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RESUMO

Polihidroxialcanoatos (PHAs) sdao poliésteres produzidos e degradados por procariotos,
enquanto biosurfactantes/bioemulsificantes (BS/BE) sdo metabolitos que diminuem a tensao
superficial e sintetizados por esse grupo de organismos. O interesse nas potenciais aplicagdes
industriais para PHA e BS/BE tem aumentado devido ao apelo ecologicamente correto desses
produtos. No presente estudo, isolaram-se 24 colonias bacterianas de solo de Mata Atlantica e
lodo agroindustrial (Coruripe-AL, Brasil) em meio mineral minimo, como indicativo da
possivel capacidade de sintetizar PHA. Todas as linhagens foram caracterizadas
bioquimicamente, enquanto a amplificacdo do gene phaC evidenciou que os isolados BMA-05,
BMA-10, BMA-13 e BDL-07 podem expressar a enzima-chave para a sintese de PHA (PHA
sintase). O sequenciamento da regido parcial 16S r-DNA dessas bactérias permitiu suas
identificacdes respectivamente como Pseudomonas fluorescens, Enterobacter aerogenes,
Klebsiella oxytoca e Bacillus pumilus. Os PHAs produzidos por cada isolado foram extraidos
com cloroformio quente ¢ os filmes poliméricos foram obtidos. Experimentos em frascos
agitados (0 — 96 h) foram conduzidos para comparar a biomassa, glicidios redutores totais, pH
e proteinas totais em meio minimo contendo diferentes contetidos de glicose e peptona. O
suplemento com peptona demonstrou induzir o crescimento das linhagens, ¢ o sobrenadante
livre de células proveniente do cultivo de Pseudomonas fluorescens BMA-05 ndo apresentou
acidificagdo em nenhuma das condi¢des testadas. Na producao de polihidroxibutirato (avaliada
apods 24 h de incubacgio), utilizou-se o meio minimo com diferentes fontes de nitrogénio: acetato
de amonio, cloreto de amonio, nitrato de amonio, nitrato de soédio, sulfato de amodnio, extrato
de carne, extrato de levedura, glicina e peptona. O acimulo maximo de P(3HB), detectado por
espectrofotometria UV-visivel, foi obtido quando P. fluorescens, E. aerogenes, K. oxytoca e B.
pumilus foram cultivados no sulfato de amdnio, cloreto de amonio, extrato de carne e nitrato de
sodio, respectivamente. As observagdes em microscopio eletronico de transmissdo mostraram
Pseudomonas fluorescens BMA-05 com granulos eletronlucentes quando a linhagem foi
cultivada na presenca de sulfato de amonio ou nitrato de sodio. Embora nenhum granulo tenha
sido observado para as outras linhagens na presenca do sulfato de amoénio, as andlises de
cromatografia gasosa confirmaram a producao de P(3HB). Quando os testes de expressao de
exoenzimas foram realizados, os resultados indicaram que as linhagens foram capazes de
hidrolisar gelatina, amido e Tween 80, e B. pumilus causou hemolise em sangue de carneiro.
Experimentos para a produgdo de biosurfactante/bioemulsificante indicam que E. aerogenes
BMA-10 excretou um composto surfactante que colapsa na superficie hidroféobica bem como
emulsiona os hidrocarbonetos querosene, tolueno, 6leo diesel e 6leo de soja. O indice de
emulsificacdo (E24) usando o sobrenadante livre de células desse microrganismo foi
termalmente estavel no tolueno, mas ndo em querosene. Resultados similares foram obtidos
quando o pH do sobrenadante livre de células desse microrganismo foi ajustado para 2, 7 e 10,
bem como quando concentragdes diferentes de NaCl (2, 6 e 10 %) foram adicionadas as
amostras. Tais resultados revelam o potencial de Enterobacter aerogenes BMA-10 como
produtora de P(3HB), e 0 meio de cultura livre de suas células para finalidades emulsificantes
em biotecnologia ambiental, bem como em biorremediagao.

Palavras-chave: Polihidroxibutirato. Bactéria. PhaC sintase. Biotensoativos.



