metabdlica do butanoato em Alcaligenes faecalis PE 187.
Em verde estdo indicadas as fungdes enzimaticas completas identificadas no genoma da
linhagem estudada; em azul, as fun¢des enzimaticas incompletas e em branco as funcbes
enzimaticas nao identificadas. As rotas metabdlicas destacadas mostram a converséo de
intermediarios, como acetil-CoA e acetoacetil-CoA, envolvidos diretamente na biossintese de
polihidroxialcanoatos (PHAS).

6.3 Avaliagcao do potencial de biodegradagdo da PA por Alcaligenes
faecalis PE 187

Para otimizar os cultivos de Alcaligenes faecalis PE 187 em MMM
contendo PA como unica fonte de carbono, foram conduzidos ensaios a fim de
determinar as melhores condi¢gdes de pH e temperatura. Este procedimento é
particularmente relevante para aplicagbes biotecnolégicas que visam a
maximizar o crescimento bacteriano e a garantir resultados confiaveis em

ensaios subsequentes (Rosso et al., 1995; Mohkam et al., 2020). Assim, a
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linhagem foi cultivada em placas de 96 pogos submetidas a diferentes
combinagbes de pH e temperatura.

Os resultados confirmaram que ambos os fatores influenciaram
significativamente sua taxa de crescimento especifica (u). O crescimento
6timo foi observado a 30°C e pH 8, condicao em que a bactéria apresentou a
maior taxa de crescimento (u = 0,292 h™") e o menor tempo de duplicagéo (fd
= 2,37 h). Em contraste, temperaturas mais baixas, como 26°C, foram menos
favoraveis, apresentando tempos de duplicacdo significativamente mais

longos (td = 24,43 h em pH 5) e, consequentemente, menor crescimento.
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Figura 15. Taxa de crescimento especifica média de Alcaligenes faecalis PE

187 em diferentes condigdes experimentais.
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Tempo de Duplicagao (td) por Condicao Experimental
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Figura 16. Tempo de duplicagéo de Alcaligenes faecalis PE 187 em diferentes
condi¢des experimentais.

A andlise do coeficiente de variagao (CV%) (figura 11) revelou que a
combinacgao de 28°C e pH 6 apresentou a menor dispersao entre as replicatas
(CV% = 15,29%), o que pode indicar maior estabilidade experimental. Ja as
condigdes extremas, como 26°C em pH 5, obtiveram os maiores valores de
CV% (441,08% para pH 7 a 26°C) e menor previsibilidade dos resultados. A
andlise estatistica confirmou que a temperatura acarretou um efeito
significativo sobre a taxa de crescimento (p = 0,0056, teste de Kruskal-Wallis).
O teste post-hoc de Dunn indicou que 26°C diferiu significativamente de 28°C
(p =0,015) e de 30°C (p = 0,032), mas néo foi observada diferenga estatistica
entre 28°C e 30°C (p = 0,241), sugerindo que ambas as temperaturas séao

adequadas para o crescimento 6timo da linhagem
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Coeficiente de Variacao (CV%) por Condicao Experimental
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Figura 17. Coeficiente de variagdo da taxa de crescimento especifica de Alcaligenes
faecalis PE 187 em diferentes condigbes experimentais. Valores elevados de CV%
indicam maior dispersao dos dados entre as replicatas, enquanto valores mais baixos
sugerem maior reprodutibilidade dos experimentos.

A comparacgao entre as condi¢goes de 30°C em pH 8 e 28°C em pH 6
destaca um aspecto relevante na escolha das condi¢gdes experimentais.
Enquanto a primeira condigédo favorece o crescimento mais rapido e € indicada
para a maximizacdo da biomassa, a segunda apresenta maior estabilidade
experimental e menor variabilidade nos dados, sendo recomendada para
experimentos que exigem maior reprodutibilidade, como ensaios de expressao
génica ou produgdo de metabdlitos secundarios (Mohkam et al., 2020). A
figura 11 permite a observagao da dispersao das condigcbes experimentais

