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Resumo

A nanotecnologia compreende um conjunto de técnicas e ferramentas para a
manipulacdo e estudo da matéria até sua organizacdo atbmica, sendo uma das principais
tecnologias habilitadoras para as tendéncias de inovacdes em diversas areas da industria
biomédica, de computacdo e ciéncias de materiais. Especificamente, as nanoparticulas
magnéticas, tem seu potencial provado para diversas aplicacbes. No entanto, para o
sucesso dessas aplicacdes, € desejavel que a producdo em larga escala de nanoparticulas
magnéticas seja sustentavel e economicamente viavel. As bactérias magnetotaticas (MTB),
sdo um grupo de procariotos que produzem nanoparticulas magnéticas de origem bioldgica
(NMOBs) a partir de um processo sustentdvel de biomineralizacdo geneticamente
controlado que garante pureza, uniformidade entre particulas, controle sobre tamanho e
morfologia do cristal. Além disso, NMOBS sdo naturalmente revestidos por uma
membrana lipidica, vantajosa para diversas aplicacdes pois facilita a ligacdo de moléculas
funcionais a superficie, garante a estabilidade da magnetita e contribui para a seguranca de
aplicacdes in vivo. Devido a suas caracteristicas, ndo s6 foram alvo de diversos estudos
biotecnoldgicos, como também a otimizagdo da producao em escala de NMOBs vem sendo
cada vez mais investigada. No mesmo contexto, as proprias células de MTB sdo
investigadas para diversas aplicagdes, ndo so devido ao seu comportamento magnetotatico,
mas também pela capacidade de acumularem diversos metais e outros elementos do meio.
Porem, a diversidade de MTB & pouco explorada em estudos biotecnoldgicos,
Magnetofaba australis cepa IT-1, produtora de cristais de morfologia octaedro truncado,
ainda ndo investigadas para aplicagdes biotecnoldgicas, compdem um género de MTB
ainda nao estudado com viés biotecnoldgico. O objetivo do trabalho, é avaliar como a
composicdo do meio de cultivo da Mf. australis cepa IT-1 pode afetar o potencial
biotecnolégico da célula para producdo de NMOBs e na formacdo de granulos. Foi feita
uma avaliacdo in silico das fontes de carbono e componentes traco a partir de um modelo
metabdlico baseado no genoma. Na bancada, foi avaliado qualitativamente o efeito de
diferentes fontes de carbono e dos componentes traco sobre o crescimento celular,
producdo de NMOBs e acumulo de fosfato. Em seguida, foi avaliado o efeito da variagdo
de cada componente do meio de cultivo sobre o crescimento celular de Mf. australis cepa
IT-1. A partir dos experimentos realizados foi definido que a formulagdo padrédo do meio
obteve a maior velocidade e crescimento celular, quando comparado as tentativas de

reduzir o meio a uma fonte Unica de carbono, nenhumas das condigdes teve efeito



significativo na formacdo de granulos. A partir das varia¢cBes de concentracdes, a razéo
C/N, o quinato féerrico e a cisteina foram definidos como principais contribuintes para o

crescimento celular.

Palavras-chave: Bioprocessos, nanoparticulas magnéticas, bactérias magnetotaticas e

biotecnologia



Abstract

Nanotechnology covers a set of techniques and tools for the manipulation and study
of matter down to its atomic organization, being one of the main innovation enablers for
current tendencies in industries such as biomedical, computer sciences, and material
sciences. Magnetic nanoparticles, in particular, magnetite particles, have great potential as
drug carriers, in magnetic hyperthermia, and pathogen detection among others. However,
for the success of those applications, it is desirable that the production of nanoparticles is
economically viable, scalable and control over size, shape and chemical purity is possible.
Chemical synthesis of magnetite, by co-precipitation or hydrothermal synthesis, has
limited reproducibility in terms of particle shape and size control, in addition to generating
hazardous effluents. Magnetotactic bacteria (MTB), are a group of prokaryotes that
produce magnetic nanoparticles surrounded by a biological membrane. In general, those
particles are found in the cell’s cytoplasm aligned in one or more chains, which makes
possible their magnetic field-guided flagellar swimming. As an alternative to the chemical
pathways of magnetite nanoparticles synthesis, magnetosomes (BM) are a product of a
sustainable and genetically encoded biomineralization process that ensures control of
particle size, shape and purity. In addition, the natural membrane around the particles is
advantageous for several applications, since it contributes to chemical and colloidal
stability and for the safety of in vivo applications. Due to it characteristics, BM are the
focus of several biotechnological studies, where optimization of large-scale production is
increasingly being investigated. In the field of bioprocesses, the great majority of studies
focus on MTB from the genus Magnetospirilum, that produce cuboctahedral BM. Yet,
other MTBs produce crystals of distinct morphologies, size and surface chemistry not yet
explored for biotechnological applications. Magnetofaba australis strain 1T-1, which
produces crystals of truncated octahedral morphology, was neither investigated for
biotechnological approaches, nor it was for bioprocesses. The goal of this study was to
optimize the composition of the culture conditions of Mf. australis strain IT-1 for higher
BM vyields. Initially, an in-silico evaluation of carbon sources and trace components was
done based on a genome-based metabolic model. A qualitative analysis of the carbon
sources and trace components on cell growth and BM production tested experimentally.
Then, the effect of the variation in concentration of each component of the culture media
on cell growth was evaluated. From the experiments performed, the standard medium had

higher growth speed and reached higher cell numbers. From the concentration variation



experiments, de C/N ration, ferric quinate and cysteine were the main contributors to cell
growth.

Keywords: Bioprocesses, Magnetic nanoparticles, Magnetotactic bacteria and

Biotechnology
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1. Introducéo

1.1. Nanoparticulas magnéticas

A nanotecnologia € o entendimento e manipulacdo da matéria em dimensdes entre 1 e
100 nm, sendo uma das principais habilitadoras de inovacdo em diversas areas como na
biomedicina, computacao, ciéncias de materiais e eletronica (Satalkar, Elger e Shaw, 2016)
Dentre a vastiddo de tépicos compreendidos por ela, 0 emprego de nanoparticulas tem
recebido atencdo especial. Devido a imensa &rea de superficie disponivel em uma
suspensao de nanoparticulas, elas correspondem a uma das formas mais eficientes da
utilizacdo da matéria (Satalkar, Elger e Shaw, 2016).

Ademais, abrem espaco para processos mais controlados, através do desenvolvimento
de nanoparticulas responsivas a estimulos, tanto externos (luz, ultrassom, campo
magnético) ou particulares ao microambiente de acdo (mudanca no pH, presenca de fatores
de viruléncia, etc.)(Hamarat Sanlier et al., 2019; Makhathini et al., 2020;
Pornpattananangkul et al., 2011; Stuart et al., 2010). Especificamente as nanoparticulas
magnéticas, capazes de responder a campos magnéticos externos, sdo exploradas para
diversas aplicacbes, como para carreamento de farmacos, contraste em ressonancia
magnética e para o tratamento de efluentes (Hasany et al., 2013).

As nanoparticulas magnéticas mais utilizadas, como as de Oxido de ferro (magnetita,
maghemita ou hematita), ainda que eficientes, dependem da viabilidade das vias de sintese
em larga escala para serem aplicadas na industria (Ali et al., 2021a). Nesse quadro, as vias
de sintese de quimicas, fisicas ou biol6gicas de nanoparticulas de 6xido de ferro devem ser
avaliadas quanto ao controle sobre o tamanho, estrutura cristalografica e pureza, além da
andlise de custos e ciclo de vida do processo. As vias quimicas mais utilizadas sdo a co-
precipitacdo e a sintese hidrotérmica(Ali et al., 2021a).

A co-precipitacdo para a formacdo de nanoparticulas de magnetita se baseia na reacao
entre ions Fe®*/Fe?* na proporgdo de 2/1 em meio aquoso com pH de 8 a 14, sob atmosfera
inerte e em temperatura ambiente, o processo pode ser descrito de acordo com o sistema de
equacOes (1, 2, 3 e 4)(Fatimah, Fadillah e Yudha, 2021). Devido ao seu baixo custo,
metodologia reprodutivel e baixo impacto ambiental é a via de sintese mais utilizada em
escala laboratorial. No entanto, o controle sobre o tamanho e a cristalinidade das particulas

é limitado (Ahn et al., 2012).



(1) Fe3* + 30H™ - Fe(OH)3s)
(2) Fe(OH)3(5) = FeOOH s, + H,0
(3) Fe?* + 20H™ - Fe(OH)y(s)
(4) 2FeO0H5) + Fe(OH)ys) = Fe304s) + 2H,0

Equacdo 1, 2, 3 e 4. Sistema de reacles para a producdo de magnetita pelo método de co-precipitacao.

A sintese hidrotérmica depende da capacidade da agua de hidrolisar e desidratar sais
metalicos sob temperaturas acima de 200°C e pressdo acima de 2000 psi em meio aquoso,
condicBes que vao favorecer a precipitacdo do éxido de ferro(Hasany et al., 2013). Nesse
método, a concentracdo do sal e o tempo de reacdo tem uma correlagdo positiva com o
tamanho e afetam a morfologia da nanoparticula(Hayashi e Hakuta, 2010). Maior controle
sobre o tamanho e forma das nanoparticulas podem ser obtidos com a adicdo de
surfactantes organicos, como acido oleico e &cidos graxos, que desaceleram o crescimento
das particulas e contribuem para a formacdo de particulas esféricas (Effenberger et al.,
2017a). Atualmente é uma das vias com maior potencial para producdo em larga escala. No
entanto, o processo possui solventes téxicos como efluente, além de utilizar alta
temperatura e pressdo(Faraji, Yamini e Rezaee, 2010).

A otimizacdo da produgdo dessas particulas, em termos de rendimento e qualidade do
produto, sdo tépicos recorrentes de pesquisa (Ali et al., 2021b; Effenberger et al., 2017b).
Por exemplo, a correlagdo entre parametros do processo, como temperatura e tempo de
reacdo, e as caracteristicas das nanoparticulas obtidas pelo método de microemulsao, foi
avaliado por Sajid et al. (2023). Além disso, Jiang et al. (2023) visou ajustar parametros
operacionais para um processo mais preciso de sintese por microfluidica. Fora do campo
das sinteses quimicas e fisicas, a sintese bioldgica de nanoparticulas de éxido de ferro
encontra suas vantagens e desafios proprios, nos quais 0s bioprocessos com bactérias

magnetotaticas se destacam.

1.2. Bactérias magnetotaticas

As bactérias magnetotaticas (MTB) sdo um grupo de procariotos aquéaticos que
possuem como caracteristica diferencial a capacidade de biomineralizar nanoparticulas

magnéticas de dominio unico, compostas normalmente de magnetita ou em alguns casos



greigita (Uebe e Schiiler, 2016). Essas particulas, conhecidas pela alta pureza quimica e
perfeicdo cristalografica, sdo naturalmente envoltas por uma vesicula de fosfolipidios com
proteinas aderidas a ela. O nanocristal mineral e envoltério bioldgico formam a organela
conhecida como magnetossomo, sendo denominada de nanoparticula magnética de origem
bioldgica (NMOB) quando aplicada em Biotecnologia (Correa, Presciliano e Abreu, 2021).
MTB sdo organismos polifiléticos com representantes nos filos Alphaprotobacteria,
Betaprotobacteria, Deltaprotobacteria, Gammaprotobacteria, Latescibacteria, Nitrospirae,
Omnitrophica e Planctomycetes (Abreu e Acosta-Avalos, 2018; Correa e Abreu, 2020;
Kawaguchi et al., 1995; Lin e Pan, 2015; Figura 1). Além de apresentarem diversas
morfologias como coccus, espirilo, vibrido e bastonete (Lefevre e Bazylinski, 2013) e
estilos de vida tanto unicelular quanto multicelular (Morillo et al., 2014; Teng et al., 2018).
Recentemente, abordagens de metagendmica e por triagem de bancos de dados publicos o
namero de filos com MTBs representantes chegou a 16 (Goswami et al., 2022; Figura 2).
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Figura 1. Imagens de microscopia eletrénica de transmissdo (a - f) e microscopia eletrdnica de varredura (g -
i) mostrando a diversidade morfoldgica de MTB. Setas pretas indicam a cadeia de magnetossomos. Barras de
escala: a, b= 0.5 um, c—i =1 pm. Figura Goswami et al. (2022).



Figura 2. Representagdo da abrangéncia de MTB através dos filos do dominio Bactéria. Figura de Goswami
et al. (2022).

MTB possuem uma grande diversidade metabolica e habitam os mais diversos habitats
de agua doce, salgada ou salobra, incluindo ambientes extremos como lagos alcalinos
(Lefévre et al., 2011), fontes termais (Lefevre et al., 2010) e regido costeira da Antartica
(Correa e Abreu, 2020). Essas bactérias, gracas a versatilidade metabdlica do grupo,
assumem papeis importantes para diversos ciclos biogeoquimicos, como do carbono,
nitrogénio, fosforo, enxofre e ferro (Li et al., 2021). Relativo ao carbono, com excecao das
MTB da classe Deltaprotobacteria, todas tem genes que indicam a capacidade de fixar
COq, gerar energia a partir do ciclo do acido tricarboxilico e de fosforilacdo oxidativa (Li
et al., 2021). Ademais, como é comumente descrito em microrganismos anaerébios, MTB
da classe Alphaprotobacteria codificam proteinas necessarias para biossintese de granulos
ricos em carbono como polihidroxibutirato (PHB) e polihidroxialcanoato (PHA) (Li et al.,
2021). A fixacdo de nitrogénio e reducdo de nitrato também é uma caracteristica comum
gue as tornam relevantes para o ciclo do elemento (Dixon e Kahn, 2004).

Os diversos tipos de inclus@es intracelulares também sdo indicativos da relevancia de
MTB em ciclos como o do fdsforo, ao reduzir o conteddo de fosforo na agua e formar
granulos intracelulares de polifosfato, que também podem ser degradados, e contribuem
para o acimulo de fosfato no sedimento e reducdo do fosforo soltvel (Rivas-Lamelo et al.,
2017). De forma similar, MTB participam também do ciclo de enxofre, oxidando e

reduzindo sulfeto aléem de produzir e degradar granulos de enxofre (Keim et al., 2005). No



contexto do ferro, uma vez que ap6s a morte celular a NMOB pode ser tanto integrado na
cadeia alimentar quanto depositado no sedimento (Lefevre e Bazylinski, 2013).

A sintese da NMOB ¢é um processo regulado geneticamente pela familia de genes mam
(magnetossome membrane) que juntamente com outros grupos de genes filo-especificos,
formam o denominado magnetosome gene cluster. Um grupo de cinco operons
policistrénicos regulam a sintese da organela (Uebe e Schiler, 2016). Em espécies de
Magnetospirillum operons sdo denominados mamAB, feoAB1, mamGFDC, mms6 e
mamXyY, sendo o primeiro capaz de sustentar a sintese da organela, enquanto os demais vado
apresentar fungdes acessorio para o controle de morfologia e tamanho (Uebe e Schiiler,
2016). A sintese parte da invagina¢do da membrana interna para formacdo da vesicula,
simultaneamente ao recrutamento de proteinas; com a vesicula formada, o pH e o potencial
redox do microambiente é regulado e com a captacdo de ferro e oxigénio tem o inicio a
nucleagéo do cristal; conforme ocorre a maturagéo do cristal, as NMOBSs sdo ancoradas ao
citoesqueleto formado por proteina exclusiva de MTB para o alinhamento em cadeia
(Correa et al., 2020; Figura 3).
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Figura 3. As trés principais etapas do processo de sintese do magnetossomo: (1) formagdo da vesicula a
partir da invaginacdo da membrana interna e 0 recrutamento de proteinas; (2) nucleagdo do cristal; (3)
maturacdo do cristal. ME: Membrana externa; Ml = Membrana interna; MM = Membrana do magnetossomo.
Imagem modificada de Correa et al. (2020).

O alinhamento dos cristais magnéticos ao eixo natatorio da bactéria, e a consequente
soma dos seus momentos magnéticos individuais possibilitam a natagdo unidirecional
alinhada ao campo geomagnético, compondo fendmeno da magnetotaxia, sendo a mais
clara funcdo das NMOBs para célula (Uebe e Schiler, 2016). No ambiente quimicamente
estratificado de uma coluna de agua, o nado unidirecional, associado a quimiotaxia, facilita
a localizagdo da regido onde a forca préton-motriz para natacdo flagelar € maxima. Como
microrganismos frequentemente microaerofilos, essa regido se encontra préxima a zona de

transicdo Oxica-anoxica (Lefevre e Bazylinski, 2013).

1.2.1. Bactérias magnetotaticas na biotecnologia

O metabolismo Unico desses microrganismos, sua responsividade a campos magnéticos
externos e capacidade de produzir nanoparticulas magnéticas, as tornaram alvo de diversos
estudos biotecnolégicos (Vargas et al., 2018). No contexto das inovagdes biomédicas, as
propriedades das NMOBs os tornam atraentes para o desenvolvimento de terapias e
diagnosticos, imobilizacdo de enzimas e para geracdo de diversos biocompdsitos (Vargas

et al., 2018b). Embora as principais aplicacdes investigadas facam uso das NMOBs,



aplicacbes envolvendo o uso do préprio microrganismo também sdo comuns (Arakaki et
al., 2002).

No campo da biorremediacdo, pesquisadores se aproveitam da afinidade desses
microrganismos por ions metéalicos e capacidade de recuperacdo magnética, para
desenvolver métodos de remediacdo de metais. Desulfovibrio magneticus cepa RS-1 ja
mostrou potencial para recuperacdo de cadmio (Arakaki et al., 2002), Magnetospirillum
magneticum cepa AMB-1 foi convertido em biosensor aos ser modificada para expressar
luciferase na presenca de arsenita (Dieudonné, Prévéral e Pignol, 2020), a mesma espécie
também foi capaz de associar uranio dissolvido no meio a parede de peptideoglicana no
trabalho de Krawczyk-Béarsch e colaboradores (Krawczyk-Bérsch et al., 2022).

Como organismos acumuladores de fosfato, MTB possuem potencial para a remogéo
bioldgica aprimorada de fésforo em estacdo de tratamentos de agua (Li et al., 2021). A
intensa retirada do fosforo mineral, motivado principalmente pela inddstria de fertilizantes,
e a eventual liberacdo de fosforo na d4gua muito acima da capacidade de remineralizardo
natural desse elemento, causa o desequilibrio no ecossistema que resulta na eutrofizacdo de
ecossistemas aquaticos (Rockstrom et al., 2009). Poucos estudos buscaram investigar o
potencial das MTBs para captura de fésforo. Atualmente Rivas-lamelo e colaboradores
visaram quantificar o papel das MTBs na regido 6xica-andxica do lago Pavin na Franca na
captura de fosforo e o efeito da variacdo entre condicBes Gxicas e andxicas no acumulo de
fosforo por Ms. magneticum cepa AMB-1 também foi investigado (Rivas-Lamelo et al.,
2017; Su, Bazylinski e Jensen, 2023).

Voltado para a saude, NMOBs isoladas sdo investigados principalmente como
ferramentas de diagnosticos, carreadores de farmacos e agentes de contraste em
ressonancia magnetica (Vargas et al., 2018). O revestimento natural das NMOB também
facilita processo de ligacdo de moléculas funcionais a superficie, os fosfolipidios
carregados negativamente possibilitam interacdes eletrostaticas, enquanto a proteinas
presentes apresentam grupamentos amina que possibilitam ligagdes covalentes (Correa et
al., 2021). Essa versatilidade pode ainda ser aprimorada através de pré-tratamentos com
polimero ou moléculas de ligacdo cruzada como a poli-L-lisina e glutaraldeido (Correa et
al., 2021; Figura 4).



Figura 4. Microscopia eletrdnica de transmissio de NMOBs extraidos de Mv. blakemorei cepa MV-1"puros
(A) e funcionalizados com anfotericina b (B), setas pretas indicam a membrana da NMOB. Imagem adaptada
de Correa et al. (2021).

Formulacdes farmacéuticas baseadas em NMOB, sdo principalmente explorados no
campo da oncologia, na literatura encontramos formulacgdes utilizando anticorpos (Tang et
al., 2019), quimio e radioterapicos como doxorrubicina (DOX) e daunorrubicina (Geng et
al., 2019; Sun et al., 2008), peptideos (Hafsi et al., 2020) e sem modificagdes (Nan et al.,
2021). Na terapia génica, NMOBs pré-tratadas com polietilenoimina foram utilizadas
como uma plataforma para carrear siRNA e inibir o crescimento de células HelLa (Dai et
al., 2017). A partir do mesmo pré-tratamento foi avaliado o potencial de um tratamento
combinando da quimioterapia, terapia génica e hipertermia, através da funcionalizagdo de
NMOBs com DOX e um plasmideo recombinante para inibi¢cdo de um inibidor mitético, a
serem utilizados sobre um campo magnético alternado (Cheng et al., 2016).

Como suportes para nanoformulacdes, a membrana de fosfolipidios que naturalmente
envolve os cristais de magnetita contribui para a seguranga em aplicagfes in vivo. No
estudo no qual roedores foram acompanhados por 135 dias ap6s uma injecdo intravenosa
de NMOB de até 32 mg/kg, nenhum dano significativo foi observado (Nan et al., 2021). O
mesmo estudo também descreveu a depuracdo das NMOBs via biliar a curto prazo e a
longo prazo o armazenamento no bago com a liberacdo gradativa no sangue e a
consequente liberagdo via urinéria (Nan et al., 2021).

N&o limitados apenas a funcionalizagdo quimica, bactérias do género Magnetospirillum
vem sendo modificadas geneticamente para expressarem na superficie das NMOBs,
moléculas funcionais em fusdo as proteinas codificadas pelos genes mam (Mickoleit,
Lanzloth e Schiller, 2020; Mickoleit e Schiler, 2019). O método genético de
funcionalizacdo, carrega potencial para construcdo de compdsitos multifuncionais, como o

mutante de Magnetospirillum gryphiswaldense cepa MSR-1 capaz de sintetizar uma



NMOB expressando glicose oxidase, glucoronidase, o fluor6foro EGFP e o anticorpo de
dominio unico para mCherry (Mickoleit, Lanzloth e Schiler, 2020, Figura 5). Esse método
possui 0 potencial tedrico de expressar até 1500 proteinas fusionadas as proteinas de
membrana das NMOBs (Mickoleit, Lanzloth e Schiler, 2020), sendo um método

interessante para aplicagdes na area de biocatélise (Mittmann et al., 2022).
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Figura 5. Esquema representativo de NMOB de Ms. gryphiswaldense cepa MSR-1 expressando glicose
oxidase (GOx), glucoronidase (GusA), o fluoréforo EGFP (mEGFP) e o anticorpo de dominio Gnico para
mCherry (RBP) fusionadas respectivamente as proteinas de membrana MamG, ManF, ManA e MamC.
Figura retirada de Mickoleit, Lanzloth e Schuler (2020).

Além de provar a viabilidade técnica de aplicacbes baseadas em NMOBs, esfor¢cos
também devem ser direcionados a fim de aprimorar a producdo em escala e provar sua
viabilidade econdmica. No campo de bioprocessos, as MTB do género Magnetospirillum
produtoras de cristais cuboctaédricos sdo protagonistas (Chmykhalo et al., 2021). Para
essas células a producdo de NMOBs é 6tima sobre condi¢bes microaerofilas (1% O2),
possivelmente para manter o potencial redox ideal para a sintese das NMOB (Heyen e
Schiler, 2003).