considerando a temperatura, taxa de crescimento e tempo de duplicagao.
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Dispersao de Temperatura vs. Taxa de Crescimento (p)
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Figura 18. Dispersdo de Temperatura vs. Taxa de Crescimento Especifica (u) para
Alcaligenes faecalis PE 187. Cada ponto representa uma combinagdo especifica de
temperatura e pH testada. A cor dos circulos indica o pH da condi¢gao experimental, de acordo
com a barra de cores lateral (5.0 a 8.0). O tamanho dos circulos é proporcional ao tempo de
duplicagédo (td), sendo circulos maiores associados a tempos de duplicagdo mais longos. Os
maiores valores de J foram observados em temperaturas préximas de 30°C e pH 8, enquanto

as menores taxas de crescimento estdo concentradas em temperaturas mais baixas (26°C).

Com base nos resultados obtidos para a determinacédo das condi¢des
6timas de crescimento, foi possivel definir os parametros adequados para a
realizagao dos ensaios prolongados de cultivo em MMM suplementado com
PA como unica fonte de carbono. Considerando que o maior crescimento foi
observado a 30°C em pH 8 e que a maior estabilidade experimental foi
encontrada a 28°C em pH 6, essas condicbes foram selecionadas como

referéncia para o cultivo de Alcaligenes faecalis PE 187 em filmes de PA.
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6.3.1 Cultivo de Alcaligenes faecalis PE 187 em meio minimo mineral

contendo filmes de poliamida

Com base nos resultados referentes as condicoes 6timas de
crescimento, foi possivel definir os parametros adequados para a realizagéo
dos cultivos em MMM contendo PA como unica fonte de carbono.
Considerando que a maior estabilidade experimental foi encontrada a 28°C
em pH 6, essas condi¢des foram selecionadas para os cultivos posteriores de
Alcaligenes faecalis PE 187. Assim, essa bactéria foi cultivada em MMM
contendo filmes de PA por 90 dias, a fim de estimar a habilidade dessas células
de manterem-se viaveis apos longos periodos de cultivo. Para controle
negativo a estirpe também foi cultivada em MMM com Iamina de vidro (figura
16). De fato, foi possivel observar a completa colonizagédo dos filmes de PA,
além da vasta predominancia de células vivas em contraste a reduzida
evidéncia de morte celular (figura 15), ao contrario do resultado obtido no
controle negativo (figura 16). Ainda, esse resultado sugere a potencial
atitividade das enzimas NylA e NyIB, enzimas hidroliticas capazes de degradar

oligbmeros de PA cujos foram identificados no genoma da estirpe.
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Figura 19. Viabilidade celular de Alcaligenes sp. apds 90 dias de cultivo em MMM contendo
um filme de poliamida como unica fonte de carbono. As micrografias de fluorescéncia das
células coradas com os fluoréforos SYTO9® e iodeto de propideo (LIVE/DEAD baclight
bacterial viability kit, Invitrogen, USA) representam as células vivas em verde (+) e as mortas

em vermelho(-).
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Figura 20. Viabilidade celular de Alcaligenes sp. ap6s 30 dias de cultivo em MMM com Iamina
de vidro. As micrografias de fluorescéncia das células coradas com os fluoréforos SYTO9® e
iodeto de propideo (LIVE/DEAD baclight bacterial viability kit, Invitrogen, USA) representam
as células vivas em verde (+) e as mortas em vermelho(-).

Para confirmar a inducdo de modificagdes quimicas, estruturais e
morfoldgicas a PA, os filmes tratados com Alcaligenes sp. por 90 dias foram
submetidos a caracterizagao fisico-quimica por meio da utilizagdo de uma
abordagem espectroscopica. Essa avaliagcdo permitiu inferir se os
microrganismos aderidos a PA e viaveis na presenga deste polimero como
unica fonte de carbono e energia por tado longos periodos estavam, de fato,
utilizando o potencial energético contido na molécula deste. Para tanto, os
resultados obtidos para os polimeros bioticamente tratados foram comparados
a controles negativo, caracterizados por filmes de PA nao-tratados.