Para essas cepas, 0 meio de cultivo em frasco ja foi otimizado quanto as fontes de
carbono, nitrogénio e ferro (Heyen e Schuler, 2003). No cultivo em fermentador, Zhang et
al, 2011, estudando o efeito da osmolaridade do meio no crescimento celular e na producéo
de NMOB, atingiu o rendimento recorde de 168,3 mg/litro/dia em um processo semi-
continuo com a espécie Ms. gryphiswaldense MSR-1 (Zhang et al., 2011). Tendo esse
rendimento como base, Correa et al. (2021) fez uma anélise econdbmica comparativa da
producdo de NMOBs em comparacdo com nanoparticulas sintéticas com caracteristicas
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similares, indicando que NMOBs podem ter um pre¢co minimo de venda de até 120 vezes
menor.

A alteracdo na estrutura quimica dos cristais das NMOBs também pode ser realizada
através da modulagdo das condicdes de cultivo. Jefremovas et al. (2022) fez o cultivo em
frasco de Ms. gryphiswaldense com a adi¢do 100 uM de quinato de térbio ou gadolinio e
observou que os metais na forma de Th*® e Gd* era incorporado & estrutura das NMOBs
substituindo na propor¢do de 3 — 4% os ions Fe* e consequentemente alteragdo nas
propriedades magnéticas (Jefremovas et al., 2022). De forma similar, 0 mesmo foi
observado anteriormente utilizando cobalto e manganés (Li et al., 2016; Prozorov et al.,
2014).

Em termos de mercado, a estabilidade de armazenamento a longo prazo € um aspecto
fundamental. Nesse contexto, Mickoleit e colaboradores (2023) avaliaram a estabilidade,
biocompatibilidade e magnetizacdo de NMOBs de Ms. gryphiswaldense apds um ano de
armazenamento em tampdo HEPES e atmosfera inerte a 4°C. De acordo com 0s achados,
as NMOBs sofreram perda de magnetizacdo, no entanto, a integridade da membrana, a
estabilidade coloidal e a biocompatibilidade ndo foram prejudicadas de forma significativa
(Mickoleit et al., 2023). Ainda nesse cenario, 0 caso de cristais de magnetita biogénica
encontradas em camadas de sedimento, os chamados magnetofosseis, mantiveram suas
caracteristicas cristalografas por milhares de anos, sendo mais um indicativo da alta
estabilidade desses cristais(Goswami et al., 2022).

Além dos espirilos, a MTB Magnetivibrio blakemorei cepa MV-1T, produtora de
NMOBs de magnetita de morfologia prismética, também foi alvo de estudos focados em
bioprocessos, tanto para a otimizacdo do cultivo em frasco quanto para 0 processo no
fermentador (Silva et al., 2013). No processo otimizado de cultivo a Mv. blakemorei cepa
MV-1T apresenta crescimento heterotréfico, usando succinato como principal fonte de
carbono, em condic¢Bes anaerdbicas usando N2O como aceptor final de elétrons (Silva et
al., 2013), nitrato e nitrito também podem assumir esse papel (Bazylinski et al., 2013) . De
forma n&o oOtima, a bactéria cresce em ambientes microaerdfilos utilizando sulfeto, formato
ou tiossulfato, sendo também capaz de fixar CO. para crescer de forma autotrofica
(Bazylinski et al., 2013).

Mesmo com a diversidade de espécies em culturas axénicas atualmente, nem um outro
género de MTB é foco de estudos para bioprocessos, assim, a producdo de NMOBs ficam

restritas as morfologias prismaticas e cuboctaédricas. A atual metodologia de cultivo de
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MTB produtoras de cristais octaedros truncados, como a Magnetofaba australis cepa IT-1
é inespecifica e pouco se sabe sobre seu potencial para bioprocessos, mesmo produzindo
uma massa de magnetita por célula superior aos espirilos mais estudados (Morillo et al.,
2014).

A diferenga de morfologia e quimica de superficie também implicam na eficiéncia
quanto a aplicacGes especificas. No contexto de hipertermia magnética, a eficiéncia da
conversdo da energia eletromagnética em calor varia com a morfologia da particula, por
exemplo, particulas octaédricas tem um potencial de aquecimento maior que
nanoparticulas cubicas que por sua vez ja tem potencial quase duas vezes maior que

nanoparticulas esféricas (Fatima, Charinpanitkul e Kim, 2021).

Ainda, alguns fatores podem afetar a capacidade de ligagdo de moléculas em sua
superficie, como diferentes morfologias que apresentam faces com area que variam em
extensdo além de que diferentes espécies de MTB podem variar quanto a natureza e
quantidade de proteinas na superficie das NMOBs. Além disso, sabe-se que proteinas da
superficie de NMOBs podem preservar sua funcdo mesmo apdés extraidas (Xu et al., 2022),
assim explorar o potencial de novas proteinas em um novo género de MTB pode

configurar um potencial biotecnoldgico inexplorado.
1.3. A Magnetofaba australis cepa IT-1

Magnetofaba australis cepa IT-1 é uma MTB isolada das aguas salobras da lagoa de
Itaipt no estado do Rio de Janeiro, Brasil, € uma alfaprotobactéria flagelada da familia
Magnetococcaceae que compdem o género Magnetofaba (Figura 3), sua morfologia é
definida por uma face céncava e outra convexa bem definida (Morillo et al., 2014). Apoés a
Magnetococcus marinus cepa MC-1 e Magnetococcus massalia cepa MO-1 foi apenas 0
terceiro exemplar da familia a ser mantido em cultura, no entanto € uma familia muito
presente em amostras ambientais (Koziaeva et al., 2019; Li et al., 2020; Rivas-Lamelo et
al., 2017).
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100 Magneto-ovoid bacterium MO-1 (ER643520)
89 Magnetococcus marinus MC-1 (CP000471)
Magnetofaba australis IT-1(JX534168)
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Figura 6. Analise filogenética baseado nos genes rRNA 16S da Mf. australis cepa IT-1 compondo um novo
género dentro de Alphaprotobacteria (Morillo et al., 2014).

Mf. australis cepa |IT-1 ¢é cultivada em condigdes microaerofilas e
quimiolitoautotroficamente utilizando tiossulfato como doador de elétrons e com uma
fonte autotrofica de carbono, provavelmente pelo Ciclo de Krebs reverso, também sendo
capaz de consumir fontes heterotréficas de carbono (Araujo et al., 2016). A espécie €
capaz de produzir NMOBs de magnetita de morfologia octaedro truncado, e outros dois
granulos intracelulares, de enxofre e polifosfato, que sdo reflexo da plasticidade do genoma
adaptado para sobrevivéncia em ambientes sob mudanca constante (Araujo et al., 2016;
Morillo et al., 2014).

O genoma de Mf. australis codifica um amplo aparato de proteinas para a captura,
transporte e regulacdo do ferro, incluindo: Transportadores do tipo ABC, que atuam no
transporte dependente de ATP de solutos para o interior da célula; Ferritinas que podem
atuar na detoxificacio de ferro, oxidagdo de Fe?" armazenamento de Fe®* e a liberacdo
controlada de ferro; e hemeritrina que atua na homeostase das condi¢des redox no interior
da célula (Araujo et al., 2016). 9 regiGes no genoma que codificam proteinas envolvidas na

protecdo contra espécies reativas de oxigénio (Araujo et al., 2016). Todo esse potencial
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molecular descreve fungbes importantes tanto para a formagcdo de NMOBs quanto para o

crescimento celular.

Quanto ao metabolismo de enxofre, a Mf. australis cepa IT-1 possui dois genes que
codificam a reducdo de enxofre, de sulfato para adenil sulfato, seis outros genes para
reducdo dissimulatdria de sulfato para sulfeto, genes envolvidos na oxidacdo de compostos
reduzidos direto para sulfato também estdo presentes (Araujo et al., 2016). O gene que
codifica a sulfato quinona redutase envolvido na formacdo dos granulos de enxofre
também esta presente no genoma de Mf. australis cepa IT-1. Apesar da espécie ser capaz
de reduzir sulfato, ndo é capaz de crescer sobre anaerobiose utilizando sulfato como

aceptor Unico de elétrons (Araujo et al., 2016).

O metabolismo de fésforo de Mf. australis cepa IT-1 se destaca devido ao volume de
granulos de polifosfato que a célula é capaz de armazenar. Em seu genoma genes
envolvidos na captacédo e absor¢éo estdo codificados, bem como genes para transportadores
de fosforo de alta afinidade, uma permeasse e transportadores de fosfonato (Araujo et al.,
2016). Alem da polifosfato quinase e exopolifosfatase envolvidos na formacdo dos
granulos, que devido & alta afinidade na captacéo de fosforo pode ser formados mesmo em

ambientes com concentracGes baixas de fosforo (Araujo et al., 2016).

Mesmo apds os estudos relacionados a producdo de NMOBSs, a metodologia de cultivo
de Mf. australis cepa IT-1 ainda é baseada em uma formulacdo generalista. Assim, pouco
se sabe sobre os fatores que influenciam na velocidade de crescimento e na producédo de
NMOBs pela célula. De forma alternativa, entender os fatores que podem influenciar no
crescimento e na producédo de granulos também podem possibilitar aplicagdes para prépria
célula. Além disso, explorar um novo género de MTB também pode implicar em um

potencial funcional inédito de suas proteinas de superficie.
1.4. Otimizacéao de bioprocessos

As primeiras tentativas de cultivar microrganismos datam no inicio do século 19, nas
quais as técnicas de cultivo se baseavam na utilizacdo de materiais ou alimentos onde o
crescimento de microrganismos era observado naturalmente (Sandle, 2011). Ainda no
século 19, o microbiologista Louis Pasteur desenvolveu a primeira metodologia definida e
reprodutivel de cultivo de microrganismos, misturando sal de aménio (fonte de nitrogénio),

acucar (fonte de carbono) e cinzas (fonte de vitaminas) (Sandle, 2011).
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Pasteur também observou que as propriedades quimicas dos componentes do meio
podiam favorecer certos microrganismos em detrimento de outros (Sandle, 2011). Assim,
na medida em que o conhecimento sobre vias metabolicas, coenzimas e fatores de
crescimento avancava, no inicio do século 20, meios seletivos comecaram a ser
desenvolvidos, nos quais microrganismos sem determinada caracteristica tinham seu
crescimento inibido, assim, as primeiras culturas axénicas foram estabelecidas (Sandle,
2011).

Décadas mais tarde, impulsionado pela descoberta da penicilina, a evolucdo dos
processos fermentativos, da biologia molecular e da engenharia metabdlica, meios de
cultivo puderam ser desenvolvidos a fim de estimular vias metabolicas especificas para a
producdo de um produto (Buchholz e Collins, 2013). No entanto, a otimizacdo de meios de
cultivo se provou um processo temeroso e pouco eficiente, o elevado numero de fatores
envolvidos no processo de cultivo torna a experimentagdo a fim de chegar nas condigfes
6timas de cultivo custoso e pouco eficiente, se realizadas por meio tradicionais onde um
fator € analisado por vez.

A partir dessa problematica, as metodologias de planejamento estatistico comegaram a
ser exploradas com o objetivo de reduzir o nimero de experimentos necessarios sem
comprometer a confiabilidade dos resultados (Singh et al., 2017). Essas metodologias se
fundamentam em principios matematicos para o planejamento racional de experimentos
bem como suas analises. Nessa abordagem, a otimizacdo do processo € feita em duas
etapas: 0 screening e a construcdo da superficie de resposta, onde a primeira se preocupa
em avaliar quais componentes possuem efeitos significativos sobre a resposta e a segunda

se preocupa em otimizar o nivel dessas variaveis (Montgomery, 2012).

Historicamente, o planejamento estatistico se consolidou no desenvolvimento de
processos quimicos, mas recentemente vem sendo cada vez mais explorado para a
otimizacdo de bioprocessos (Singh et al., 2017). Aplicada a formulacdo de meios de
cultivo, ja foi possivel, por exemplo, aprimorar o rendimento de L-alanina pela cepa
recombinante de Pediococcus acidilactici a niveis superiores aos atingidos pelas
abordagens de engenharia genética (Sharma et al., 2022). Além de otimizar meio de
cultivo, o planejamento estatistico também € aplicado para investigar o efeito de diferentes

condigdes de cultivo sobre diferentes linhagens celulares (Knospel et al., 2010)
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Comumente, bioprocessos sdo aperfeicoados a partir de experimentos planejados a
partir do conhecimento sobre a genética e biologia celular do organismo modelo. A propria
otimizacdo da producdo de NMOBs da bactéria magnetotatica Magnetospirillum
gryphiswaldense cepa MSR-1, foi feita a partir da correlagdo observada entre a presséo
osmética do meio e a produgdo de NMOBs (Zhang et al., 2011). De forma distinta,
abordagens baseadas em engenharia genética também sdo utilizadas para aumentar a
producdo de NMOBs (Zwiener et al., 2021).

Mais recentemente, com as particularidades de um sistema biologico, métodos
estatisticos de otimizacdo vém sendo combinados com ferramentas mais avangadas como o
aprendizado de maquinas, onde o planejamento estatistico pode guiar o aprendizado do
algoritmo (Luca, De et al., 2023). Abordagens in silico também vem ganhando espaco na
otimizacdo de meios de cultivo e bioprocessos. Por exemplo, Pérez-Fernandez et al. (2020)
partiu de uma reconstrucdo metabolica a partir do genoma de células CHO-K1 para prever
a concentragdo de certos metabolitos e principalmente para otimizar um processo continuo

de producdo (Pérez-Ferndndez et al., 2021).
2. Justificativa

Diversas areas da industria contam com inovagfes com base nanotecnoldgica para se
manterem competitivas no mercado. Para isso, tornar a producdo de nanomateriais
sustentavel tanto ambientalmente quanto economicamente € essencial. Especificamente as
nanoparticulas magneticas recebem a atencao da industria farmacéutica para aplicagdes em
carreamento de farmaco, agentes de contraste de ressonancia magnética, para tratamentos
por hipertermia entre outras (Ali et al., 2021a).

Atualmente diversas vias de sintese de nanoparticulas magnéticas sdo conhecidas,
sendo as vias de sintese quimica as mais utilizadas, mesmo apresentando problemas
relacionados ao controle do tamanho e morfologia das particulas e geracdo efluentes
toxicos. Como alternativa, a sintese biologica, atraves do cultivo em larga escala de MTB
rende nanoparticulas de grande potencial biomédico devido a sua pureza, perfeicdo
cristalogréfica, seu revestimento natural e o custo reduzido em comparacdo com a sintese
quimica de nanoparticulas com as mesmas caracteristicas (Correa, Presciliano e Abreu,
2021).

Mesmo ja tendo bioprocessos bem descritos para as MTB Magnetospirillum

gryphiswaldense cepa MSR-1, que produzem NMOBs cuboctaédricos e Magnetovibrio
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blakemorei cepa MV-1T, produtora de NMOBs prismaticos (Silva et al., 2013; Zhang et
al., 2011), NMOBs de diferentes espécies variam quanto a sua morfologia, area de
superficie e perfil de proteinas, fatores que influenciam no potencial de funcionalizacdo
das NMOBs. Bactérias produtoras de NMOBs de morfologia octaedro truncado, como a
Magnetofaba australis cepa 1T-1, nunca foram estudadas com uma abordagem
biotecnoldgica, por isso, a otimizacdo das condicdes de cultivo da Mf. Australis cepa IT-1

é essencial para expandir o potencial de aplica¢cdes das NMOBs e das MTBs.

3. Objetivo
3.1. Objetivo geral

Avaliar, qualitativamente e quantitativamente, o efeito de alteracdes na formulacao do
meio no cultivo da bactéria Mf. Australis cepa IT-1 visando melhorar a producdo de
NMOBs.

3.2. Objetivos especificos

3.2.1 Desenvolver modelo de predicdo metabdlica na plataforma KBase a fim de
avaliar as fontes de carbono, nitrogénio e elementos tracos a serem avaliados.

3.2.2 Avaliar o crescimento celular, producdo de NMOBs/célula e area média de
granulos/célula em vista da utilizacdo de diferentes fontes de carbono.

3.2.3 Avaliar o efeito da adicdo de extrato de levedura e da adicdo dos componentes
auxotroficos no crescimento celular, producdo de NMOBs/célula e area média de
granulos/célula.

3.2.4 Definir as variaveis mais significativas para o rendimento final de NMOBs.

3.2.5 Otimizar o nivel das variaveis definidas como mais significativas para o
rendimento de NMOBSs.

4. Metodologia
4.1. Cultivo de células de Mf. australis cepa I1T-1

O cultivo de células de Mf. australis cepa I1T-1 foi feito em tubos de ensaio contendo
meio semissolido com fontes heterotréfico e autotréficas para cocos marinhos com

gradiente de oxigénio como descrito por Morillo et al (2014).

4.2. Quantificagdo de células de Magnetofaba australis cepa 1T-1



17

Para quantificar o namero de células de forma préatica ao longo do projeto, foi feita a
correlacdo entre a densidade Optica da suspensao de células no comprimento de onda de
600 nm e a contagem direta das células feitas por microscopia optica de fluorescéncia. Para
isso, as células foram cultivadas em meio semissdlido por 10 dias e 3 bandas de
crescimento foram coletadas e avolumadas para o volume final de 10 ml com agua do mar
artificial. A partir dessa solucdo, serd coletada uma amostra direta e mais trés amostras
diluidas em 2, 3 e 6 vezes para medida da densidade ética, as mesmas amostras foram
fixadas com formaldeido para uma concentracdo final de 4% e novamente diluidas em 25

vezes e preparadas para microscopia Optica de fluorescéncia.
4.2.1. Contagem direta por microscopia éptica de fluorescéncia

As amostras foram filtradas em um uma membrana de policarbonato hidratado com
agua MilliQ sobre um filtro AP-20 com tamanho de poros de 0,22 um. A membrana, com
as células aderidas a ela, foi transferida para uma lamina de vidro e a rea com células foi
coberta com solucdo de DAPI (1 mg/ml) que ficou reagindo por 5 minutos protegido da
luz. O excesso de DAPI foi lavado com PBS, a amostra foi coberta com N-propilgalato e
em seguida coberto com uma laminula e direcionada para observac¢éo do microscépio Zeiss
Axioimager (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) equipado com modo de microscopia de

fluorescéncia.

Para cada lamina, imagens de 10 quadrantes foram feitas e as células serdo contadas
em cada uma delas usando o software ImageJ (Schneider, Rasband e Eliceiri, 2012), a
partir disso o nimero de células em cada amostra serd calculada de acordo com a seguinte

formula:

g Areatotal
Contagem média por campo * (

)

Area do campo

6. Nede células =
¢ certas Volume da amostra

4.2.2. Regressao linear -

A regressao linear simples foi feita entre a densidade dptica e 0 numero médio de
células em cada uma das dilui¢bes utilizando o software Prism 8.0 (GraphPad) para

construcdo da reta e estatisticas de adequacéo.

4.2.3. Contagem por citometria de fluxo
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A abundancia dos microrganimos foi obtida por citometria de fluxo sendo utilizado um
citdmetro de fluxo citdmetro de fluxo CytoFLEX (Beckman Coulter, Inc), equipado com 3
lasers: laser azul de 488 nm com 50 mw; laser vermelho de 638nm com 50 mW; laser
Violeta de 405 nm com 80 mw de poténcia. A luz fluorescente e de disperséo lateral (SSC)
coletada pela lente objetiva é fornecida por fibra dptica ao conjunto de detectores de alto
desempenho com capacidade de leitura para até 13 cores. A deteccdo de luz frontal é
captada por um fotodiodo integrado a um filtro 488/8 (band-pass). Para anélise de células
procarioticas no presente estudo foram utilizados os canais verdes (520+20 nm), laranja
(585+21 nm) e vermelho (670+25 nm). O “Trigger” foi ajustado para a fluorescénia verde
e agua Millig foi utilizada como carreadora. Como controle interno e calibracdo das
contagens no citdmetro de fluxo, foi utilizada uma solucdo de microesferas fluorescentes
(Fluoresbrite YG carboxilate 1,0 um, Polysciences). Amostras foram fixadas com solucgéo
de paraformaldeido a 1 % (concentracdo final). A enumeracgdo de células foi realizada apds
a marcacdo de &cidos nucléicos com a adi¢do do fluorocromo Sybr Green | (a concentracao
final de 5x10° da solugdo estoque comercial; Molecular Probes) e incubagdo de 15
minutos ao abrigo da luz. Os grupos celulares foram discriminados usando uma
combinacdo de SSC ( Side Scatter light - espalhamento lateral a 90°) e da intensidade de
fluorescéncia verde, relacionado com o contetdo de acido nucleico (Cabral et al., 2017;
Josep M. Gasol e del Giorgio, 2000)

4.3. Curva de crescimento

As curvas de crescimento foram feitas a partir de tubos de ensaio contendo 10 ml de
meio semissélido de cultura, inoculados com 20 pl de uma suspensao de células que serdo
semeadas na altura referenciada pelo fim do gradiente de cor dos tubos de referéncia
contendo resazurina, a fim de padronizar a concentracdo de oxigénio na regido de indculo
em cada tubo. A suspensdo de células foi feita pela mistura de 1 ml de 2 bandas de
crescimento, que apds homogeneizadas em um tubo de polipropileno estéril tem sua
densidade 6tica a 600 nm mensurada, a partir da correlacdo pré-estabelecida € estabelecido
0 numero de células

Para cada ponto da curva de crescimento, todo o crescimento celular visivel foi
removido do tubo e homogeneizado em um microtubo, em seguida, foi mensurado a
densidade otica a 600 nm da suspensdo de células para ser feita a correlagdo entre a

densidade 6tica e o numero de células. A quantificacdo foi feita nos tempos de tempo de 0,
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8, 24, 32, 48, 56 e 64 horas, cada ponto corresponde a média do nimero de células em 3
tubos. No ponto de 48 horas foi preparada uma grade de microscopia eletronica de
transmisséo para a contagem de magnetossomos/célula.

A significancia estatistica da diferenca entre nimero de célula entre cada ponto do
tempo foi feita pelo teste de comparagdo multipla de Tukey com Alfa = 0,05 utilizando o
software Prism 8.0 (GraphPad).

4.4. Microscopia eletronica de transmissao

As amostras para microscopia eletrbnica foram preparadas depositando 2 pl de agua
ultrapura sobre a grade de cobre 300 Mesh (Electron Microscopy Sciences, US) revestida
com formar e carbono, 2 pl de uma suspensdo de células foram depositadas ao lado da
gota, em seguida um ima foi posicionado de forma a induzirem as células a nadarem em
direcdo a agua sobre a grade. Apos cerca de 15 minutos, onde a grade foi deixada sob
protecdo de uma placa de vidro para secar, 0 excesso de dgua foi removido usando um
papel de filtro. As imagens de microscopia eletrénica de transmissdo foram feitas no

microscopio FEI Morgagni, (FEI Company, Hillsboro, OR, EUA) operado a 80 kV.
4.4.1. Andlise das imagens de MET

A contagem de NMOBs por células e a analise do volume dos granulos foram feitas a
partir das imagens de microscopia eletrénica de transmissdo utilizando o software ImagelJ
(Schneider, Rasband e Eliceiri, 2012), para cada imagem o brilho e o contraste foram
ajustados com objetivo de destacar a presenca de inclusbes nas células. Os graficos e

analises estatisticas foram feitos com o software Prism 8.0(GraphPad)
4.4.2. Rendimento de NMOBs

O célculo de rendimento de NMOB:s foi feito pela multiplicagdo do nimero de células
pelo média de NMOBs por célula para aquele ponto no tempo. A estatistica foi feita a
partir do desvio padrdo do ndmero de NMOBs por célula multiplicado pela média do
numero de células. A significancia estatistica foi dada para P < 0,05 a partir e multiplos

testes T.