O perfil quimico dos filmes de PA tratados e nao tratados foi investigado
por meio de Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
por Reflectancia Total Atenuada (ATR-FTIR). A partir dessa técnica foi possivel
acessar a alteragédo da composigao quimica e a formagdo de novos grupos
funcionais nos filmes de PA em resposta ao tratamento biético. Os espectros
de infravermelho dos filmes de PA revelaram diferengcas entre os filmes

tratados e nao-tratados com Alcaligenes faecalis PE 187. (figura 17).

69



2.0

15

Absorbance Units
1.0

| W MMWWW |
Pl W V U

0.5

0.0

T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumber (cm)

Figura 21. Espectro de infravermelho (ATR-FTIR) dos filmes de poliamida incubados por 90
dias com Alcaligenes sp. (azul, verde e magenta) em contraste ao filme controle ndo-tratado
(vermelho). Os trés espectros dos filmes tratados apresentam os resultados para cada uma
das triplicatas bioldgicas analisadas.

A analise dos espectros de ATR-FTIR comparando os filmes de PA nao-
tratados e os tratados com Alcaligenes sp. revelou alteragbes quimicas
significativas, sugerindo um processo de degradagao parcial do material
polimérico. Os espectros foram normalizados para garantir uma comparagao
precisa entre as amostras. Observou-se uma reducado na intensidade das
bandas caracteristicas da poliamida, especialmente nas regides de 1650-1690
cm™' (Amida |, C=0), 1540-1580 cm™" (Amida I, N-H e C-N) e 1200-1300 cm™
(Amida Ill, C-N e N-H). Essa diminuigdo sugere uma possivel quebra das
ligacbes amida (-CONH-), principal estrutura do polimero, indicando que o
microrganismo promoveu a degradacdo da matriz polimérica. Além disso,
novos picos de absorgdo foram identificados na regidao entre 2250 e 2400
cm™, os quais ndo estavam presentes no espectro da PA controle. Esses
novos sinais podem ser atribuidos a formagao de grupos isocianato (-N=C=0)

e/ou grupos nitrila (-C=N), possivelmente resultantes da degradacao parcial a
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poliamida e da modificagdo quimica dos fragmentos poliméricos. O espectro
da PA biodegradada também apresentou um deslocamento global para cima
quando comparado ao controle, indicando que houve uma alteragdo na
superficie do material. Esse fendmeno pode estar relacionado a mudancas na
rugosidade do filme, modificagdo na estrutura quimica da superficie ou
redistribuicdo da matriz polimérica devido a agado enzimatica do
microrganismo.

A adesao microbiana a substratos poliméricos e sua viabilidade ao
longo do tempo séo fatores determinantes na biodegradacdo de polimeros
sintéticos (Peixoto et al., 2017). Ap6s 90 dias de incubagao, a analise de
viabilidade celular revelou a presenca de células metabolicamente ativas
aderidas a superficie do filme de PA , indicando que Alcaligenes sp. foi capaz
de se fixar e proliferar na interface sélido-liquido do polimero. Esse resultado
sugere que o material pode ter fornecido condicbes favoraveis para o
crescimento microbiano, seja como substrato energético ou como suporte
fisico para a formacéao de biofilme.

A colonizagao de superficies poliméricas por microrganismos tem sido
amplamente estudada no contexto da degradagao de plasticos, com diversos
trabalhos demonstrando que a adeséao inicial e a formacao de biofilmes sao
etapas fundamentais no processo de biodegradacao (Mohanan et al., 2020).
Em particular, Alcaligenes sp. ja foi relatado como um microrganismo capaz
de degradar polimeros sintéticos, incluindo poliamidas, devido a produgao de
enzimas hidroliticas como proteases e amidases (Oppermann et al., 1998;
Sudhakar et al., 2007; Oudili et al., 2024). O fato de as células permanecerem
viaveis apdés 90 dias reforca a hipétese de que interacbes quimicas e
biolégicas entre o microrganismo e o polimero ocorreram ao longo do
experimento.

A andlise espectroscopica por ATR-FTIR dos filmes de PA 6 incubados
com Alcaligenes sp. evidenciou alteragdes quimicas na estrutura do polimero,
sugerindo um processo ativo de degradagdo microbiana. A reducao na
intensidade das bandas em 1650-1690 cm™ (Amida |, C=0), 1540-1580 cm™
(Amida Il, N-H e C-N) e 1200-1300 cm™ (Amida Ill, C-N e N-H) indica quebra

parcial das ligacbes amida (-CONH-), um processo essencial para a
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degradagao da poliamida (Kolvenbach et al., 2014). Isso é consistente com o
efeito de enzimas como amidases, que promovem a clivagem da cadeia
polimérica ao atacar as ligagdes amida (Heumann et al., 2006).