4.4.3. Excluséo e substituicéo de fontes de carbono
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A partir meio padrdo com 2 fontes heterotroficas de carbono (succinato de sodio e
acetato de sddio) e 1 fonte autotrdfica de carbono (bicarbonato de sddio), foi avaliado a
utilizacdo de uma unica fonte heterotroficas unicas de carbono. Para isso foram avaliados
ao crescimento celular e o rendimento de NMOBs com 0s meios com as seguintes fontes
Unicas de carbono: succinato de sédio, acetato de sédio além do meio padrdo. Todas
ajustadas para equivalerem a mesma concentracdo final de atomos de carbono do meio
base, sendo assim foram adicionados no meio de cultura 1,59g/L e 1,6g/L das fontes unicas

de carbono, respectivamente.
4.4.4. Adicao de extrato de levedura

A adicdo de extrato de levedura ao meio padrdo do cultivo de Mf. australis cepa IT-1
foi feita a fim de equiparar a concentracdo utilizada para o cultivo de Magnetospirillum
descrito por Heyen e Schiler (2003) de 0,1 g por litro de meio. A fim de avaliar o efeito da
mudanca no protocolo, as células foram inoculadas no meio novo e apds a segunda geracao
de células cultivadas nesse meio uma curva de crescimento foi feita como descrito
anteriormente e apos 48 horas de crescimento as células foram depositadas em uma grade

de microscopia eletronica para avaliagdo de NMOBs/célula.
4.4.5. Substituicdo e remocéo da solugéo de vitaminas

Para avaliacdo do efeito dos componentes auxotréficos em detrimento da solugdo de
vitaminas padrédo, a partir do meio padréo de foram feitas duas formulagdes, a primeira
onde a solucéo de vitaminas foi omitida e uma segunda na qual foi feita a substituicdo da
solucdo de vitaminas pela solucdo de componentes auxotréficos (Tabela 1), com 0 mesmo
volume final. A fim de estimar o efeito da troca dos componentes traco e da sua remocao
total, apds a segunda geragdo de células de Mf. australis cepa IT-1 o crescimento celular

foi quantificado em quadruplicata por citometria de fluxo.

Tabela 1 Composicao da solucdo de componentes auxotréficos

Solugdo de componentes auxotréficos

Agua Milli-Q 100 mL Unidade
Folato 5 mg
Glicina 5 mg

L-metionina 5 mg
L-serina 5 mg

Espermidina 5 mg
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4.4.6. Remocéao da fonte de ferro

O efeito da auséncia de ferro no crescimento celular foi avaliado a partir da remogéo da
fonte de ferro da formulagcdo do meio padréo. Para garantir a auséncia de qualquer traco de
ferro, por 3 vezes, toda a vidraria utilizada para a confec¢do do meio foi submetida a um
banho de &cido nitrico (10%) por 30 minutos com subsequente descarte do volume e
lavagem com &gua MilliQ. Para certificar a auséncia de ferro no meio, 3 passagens
subsequentes de células de Mf. australis cepa IT-1 foram feitas, a ndo producéo de BMs foi
confirmada pela auséncia de resposta a0 campo magneético observada por microscopia

Optica em modo de contraste interferéncia diferencial.
4.5. Avaliacgao de custos

A avaliacao dos custos envolvidos no bioprocesso de Mf. australis cepa IT-1 teve como
base a formulagdo do meio liquido para bactérias magnetotaticas marinhas (Tabela 2). Os

precos foram baseados na cotagdo da Merck (www.sigmaaldrich.com).

Tabela 2. Composicéo do meio liquido de cultivo de Mf. australis cepa IT-1.

ASW 1000 mL

HEPES 24¢g
Cloreto de amonia 03g
Acetato de sddio lg
Succinato de sédio lg
Bicarbonato de sodio 1,28¢
L-cisteina 3% 6500 pl
Fe2S04 a 10mM (L) 3000 pl
K>HPO4 a 1,86% 1500 pl
Tiossulfato de sodio a 40% 500 pl
Minerais de Wolfe 5000 pl
Solug&o de vitaminas 500 pl

4.6. Modelagem metabdlica

O modelo de predicdo metabolica para a Mf. australis cepa IT-1 foi feito usando a

plataforma KBase: Predictive biology. Inicialmente, o genoma da célula foi anotado no


http://www.sigmaaldrich.com/
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aplicativo “Annotate Microbial Genome with RASTtk - v1.073” a partir do genoma parcial

com 21 contigs.

O modelo metabolico foi gerado com o aplicativo “Build Metabolic ModeZ V 2.0.0” a
partir do genoma parcial da célula e do meio padrdo de crescimento para coccus
magnéticos marinhos para gapfilling, o modelo resultante foi caracterizado com o
aplicativo “Run model characterization”. A fim dar mais confiabilidade ao modelo, o
aplicativo também foi utilizado para gerar um modelo metabolico para a MTB
Magnetococcus marinuscepa MC-1, por ser filogeneticamente proxima a Mf. australis
cepa IT-1 e ter o genoma completamente sequenciado. Usando o aplicativo “Compare
models V 2.0.0”, foi analisado a semelhanga entre os dois modelos. A partir dos modelos
gerados serdo analisados os elementos tracos e vitaminas presentes no metabolismo da
célula, bem como analisar elementos auxotréficos para o metabolismo das células, essas

informacdes foram utilizadas como base para analises de balanco de fluxo.
4.7. Andlise de balanco de fluxo

As analises de balango de fluxo, para quantificar o potencial maximo de geracdo de
biomassa, foram feitas na plataforma KBase: Predictive biology utilizando o aplicativo
“Run flux balance analysis”. As analises foram feitas para o modelo metabolico
estabelecido previamente alimentando o programa com diferentes formulagGes de meio, a
principio para avaliar o efeito de diferentes fontes Unicas de carbono, em seguida, 0s
mesmos meios serdo modificados para conterem 0s componentes auxotréficos para Mf.

australis cepa IT-1.
4.8. Avaliagao de vias metabdlicas

Usando o banco de dados referente Mf. australis cepa IT-1, Magnetospirillum
magneticum cepa AMB-1 e Magnetovibrio blakemorei cepa MV-1 da plataforma BioCyc.
Usando a aplicacdo Pathway tools ontology, a pontuacdo relativa a presenca de enzimas
que catalisam as reacdes necessarias e se 0 organismo esta dentro da classificacao
taxonémica adequada para a reagdo prevista. Usando o software Prism 8.0 (GraphPad), foi
construido um mapa de calor comparando vias metabolicas relativas ao metabolismo

energético, de fosforo, nitrogénio e enxofre para cada dos organismos mencionados.

4.9. Avaliacdo do efeito da variacdo das concentrac6es dos componentes do meio

cultivo
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Os componentes selecionados nessa etapa, definidos de acordo com a composic¢ao do
meio padrédo, foram a razéo entre a concentracdo de carbono e nitrogénio, a quantidade de
solucdo de minerais, agente redutor, fonte de ferro, solucdo de vitaminas, doador de
elétrons e fonte de fésforo (Tabela 3). A matriz de experimentos foi construida tendo como
base a matriz do planejamento Plackett & Burman para 8 experimentos. Nessa etapa, 0
numero de células apos 48 horas de crescimento, quantificado por citometria de fluxo, foi

utilizado como a resposta padréo.

O efeito medio foi definido pela férmula:

Efeito positivo médio + Efeito negativo médio

Efeito médio de X =

Crescimento celular médio entre os experimentos

Onde X é o componente em questdo e o efeito positivo médio foi dado pela média entre
a respostas dos experimentos onde o componente X se encontra em seu nivel superior. O
efeito negativo médio foi calculado a partir da média do produto entre -1 e as respostas

onde o componente X se encontra negativo.

Tabela 3. Variaveis selecionadas com seus respectivos niveis a serem avaliados.

Niveis
Variaveis
-1 0 +1

Raz&o C/N (X1) 6,77 13,55 20,32

Sol. minerais (X2) 0,1% 1,3% 2,5%
Cisteina 3% (X3) 0,325% 0,65% 0,975%
Quinato férrico 10 mM (Xa) 5mM 20 mM 35 mM

Sol. vitaminas (Xs) 0% 0,05% 0,1%
Tiossulfato de sédio 40% (Xs) 0,02mM 0,1 mM 0,18 mM
Fosfato dipotéssico 1,86% (X7) 0,341mM 3,41M 5,467TmM

5. Resultados

5.1. Modelagem metabdlica e analise de balanco de fluxo

O modelo metabolico foi feito na plataforma Kbase: predictive biology a partir da
versdo mais recente do genoma publicado da Mf. australis cepa IT-1 com 21 contigs e
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utilizando o meio para coccus magnéticos como referéncia para Gap-filling. O modelo

chegou a 1012 reacdes, das quais 71 foram Gap-fillings, 1092 compostos a partir de 4,214

genes. Dentre todos os minerais e vitaminas presentes na composi¢do original do meio,

apenas aluminio, boro e vitamina B10 ndo estdo presentes em qualquer reacdo no

metabolismo da célula. O modelo metabdlico indicou cinco moléculas que sdo auxotroficas

no metabolismo de Mf. australis cepa IT-1, estas sendo, folato, glicina, I-metionina, I-

serina e espermidina. Dentre elas, apenas folato esta presente no meio de cultivo padrao.

Andlise de balanc¢o de fluxo para diferentes reacdes
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Figura 7. Anélise de balanco de fluxo para o modelo metabolico de Mf. australis cepa IT-1 em diferentes
condicdes de cultivo para diferentes fungdes objetivas, producdo de biomassa e atividade da ATPase.

As anélises de balanco de fluxo foram feitas usando a plataforma Kbase utilizando a

reconstrucdo da modelagem metabolica descrita anteriormente, cada simulacdo feita

utilizando o meio padrdo e outros meio modificados a partir dele, usando fontes Unicas de

carbono e novamente com a adicdo de componentes auxotroficos. Diferentes simulacGes

foram feitas para as seguintes fungdes objetivas:

1)

Biomassa: Sintese de proteina[c0] + (0.35) L-Valina[cO] + (0.15) L-

fenialalanina[cO] + (0.08) L-Histidina[c0] + (0.18) L-Prolina[c0] + (0.03)
bactoprenil difosfato[c0] + (0.08) L-cisteina[c0] + (0.22) L-glutamato[cO] +
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(0.02) dGTP[cO] + (0.29) L-Lisina[cO] + (0.01) dATP[cO] + (0.38) L-
Leucina[c0] + (0.2) L-Aspartato[c0] + Transcricdo de RNA[cO] + (0.18) L-
Serina[c0] + (0.43) L-Alanina[c0] + (0.02) dCTP[c0] + (0.03)
Fosfatidilglicerol dioctadecanil [cO] + (0.05) L-Triptofano[c0] + (40.11)
ATP[cO] + (0.24) L-Isoleucina[c0] + (0.08) CTP[c0] + (35.54) H20[c0] +
(0.14) GTP[c0] + (0.01) TTP[cO] + (0.03) Stereo cardiolipnia (B. subtilis)[c0]
+ (0.12) L-Tirosina[c0] + (0.25) L-Arginina[c0] + (0.22) L-Glutamina[c0] +
(0.03) core oligosaccharide lipid A[c0] + (0.51) Glicina[cO] + (0.09) UTP[cO0]
+ (0.13) L-Metionina[c0] + (0.2) L-Asparagina[c0] + (0.03) Polimero de
peptideoglicana (n subunidades)[c0] + Replicacdo do DNA[c0] + (0.03)
Fosfatidiletholamina  dioctodecanoil[c0] => (0.03) Polimero de
peptideoglicana (n-1 subunidades) [c0] + (40) Fosfato[cO0] + (40) H+[cO] +
(0.48) PPi[c0] + (40) ADP[c0] + Biomassa[cO0]

2) Sintese de ATP: ADP[cO] + Fosfato [c0] + (4) H+[e0] <=> H20[c0] +
ATP[c0] + (3) H+[c0]

As simulacBGes ndo resultaram em valores objetivos diferentes para o potencial de
producdo de biomassa com diferentes fontes de carbono. No caso da producdo de ATP, o
meio padrdo e autotréfico teve um potencial inferior 380,3 mmol de ATP/mmol de
substrato contra 455,56 mmol de ATP/mmol de substrato dos meios com respectivamente,

acetato e succinato como fontes unicas de carbono (Figura 7).

Com a adicdo dos elementos auxotréficos, todos os valores sofreram aumento. Em
relacdo aos valores objetivo para producdo de biomassa, os meios com fontes Unicas de
carbono apresentaram valor objetivo mais elevado em relagdo aos demais (Figura 7). A
adicdo de elementos auxotroficos elevou a atividade da ATPase para um valor constante
para todas as condi¢des de 494,44 mmol de ATP/mmol de substrato (Figura 7).

5.2. Crescimento celular em diferentes condicGes

As células de Mf. australis cepa IT-1 foram cultivadas em meio semissolido e o
homogeneizado do crescimento celular foi utilizado para as analises de crescimento
celular. A correlacdo entre a densidade 6tica a 600 nm e a contagem de células por
microscopia 6tica de fluorescéncia obteve um R? de 0,906 (Figura 8), e foi utilizado para a

construcdo das curvas de crescimento.
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Correlagao entre o numero de células de Mf. australis cepa IT-1
e desidade 6ptica do meio
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Y = 101552944*X + 6015947
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Figura 8. Regressdo linear entre 0 nimero de células e a densidade Otica da suspensdo de células de Mf.
australis cepa IT-1 (P <0,05).

O efeito da alteracdo de forma qualitativa das fontes de carbono na composi¢do do
meio de cultivo da Mf. Australis cepa IT-1 afetou diretamente a velocidade de crescimento
e 0 potencial de geracdo de biomassa dentro do tempo avaliado. O meio padrdo, no qual
duas fontes de heterotrdficas de carbono e uma autotrofica estdo presentes, apresentou
maior velocidade de crescimento e maior potencial de geracdo de biomassa ap0s 48 horas
de crescimento (Figura 9).

O meio acetato e succinato apresentaram efeito similar sobre a velocidade de
crescimento da célula, no entanto em 48 (P = 0, 0005) e 56 horas (P = 0,0010) o meio
acetato apresentou maior geragdo de biomassa (Figura 9). No caso do efeito sobre o
crescimento celular, da adi¢cdo do extrato de levedura ao meio padrdo. A velocidade inicial
de crescimento foi superior com a adicéo de extrato de levedura (P = 0,003), no entanto, a

geracédo de biomassa se manteve similar a partir das 24 horas de crescimento (Figura 9).
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Curvas de crescimento da Magnetofaba australis cepa IT-1
em diferente condigdes de cultivos
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Figura 9. Curva de crescimento da Magnetofaba australis cepa IT-1 crescendo no meio padrdo, com
diferentes fontes Unicas de carbono (acetato ou succinato) e no meio padrdo com adicdo de extrato de
levedura. Diferenca estatistica feita a partir de comparagdo maltipla de tukey com significancia para P < 0,05

O efeito da alteracdo de forma qualitativa das fontes de carbono na composicdo do
meio de cultivo da Mf. Australis cepa IT-1 afetou diretamente a velocidade de crescimento
e o potencial de geragdo de biomassa dentro do tempo avaliado. O meio padréo, onde duas
fontes de heterotroficas de carbono e uma autotrofica estdo presentes, apresentou maior
velocidade de crescimento e maior potencial de geracdo de biomassa ap6s 48 horas de

crescimento (Figura 9).

O meio acetato e succinato apresentaram efeito similar sobre a velocidade de
crescimento da célula, no entanto em 48 (P = 0, 0005) e 56 horas (P = 0,0010) o meio
acetato apresentou maior geracdo de biomassa (Figura 9). No caso do efeito sobre o
crescimento celular, da adi¢do do extrato de levedura ao meio padréo. A velocidade inicial
de crescimento foi superior com a adicdo de extrato de levedura (P = 0,003), no entanto, a

geracao de biomassa se manteve similar a partir das 24 horas de crescimento (Figura 9).
5.2.1. Adicdo e remocdao de ferro e componentes traco

O cultivo de M.f. australis cepa IT-1 e quantificacdo do nimero de célula for
citometria de fluxo apds 48 horas de cultivo na auséncia de vitaminas e ferro indicou uma

reducdo significativa de 45,47% e 51% respectivamente (Figura 10). Os meios com adicao
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dos componentes auxotroficos em detrimento da solucdo de vitaminas apresaram aumento
significativo no namero de células em relacdo ao meio sem vitaminas, o mesmo foi
observado para a adicdo do extrato de levedura. Acerca do meio padrdo, 0 aumento no
namero de células foi significante quando comparada a adigdo de componentes
auxotroficos (aumento de 20,6%) mas ndo teve diferenca significativa quando comparado

ao meio com extrato de levedura (Figura 10).

Efeito de componentes trago e da fonte de ferro

2.5%107

2x107-

1.5%107

1x107

N° Células em 48h
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0-

Figura 10. Efeito da remogdo de vitamina e de ferro e da adi¢do de extrato de levedura e dos componentes
auxotréficos no nimero de células de Mf. australis cepa IT-1 apds 48 horas de crescimento comparado ao
meio padrdo. Diferencas estatisticas avaliadas pelo teste de Tukey com alfa de 0,05.

5.3. Producédo de NMOBs em diferentes condicGes

A partir de imagens de microscopia eletronica de transmissdo das células de Mf.
australis cepa IT-1 (Figura 11), foi feita a contagem do nimero de NMOBs em cada célula

e os dados foram compilados na figura 12.
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500 nm

Figura 11. Imagens de microscopia eletrbnica de transmissdo de células de Mf. australis cepa IT-1 1
crescendo no meio padrdo (A), em meios com fontes Unicas de carbono sendo ela, Acetato (B) e Succinato
(C) e meio padrdo com a adi¢do de extrato de levedura (D)

O numero médio de NMOBs por célula foi de 9,5 + 2,7; 10,5 + 2,8; 7,7 £ 6,0 para o
meio padrdo, meio acetato e meio succinato respectivamente (Figura 12). E possivel
afirmar entdo, que a alteragéo nas fontes de carbono néo teve efeito significante sobre a
média de NMOBs por célula. No caso da adi¢do de extrato de levedura ao meio padréo, a
média de NMOBs por célula foi de 6,2 + 2,3, portanto, teve um efeito negativo sobre a
producdo de NMOBs (Figura 12).
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Figura 12. Avaliacdo do nimero de NMOBs por célula de Mf. Australis cepa IT-1 crescendo no meio padrao
(n = 31), em meios com fontes Unicas de carbono sendo ela, Acetato (n = 16) e Succinato (n = 36) e meio
padrdo com a adicdo de extrato de levedura (n = 35). As diferengas estatisticas foram avaliadas pelo teste t
ndo pareado com significancia para P < 0,05.

5.4. Rendimento

O rendimento de NMOBs foi dado pela multiplicacdo da média de nimero de células
em 48 horas de crescimento pela média do nimero de NMOBs/célula, o desvio foi obtido
pela multiplicacdo do desvio do nimero de NMOBs/célula pela média do nimero de
células. O maior rendimento foi obtido com o meio padrdo (1,99 x 10% + 5,78 x 107),
seguido pelo meio acetato (1,52 x 108 + 4,11 x 107 ), meio succinato (7,85 x 10’ + 6,14 x

10") e, por fim, o padrdo com extrato de levedura (1,12 x 108 + 4,17 x 107) (Figura 13).
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Rendimento de NMOBs 48h
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Figura 13. Rendimento médio e desvio padrdo da producdo de NMOBs e massa de magnetita produzida para
Mf. australis cepa IT-1 apds 48 horas de crescimento crescendo em meio padrdo, com Succinato ou acetato
como diferentes fontes Unicas de carbono e em meio padrdo com a adicdo de extrato de levedura. As
diferencas estatisticas foram avaliadas pelo teste t ndo pareado com significancia para P < 0,05.

5.5. Producéo de granulos

O genoma de Mf. Australis apresenta genes envolvidos tanto na reducdo de sulfato,
sulfato adeniltransferase e adenilsulfato kinase, como envolvidos na sintese de polifosfato,
polifosfato quinase e exopolifosfatase (ARAUJO et al., 2016). A metodologia utilizada
para a medicdo das areas de granulos ndo foi capaz de distinguir entre a composicdo dos
granulos. Nas medicdes realizadas ndo houve diferenca significativa na area de granulos

produzidos pelas células nas condi¢tes avaliadas (Figura 14).
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Figura 14. Média de area por célula composta por granulos em Mf. australis cepa IT-1, mensurado a partir de
imagens de MET, avaliado em meio utilizando succinato (n = 20) ou acetato (n = 24) como fonte Unica de
carbono no meio padrdo (n = 15) e no meio padrdo com adi¢ao de extrato de levedura (n = 16).

5.6. Custo do meio

Avaliar os custos materiais envolvidos no meio de cultivo pode estabelecer um
parametro para avaliara a relacdo custo/beneficio no processo de otimizacdo do meio de
cultivo de Mf. australis cepa IT-1. Com a discriminacdo do custo de producao por litro do
meio liquido podemos identificar o0 HEPES e a solucdo de vitaminas contribuindo com
54.1% do custo total de produgdo do meio de cultivo. A dgua do mar artificial (ASW) e a
solucdo de sulfato ferroso também apresentam grande contribui¢do na composicao final do
meio, 33,8% (Tabela 4).

Tabela 4. Discriminacdo dos custos por litro dos componentes do meio liquido de cultura de Mf.
australis cepa IT-1.

% do custo

Reagente Quantidade Custo Custo final total
ASW 1000 mi R$ 7,99/L R$ 7,99 19.4%
HEPES 244 R$4580/kg R$ 10,99 26.7%
Cloreto de aménia 03¢ R$597/kg R$ 0,18 0.4%
Acetato de sodio 1lg R$ 737/kg R$ 0,74 1.8%
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Succinato de sédio 1lg R$ 974/kg R$ 0,97 2.4%
Minerais de Wolfe 5000 pl R$ 5,57/L R$ 0,28 0.7%
Bicarbonato de sddio 129 R$ 268/Kg R$ 0,32 0.8%
L-cisteina 0.2¢ R$8740/Kg R$ 1,75 4.2%
K2HPO4 a 1,86% 1500 pl R$ 1262/kg R$ 0,35 0.9%
FeSO4a10mM 3000 pl R$ 1304/kg R$ 5,95 14.4%
Solucgéo de vitaminas 500 pl R$226/Kg R$ 11,30 27.4%
Tiossulfato de sédio a 1.0%
40% 3000wl R$ 339,2/kg RS 04l

TOTAL: R$ 41,23

5.7. Efeito da variacéo das concentragoes

A partir da formula¢do do meio de cultivo semissélido para bactérias magnetotaticas
com gradiente de oxigénio (Tabela 1), foi feito 8 ensaios variando os niveis dos 7
componentes a fim de avaliar a contribuicdo dos componentes sobre o crescimento celular
(Tabela 5). A rezasurina foi omitida da otimizacdo por ndo ter efeito pratico sobre o
crescimento celular, a razdes C/N foram estabelecidas considerando mantendo a proporcao
original das fontes de carbono no meio padréo (Tabela 5). O HEPES né&o foi considerado
na otimizagdo do meio por ter fungdo de tamponamento, sua retirada ndo foi considerada,
pois o metabolismo de Mf. australis cepa IT-1 tende a acidificar 0 meio sem
tamponamento (Tabela 5).

Tabela 5. Matriz de 8 experimentos para avaliagdo do efeito de 7 componentes do meio de cultivo,

elas sendo razdo Carbono/nitrogénio (X1), solugdo de minerais (X2), cisteina 3% (X3), Quinato
férrico (X4), solucdo de vitaminas (X5), Tiossulfato de sodio (X6) e fosfato dipotassico (X7).