Além da reducgdo das bandas de absorcéo caracteristicas da PA, novos
picos foram detectados na regido entre 2250 e 2400 cm™, os quais néo
estavam presentes no espectro da PA controle. Esses novos sinais podem ser
atribuidos a formagédo de grupos isocianato (-N=C=0) ou nitrila (-C=N),
produtos frequentemente associados a degradagao oxidativa ou metabdlica
de poliamidas (Urbanek et al, 2018). Isso sugere que a degradagao
promovida por Alcaligenes sp. gere fragmentos intermediarios que contém
esses grupos funcionais, os quais podem posteriormente ser convertidos em
metabalitos microbianos.

Outro fendmeno observado foi o deslocamento global do espectro da
PA biodegradada, bem como um aumento na absorbéncia global em
comparagao ao controle. Esses efeitos podem estar relacionados a mudancgas
na rugosidade da superficie do filme, causadas pela degradacao parcial do
polimero, um fenédmeno previamente descrito em estudos sobre a degradagéo
microbiana de poliamidas e poliésteres (Zumstein et al., 2018). A modificagéo
na interacdo da superficie do filme com o infravermelho também pode estar
associada a redistribuicdo da matriz polimérica devido a agao enzimatica.

Os resultados obtidos indicam que Alcaligenes sp. apresente um
potencial significativo para a degradacgao de poliamidas, demonstrado tanto
pela sua capacidade de adesao e crescimento na superficie do polimero
quanto pelas modificagdes quimicas detectadas por espectroscopia. Isso
reforca o papel desse microrganismo como uma ferramenta biotecnoldgica
promissora para a biodegradagao de plasticos a base de poliamida. Estudos
futuros devem focar na identificacdo dos metabdlitos resultantes da
degradacdo, bem como na caracterizacdo das enzimas envolvidas no

processo.
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7 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Os resultados expostos nessa dissertacdo demonstram o potencial da
estirpe Alcaligenes faecalis. PE 187 na biodegradacao da PA e na conversao
de seus derivados em PHAs. A identificagdo de genes relacionados a
degradacao de PA, como nylA e nylB, bem como os associados a produgao
de PHAs (PhaA, PhaB, PhaC, PhaR e PhaZ), sugere que essa bactéria possui
o aparato metabodlico necessario para converter residuos plasticos em
biopolimeros de alto valor agregado. Adicionalmente, o0s ensaios
experimentais indicaram que Alcaligenes faecalis. PE 187 é capaz de aderir a
poliamida e induzir modificacdes estruturais detectaveis por espectroscopia
ATR-FTIR. Estes achados reforcam o potencial dessa estirpe para aplicagcoes
futuras na bioconversao sustentavel de plasticos sintéticos.

As etapas futuras da pesquisa consistirdao em: (i) analisar a produgao
de PHAs ela Alcaligenes faecalis PE. 187 em MMM com PA como unica fonte
de carbono; (ii) aprofundar a compreensao dos mecanismos regulatérios que
controlam a expressao dos genes relacionados a degradagao de PA e a
sintese de PHAs; (iii) estudar a expressdo desses genes sob diferentes
condigdes ambientais, com foco especial na presencga de PA; e (iv) validar e
otimizar a funcionalidade dos genes identificados.

Por fim, os conhecimentos gerados a partir desse estudo podem
fornecer uma base solida para o desenvolvimento de biotecnologias
inovadoras focadas tanto na remediagcdo de poliamidas no meio ambiente
quanto na producdo sustentavel de biopolimeros de alto valor agregado. A
continuidade desta pesquisa durante o doutorado abrira novas possibilidades
para explorar plenamente o potencial biotecnolégico da Alcaligenes faecalis.
PE 187, visando aplicagdes industriais que conciliem eficiéncia econémica

com responsabilidade ambiental.
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