Ensaio X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7

1 6,77 01% 0975% 5mM 0,1% 0,18% 0,341 mM
20,32 0,1% 0,325% 5mM 0 0,18% 5,367 mM
6,77 25% 0325% S5SmM 0,1% 0,02% 5,367 mM
20,32 25% 0,975% 5mM 0 0,02% 0,341 mM
6,77 01% 0975%% 35mM 0 0,02% 5,367 mM
20,32 0,1% 0,325% 35mM 0,1% 0,02% 0,341 mM
6,77 25% 0325% 35mM 0 0,18% 0,341 mM
20,32 25% 0,975% 35mM 0,1% 0,18% 5,367 mM

coO N oo o1 A W DN
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A partir da variacdo no crescimento celular entre os meios avaliados, percebe-se que as
maiores contribuicdes advindas do efeito da razdo carbono/nitrogénio do quinato férrico e
da cisteina tiveram as maiores contribuicbes no aumento no crescimento celular (Figura
16). O efeito do tiossulfato (2,22%), da solucdo de minerais (0,3%) e do fosfato dipotéassico
(0,95%) apresentaram valor de p > 0,05 nas estatisticas de ANOVA e definidos como néo

significante.

Numero de células em 48h com variacao
dos niveis de cada componente

Meio 1F
Meio 2}
Meio 3}

Meio 4
Meio 5:
Meio 64____}
Meio 7}
Meio &~/
| 1 1 | 1
° S «v"é #\s g\s
N° de células em 48h

Figura 15. Namero de células de Mf. australis ap6s 48h de crescimento nos 8 meios estabelecidos
a partir da variancia dos componentes do meio padréao.
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Grafico de Pareto do efeito de cada componente
sobre o crescimento celular
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Figura 16. Gréfico de Pareto da contribuicdo de cada componente para o crescimento celular de
Mf. australis cepa IT-1. As barras em laranja indicam os componentes responsaveis por cerca de
80% do efeito.
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6. Discussao

6.1. Cultivo de Mf. australis cepa IT-1 e construcéo das curvas de crescimento

Os experimentos realizados durante a execucdo desse projeto foram feitos utilizando
apenas o cultivo em meio semissolido, ao invés do meio liquido mais comumente utilizado
em estudo de bioprocessos. O metabolismo da bactéria em questdo demanda concentracdes
restritas de oxigénio (20 — 40 uM) que dificilmente poderiam ser padronizadas no cultivo
em frasco, afetando a reprodutibilidade dos experimentos. Até entdo, nenhum protocolo
para cultivas coccus magnéticos em meio solido foi estabelecido, limitando as abordagens
disponiveis.

O meio semissélido permite a formacdo de gradiente de oxigénio e permite que a
células se estabelecam na altura em que a concentracdo de oxigénio é ideal para seu
metabolismo. Outros estudo onde o gradiente de oxigénio ou de outros compostos
oxidados ou reduzidos seriam importantes se utilizaram do meio semissolido, como para
estudar o efeito de diferentes compostos organicos na producdo de biomassa de Beggiatoa
(Hagen e Nelson, 1996). Assim, para essa etapa da otimizacdo do cultivo de Mf. australis
cepa IT-1 o meio de cultivo semissélido foi utilizado, e para a padronizacdo dos

experimentos o volume de ar no headspace e altura do in6culo foi padronizada.
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6.2. Efeito da troca de fontes de carbono e de componentes traco

As funcbes objetivas definidas para as andlises in silico tiveram dois principais
objetivos. Analisar o efeito das diferentes fontes de carbono e do efeito dos componentes
tidos como auxotroficos de acordo com o modelo metabdlico no crescimento celular. Em
seguida, tentar estimar o efeito das mesmas condi¢Ges na producdo de NMOBs pelas
células, correlacionando essa caracteristica com a producdo de ATP, consequentemente
guiando os experimentos de bancada. Os dados das simulagdes foram confrontados com os
resultados dos experimentos de bancada, que forneceram dados para anélise de rendimento

de NMOBs e velocidade de crescimento celular.

Diversos estudos se utilizam de simulacdes de crescimento celular para complementar
experimentos de bancada, no entanto, as simulagdes podem descrever condigdes irrealistas
para condigdes celulares (Ford et al., 2022). O software utilizado nesse trabalho se baseia
na relacdo estequiométrica entre a quantidade de matéria inserida no sistema e seu
consumo para atingir a fungédo objetiva no menor niumero de reagdes, assumindo um estado
metabolico contante. No contexto da troca de fontes de carbono, a diferenga nos valores
objetivos vai estar relacionado a diferenca no numero de reaces entre a captacdo do
substrato e o objetivo final (Orth, Thiele e Palsson, 2010). Essa abordagem, pode
apresentar limitacGes pois ndo leva em consideragédo variacdes nos niveis de expressdo de

genes e ndo e capaz de prever acimulo de substancias.
6.2.1. Crescimento celular

Inicialmente, os dados relacionados a reducdo das multiplas fontes de carbono do meio
padrdo (bicarbonato de sodio, acetato e succinato), apenas acetato ou apenas succinato
foram confrontados. As andlises de balango de fluxo néo indicaram diferenca na produgéo
de biomassa entre as condicdes sem componentes auxotréficos (Figura 7), no entanto, as
curvas de crescimento indicam uma reducdo na velocidade de crescimento e na geracdo de
biomassa dentro do tempo estabelecido em relacdo as mudancas no meio padrdo para
ambos (Figura 9). Entre as fontes Gnicas de carbono, as velocidades iniciais de crescimento
se equipararam entre si, mas 0 meio com acetato teve maior niamero de células a partir de
48h.

A adicdo dos componentes auxotréficos nas simulagGes induziu o aumento no valor

objetivo em todos os casos, além de igualar a producdo de ATP entre as condicBes
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avaliadas. Nos experimentos de bancada, foi avaliado o crescimento celular com a adigéo
dos componentes auxotréficos e com a adicdo de extrato de levedura. Em 48 horas de
crescimento, a substituicdo da solucdo de vitaminas pelas componentes auxotréficos néo
resultou em maior nimero de células em relacdo ao meio padrdo (Figura 10), no entanto o

crescimento foi significativamente superior ao meio na auséncia de vitaminas.

A adicdo de extrato de levedura foi avaliada por ser um componente barato para a
suplementacdo dos componentes auxotroficos e adicdo de diversos aminoacidos
diretamente no meio. N&o foi observado diferenca significante no nimero de células apos
48 horas de cultivo em relacdo ao meio padrdo (Figura 10), no entanto, a velocidade de
crescimento com a adicdo de extrato de levedura foi superior (Figura 9). Esse
encurtamento da fase lag pode ter sido efeito da adicdo de aminoacidos e uma consequente
aceleracao na sintese de proteinas, fendmeno ja observado em outros trabalhos (Azubuike
et al., 2020). Como observado pelo planejamento experimental, a adicdo de carbono e
nitrogénio no meio de cultivo tem efeito significante no crescimento celular, a velocidade
inicial de crescimento pode ter tido influéncia da maior disponibilidade desses elementos

apos a adicdo de extrato de levedura.

No modelo metabdlico, as reagdes onde os componentes auxotroficos estdo envolvidos
podem levar a maior velocidade de crescimento. Algumas rotas que podem ter sido

importantes s&o:

“L-serina ammonia-liase: L-Serina => NH3 + Piruvato”, que pode ser uma via direta
para producdo de piruvato e acelerar o metabolismo energético, nas simulagdes relativa a
atividade da ATPase pode ter sido a via metabdlica preferencial no metabolismo
energético, assim estabilizando o valor objetivo para todas as condi¢cdes em que L-serina

estava presente.

Participacdo da L-serina  no metabolismo de lipideos pela acdo da

Glycerophosphodiester phosphodiesterase.

Participacdo da L-metionina na sintese de biotina, que atua como cofator para reacdes

de carboxilacdo, dacarboxilagdo e transcarboxilacdo (Hebbeln et al., 2007).

Comparado a outros estudos de otimizacdo de formulacdo de meios de cultivo, o
crescimento de Mf. australis cepa IT-1 se destaca quanto a velocidade inicial de

crescimento, que cresce exponencialmente ja nas primeiras 8 horas de cultivo. Na curva de
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crescimento descrita para Mv. blakemorei cepa MV-1 crescendo no meio otimizado em
biorreator de 5 litros (Silva et al., 2012), no entanto, uma fase lag mais reduzida foi
descrita no desenvolvimento de batelada alimentada também para MV-1 (Correa et al.,
2022). Ja em bioprocessos focados em Ms. gryphiswaldense cepa MSR-1 observamos o
inicio da fase exponencial ap6s 10 horas de crescimento(Zhang et al., 2011).

6.2.2. Rendimento de NMOBs

Em trabalhos publicados, foi observada a correlacdo entre a maior captacdo de ferro e a
atividade de ATPase citoplasmatica em Magnetospirillum magneticum cepa AMB-1,
gracas a amplificacdo da atividade dos transportadores de ferro ferroso da familia feoAB
(Suzuki et al., 2007). No entanto, as analises de balanco de fluxo quanto a producéo de
ATP, apesar de terem indicado maior produgdo nos meios com uma Unica fonte de carbono
(Figura 7), os dados experimentais ndo indicaram diferenca significante na producdo de
NMOBs/célula, apesar de transportadores da familia feoAB também estarem presentes em
IT-1 (Figura 12).

O rendimento final de NMOBs apds 48 horas de cultivo foi maior com 0 meio padrao,
seguido pelo meio acetato, meio padrdo com extrato de levedura e meio succinato. O meio
padrdo teve rendimento médio 23,6% superior ao meio acetato, a diferenca dos custos de
reagentes de 3,2% também justifica a continuidade do uso do meio padrdo em um
bioprocesso para a producdo de NMOBs de Mf. australis cepa IT-1. A comparacdo dos
rendimentos obtidos contra ao rendimento do bioprocesso de outras MTB é limitada
devido a diferencas na distribuicdo das células em meio liquido quando comparado

semissolido, onde a células se concentram em entre 1 e 2 ml do volume.
6.2.3. Producéo de granulos

A producgédo de granulos pela Mf. australis cepa IT-1 ndo foi afetada pela troca nas
fontes de carbono nem pela adicéo de extrato de levedura. Sun et al. 2023, avaliou o efeito
de diferentes regimes de cultivo variando entre condi¢des oxicas (5.1 £ 1.2uM Oy) e
anoxicas (> 0.0052uM) sobre a formacédo de inclusdes intracelulares de Ms. magneticum
cepa AMB-1 (NMOBs, PHA e polifosfato) e indicou que no geral as condi¢gdes dxicas
favoreceram a formacao desses tipos de inclusdo. O mesmo estudo, ao submeter as células

por ciclos Oxicos e andxicos intercalados demostrou a degradacdo ativa de polifosfato
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durante periodos anoxicos, onde possivelmente o granulo serviu para a producdo de ATP
(Sun et al., 2023).

O mesmo padrdo de producdo de polifosfato em condi¢cbes Oxicas e degradacdo em
anoxia tambem foi observado em MTB a familia Magnetococcaceae (Schulz-Vogt et al.,
2019). No gradiente de oxigénio, a Mf. australis cepa IT-1 se estabelece na zona por volta
de 9.4 + 1.5uM O (Morillo et al., 2014), o que de acordo com os estudos mencionados
anteriormente favorece a formacdo de granulos, no entanto, a degradacgéo de polifosfato em
condi¢cdes de anoxia ndo foram observadas para Mf. australis cepa IT-1. No entanto,

exopolifosfatase e endopolifosfatase estdo codificados no genoma.

As espécies de MTB mais exploradas atualmente, Ms. magneticum cepa AMB-1 e Ms.
griphyswaldense cepa MSR-1 acumulam um baixo contetdo de fosfato e nunca foram foco
de projetos relacionados a remocéo bioldgica aprimorada de fosforo. No entanto, diversos
coccus magnéticos capazes de acumular altos contetidos de fosforo ja foram observados na
natureza, mas que ndo sdo explorados biotecnologicamente. A Mf. australis cepa IT-1, é
capaz de acumular um contetdo de fosfato cerca de 2000% maior que Ms. magneticum
cepa AMB-1 (Sun et al., 2023), tendo potencial para ser utilizado para recuperacdo de

fosfato.

6.3. Efeito da variacdo da concentragdo dos componentes sobre o crescimento

celular

Os componentes com maiores contribuicdes sobre o nimero de células de Mf. australis
cepa IT-1, indicou que a razdo C/N, volume de cisteina 3% e a concentracdo de quinato
férrico como os componentes mais importantes sobre a resposta. Em termos de
composigdo de biomassa, o carbono e nitrogénio sdo os elementos mais abundantes,
consequentemente esses elementos em maior quantidade e em uma forma adequada para

utilizacdo pelo microrganismo favorece o crescimento celular.

A adicdo das formas de carbono na forma de acetato de sodio e succinato de sodio
também implicam na maior concentracdo de sais. Na MTB de agua doce,
Magnetospirillum ja foi demonstrado o efeito da pressdo osmdtica sobre a maior
velocidade de crescimento celular (Zhang, et al 2013). O mesmo mecanismo ainda nao foi
descrito em bactérias marinhas. No entanto, a contribuicdo de 35,59% do aumento da
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concentracdo de carbono sobre o crescimento celular pode estar relacionada também a

variacdo na pressdo osmatica.

No meio de coccus magnéticos a cisteina exerce a fungédo de agente redutor, comumente
utilizado para a cultura de bactéria anaerdbias estritas gerando um ambiente com menor
potencial redutor de oxigénio e proteger 0s microrganismos de danos oxidativos. No
entanto, agentes redutores em altas concentracdes podem ter efeitos deletérios ao
crescimento celular, assim mais estudos devem ser realizados para a definicdo dos niveis
desse componente a serem utilizados para um planejamento de otimizacdo (Takumi and
Nonaka et al., 2016).

No cultivo de bactérias magnetotaticas, ja foi demonstrado que a diminui¢do da PRO
pela adicéo de agentes redutores no cultivo de Ms. magneticum AMB-1 de -250 mV para -
500 mV resultou no aumento de 10,9% da densidade Otica no meio dentro do mesmo
periodo, além de elevar o numero as NMOBs/célula e o tamanho das NMOBs (Widdrat et
al., 2019). O contrario foi observado na otimizacdo de Mv. blakemorei cepa MV-1T, em
que a adigdo de cisteina ndo apresentou efeito sobre o crescimento celular e a producgéo de
NMOBs. Dessa forma, a cisteina o foi mantida em niveis minimos para garantir condi¢des

anaerdbias (Silva et al., 2012).

O efeito positivo sobre o crescimento celular da adicdo de cisteina pode estar
relacionado a maior resisténcia a oxidacdo durante a primeiras etapas do crescimento
celular no meio de cultura semissolido com gradiente de oxigénio. Nos primeiros
momentos ap6s a indculo, as células se locomovem ao longo do gradiente a fim de
encontrar a regido onde a concentracdo de oxigénio é 6tima para o metabolismo energético,
é possivel que com maiores concentracdes de cisteina, as células sofram menos danos
oxidativos até ao se estabeleceram na regido Otima. A cisteina pode também exercer a
funcdo de fonte de enxofre, 0 que pode também ter contribuido com o efeito positivo do

componente.

No cultivo de bactérias magnetotaticas, a concentracdo e o estado quimico do ferro sdo
fatores comumente estudados para bioprocessos de MTB. Frequentemente, em estudos
utilizando MTB do género Magnetospirillum, é descrito uma correlagdo entre a
concentracdo de ferro e a maior producdo de NMOBs/célula, quanto ao crescimento celular

é descrito um efeito negativo em altas concentragdes (Fernandez-Castané et al., 2018;
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Zhang et al., 2011). Para Mf. australis cepa IT-1 foi observado uma correlagdo positiva
entre o crescimento celular e concentracdo de quinato férrico. Essa correlacdo ja foi
descrita em Acidithiobacillu ferrooxidans, que oxida ferro ferroso (Fe?*) para férrico (Fe*")

como parte do seu metabolismo energético (Yan et al., 2016).

No cultivo de Mf. australis, ocorre a adigdo de Fe*" em um ambiente redutor gerado pela
cisteina que pode favorecer a formagéo de Fe?* e que poderia ser oxidado pela célula como
parte do metabolismo energeético. Outra explicacdo para o fenémeno pode ser advinda da
presenca das duas formas do ferro, uma vez que a formacdo da magnetita depende da
proporcio entre Fe** e Fe?* de 2/1, isso pode representar uma economia de energia na
formacgédo de NMOBs (Olszewska-Widdrat et al., 2019).

No metabolismo de Mf. australis cepa IT-1, o tiossulfato de sodio esta relacionado ao
metabolismo autotréfico, ao exercer a funcdo de doador de elétrons no Ciclo de Krebs
reverso. Porém a variacdo da sua concentracdo teve efeito menos significativo sobre o
crescimento celular, é possivel entdo que o crescimento celular nas primeiras 48 horas foi
predominantemente heterotrofico. O fosfato dipotassico que atua como fonte de fosforo e
aceptor de elétrons, apesar de ndo ter tido pouco efeito sobre o nimero de células, ainda é

essencial para o crescimento celular.

A variagdo no volume adicionado da solugéo de vitaminas resultou em um efeito
discreto sobre a resposta. Apesar de a célula ser capaz de crescer na auséncia de vitaminas
(Figura 10), o crescimento é mais rapido quando estdo presentes na formulacdo do meio
sem afetar o crescimento celular (Figura 9), resultado que diverge com o estudo de
otimizagdo da Mv. blakemorei cepa MV-1T, no qual as vitaminas ndo tiveram efeito
significativo. Em termos econémicos, a remoc¢do da solucdo de vitaminas representa uma
reducdo do custo de producdo de 27,4%, com uma perda de 45,47% de producdo de
biomassa, assim, ainda se justifica a utilizacdo das vitaminas. Quanto a solucdo de
minerais, o contrério foi observado para a cepa MV-1T, sendo que 0 mesmo componente
esteve entre os efeitos mais significantes, para Mf. australis cepa IT-1 os resultados

indicaram a possibilidade de reducéo da concentracdo de minerais no meio de cultivo.
7. Concluséo

A tentativa de partir de uma abordagem in silico para otimizacdo do meio de cultivo de

Mf. australis cepa IT-1 ndo demonstrou boa previsibilidade quanto a avaliacdo do
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crescimento de acordo com a mudangas nas condi¢des de cultivo. No entanto, a
caracterizacdo do modelo revelou componentes auxotroficos que podem ter agido de forma
a acelerar o crescimento celular, mas reduzindo a media de NMOBs/célula, foi
demonstrado também que o extrato de levedura pode servir de fonte para esses

componentes.

A avaliagdo da remocgéo das fontes de carbono estabeleceu o meio padrdo com fontes
autotrdfica e heterotréficas como o maior potencial para bioprocessos, por ter maior
velocidade de crescimento e maior rendimento de NMOBs. Quanto a adicdo de
componentes traco, a solucdo de vitaminas se provou a mais importante e a otimizacéo da

sua formulacao pode ser importante para também otimizar o aspecto econdmico do cultivo.

A producéo de granulos em Mf. australis cepa IT-1 independe da qualidade da fonte de
carbono e ndo sofreu interferéncia da adicdo de extrato de levedura. O maior acimulo de
fosforo em relacdo a demais MTBs mantidas em cultura pode ser uma oportunidade para
investigar o potencial dessa célula para remocdo bioldgica aprimorada de fosfato.
Entretanto, as condi¢cBes ambientais que levam a producéo e degradacdo dos granulos de

polifosfato ainda precisam ser mais bem descritos para a célula.

Em conclusdo os resultados indicam que a razdo C/N, quinato férrico e cisteina sdo
candidatos a terem seus niveis otimizados em um posterior planejamento estatistico que
preze otimizar o crescimento celular. A solucdo de vitaminas teve efeito significante, mas
seu nivel pode ser mantido no nivel padréo. O tiossulfato de sodio, o fosfato dipotassico e a
solucdo de minerais tiveram pouco efeito e podem, por tanto, serem mantidos em niveis
minimos. Os experimentos realizados ainda ndo avaliou o efeito de cada um dos fatores
sobre a producao de NMOB, consequentemente ndo temos informacao sobre o rendimento,

que serd o objetivo de trabalhos posteriores.

O potencial das NMOBs extraidos de Mf. australis cepa IT-1 e como ele se compara
com NMOBs de espécies mais utilizadas sdo estudos que podem ser facilitados a partir da
otimizacdo do cultivo da célula. A caracterizacdo das proteinas de superficies e
investigacdo dos seus aspectos funcionais sdo pesquisas que podem ser acarretadas no
futuro ndo s6é com viés biotecnoldgico, mas também para o melhor entendimento da

bioquimica relacionada a formacdo de NMOBs em Magnetococcaceae.

8. Producdao cientifica e tecnolégica
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8.1. Artigo de revisdo “Large-Scale Cultivation of Magnetotactic Bacteria and the
Optimism for Sustainable and Cheap Approaches in Nanotechnology”

O artigo de revisdo (Anexo 4), publicado em janeiro de 2023, se propds a tragar um
panorama dos estudos que tiveram como objetivo a desenvolver estratégias de cultivo em
biorreator para a producdo de NMOBs. Além de compilar e discutir os diferentes métodos
de funcionalizacdo de NMOBs e suas aplicacdes com foco no campo biomédico. Por fim,
foi analisado a presenca de NMOBs em registro de propriedade intelectual por
classificacdo técnica.

O trabalho aqui descrito se relaciona com a publicagdo na medida em que se propde a
estudar com um viés de bioprocessos as condi¢cdes de cultivo de uma espécie pouco
estudada, porém com potencial para aplicacdes baseadas na utilizacdo da célula quanto
como espécie em potencial para a producdo de NMOBs em larga escala para sustentar
aplicacdes sendo desenvolvidas.

8.2. Patente depositada sobre nimero de registro BR1020220243573
A invenc¢do, ainda com titulo sob sigilo, consiste na aplicacio de NMOBs de

diferentes espécies de MTB, incluindo a Mf. australis cepa IT-1.
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10. Anexos

Anexo 1. Composicdo do meio semissolido de cultivo heterotréfico de bactérias magnetotaticas
marinhas com gradiente de oxigénio e funcdo de cada componente.

ASW 100 mL Funcéo
HEPES 0,39 Tamponamento
Cloreto de amo6nio 0,024 g | Fonte de nitrogénio
Acetato de sodio 01g Fonte de heterotréfica de carbono
Succinato de sodio 01lg Fonte de heterotrofica de carbono
Rezasurina a 0,2% 20ul Indicador de oxi-reducao
Bacto Agar 0,15g | Agente solidificante
Bicarbonato de sodio 0,128 g | Fonte autotrofica de carbono
L-cisteina 3% 650ul | Agente redutor
Quinato férrico a 0,01M 200 pl | Fonte de ferro
K2HPO,4 a 1,86% 400 pl | Fonte de fosforo, aceptor de elétrons e tamponamento
Tiossulfato de sédio a40% 500 pl | Doador de elétron
Minerais de Wolfe 500 pl | Fonte de minerais traco
Solugéo de vitaminas 50 ul | Fonte de vitaminas

Anexo 2. Composi¢do da dgua do mar artificial (ASW)

Componente g/L

NaCl 16,43
MgCl..6H,O0 3,49
Na SO, 2,74
KCI 0,465

CaCl 0,386
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Anexo 3. Composi¢do da solucao de vitaminas utilizada para o cultivo meio semissélido de cultivo
heterotrofico de bactérias magnetotaticas marinhas.

Componente g/100ml
Tiamina 90
Inositol 40
DL pantonoato de calcio 4
Acido amino benzoico 5
Vitamina B12 5
Piridoxina 4
Niacina 4
Biotina 0,1
Acido félico 0,04

Anexo 4. Artigo de reviséo parte da produgdo cientifica e tecnoldgica,
https://doi.org/10.3390/md21020060.