ABSTRACT

Polyhydroxyalkanoates (PHASs) are polyesters produced and degradable by prokaryotes, while
biosurfactants/bioemulsifiers (BS/BE) are metabolites that reduces surface tension and
synthesized by this group of organisms. Interest in the potential industrial applications for PHA
and BS/BE has increased due to its eco-friendly appeal. In this study, 24 bacterial colonies were
isolated from Atlantic forest soil and agro-industrial sludge (Coruripe-AL, Brazil) in minimum
mineral medium, as indicative of the possible ability to synthesize PHA. All strains were
submitted to biochemical characterization, while the phaC gene amplification showed that
isolates BMA-05, BMA-10, BMA-13 and BDL-07 can express the key enzyme for the
synthesis of PHA (PHA synthase). Sequencing of the partial 16S r-DNA region was able to
identify  these bacteria respectively as  Pseudomonas fluorescens, Enterobacter
aerogenes, Klebsiella oxytocaand Bacillus pumilus. The PHAs produced by each isolate were
extracted with hot chloroform and the polymeric films were obtained. Experiments in
shaken flasks (0 — 96 h) were conducted to compare the biomass, total reducing glycides, pH,
and total protein in minimal medium containing different contents of glucose and peptone.
Supplementation with peptone was able to induce the growth of these strains, and cell-free
supernatant from the cultivation of Pseudomonas fluorescens BMA-05 showed no acidification
in any of the conditions tested. To polyhydroxybutyrate production (evaluated after 24 h
incubation), minimal medium was used with different nitrogen sources: ammonium acetate,
ammonium chloride, ammonium nitrate, sodium nitrate, ammonium sulfate, beef extract, yeast
extract, glycine and peptone. The maximum accumulation of P (3HB), detected by UV-visible
spectrophotometry, was obtained for P. fluorescens, E. aerogenes, K. oxytoca and B.
pumilus grown in ammonium sulfate, ammonium chloride, meat extract and nitrate sodium,
respectively. Observations in transmission electron microscope showed Pseudomonas
fluorescens BMA-05 with eletronlucent granules when the strain was cultivated in the presence
of ammonium sulfate or sodium nitrate. Although no granule was observed for the other strains
in the presence of ammonium sulfate, the gas chromatography analysis confirmed the
production of P (3HB). When exoenzymes expression tests were conducted, the results
indicated that the strains were able to hydrolyse gelatine, starch and Tween 80, and B.
pumilus caused hemolysis of sheep blood. Experiments for biosurfactant/bioemulsifier
production indicate that E. aerogenes BMA-10 excreted a compound surfactant which
collapses the hydrophobic surface and emulsifies the hydrocarbons kerosene, toluene, diesel oil
and soybean oil. The emulsification index (E24) using the cell-free supernatant of this
microorganism was thermally stable in toluene, but not in kerosene. Similar results were
obtained when the pH of this microorganism cell-free supernatant was adjusted to 2, 7 and 10,
as well as different concentrations of NaCl (2, 6, and 10 %) were added to the samples. These
results reveal the potential of Enterobacter aerogenes BMA-10 as a P(3HB)-producing, and its
growth medium free of cells an emulsifier for biotechnological purposes and also in
bioremediation.

Keywords: Polyhydroxybutyrate. Bacteria. PhaC synthase. Biotensoatives.
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1 INTRODUCAO

A Revolugao Industrial, que se instalou no mundo a partir de 1760, tornou possivel a
producdo de bens em larga escala, passando-se do trabalho manual para a producdo em
maquinas a vapor, concentradas em fabricas, e acarretou profundas modificagdes sociais e
econdmicas, em todos os ramos do conhecimento (MANO ¢ MENDES, 2013). O surgimento
das ciéncias exatas e o desenvolvimento cientifico e tecnoldgico, por exemplo, fizeram com
que os produtos sintéticos cada vez mais se sobrepusessem (em quantidade e diversidade) aos
produtos naturais (NUNES e LOPES, 2014). De origem petroquimica, uma fonte nao
renovavel, os materiais plasticos e os surfactantes sdo os exemplos classicos de produtos
sintéticos que se tornaram parte importante no dia-a-dia de milhdes de pessoas no mundo todo.
O primeiro, devido a suas caracteristicas — de versatilidade, forca, durabilidade e resisténcia a
degradagdo —, revolucionou as industrias, que trocaram o vidro e o papel de suas embalagens
pelo polimero sintético (CHOI e LEE, 1999). J4 os surfactantes, com a capacidade de alterar as
propriedades superficiais e interfaciais dos liquidos (KOSARIC, 2001), passaram a ser
constituintes dos mais diversos produtos de limpeza ¢ higiene pessoal (MULLIGAN, 2005).

Os mesmos motivos que fizeram o pléstico tornar-se tdo popular sdo os mesmos que o
fazem ser extremamente danosos ao meio ambiente. A durabilidade desse material ¢ tamanha
que sua degradagdo ¢ incapaz de ocorrer em tempo viavel (SHAH et al., 2008). Para sanar esse
problema, o pléstico sintetizado por seres vivos (bioplastico) tem sido proposto como substituto
aos sintéticos (STEINBUCHEL e FUCHTENBUSCH, 1998). Com 100 % de
biodegradabilidade, os polihidroxialcanoatos (PHAs) sdo bioplasticos de grande interesse, pois
além de serem completamente metabolizados pelos microrganismos naturalmente presentes no
solo, eles possuem propriedades similares a varios plasticos convencionais em uso (do
polipropileno a borrachas sintéticas) e ainda podem ser sintetizados a partir de matérias-primas
renovaveis pela agricultura (REHM, 2003; STEINBUCHEL e FUCHTENBUSCH, 1998;
TOKIWA et al., 2009).

Os PHAs destacam-se pelo potencial para outras aplicacdes além do uso como
embalagens gracas as suas propriedades unicas como, por exemplo, a biocompatibilidade,
atoxicidade, propriedades termoplésticas e/ou elastoméricas (BUGNICOURT et al., 2014;
CHEN, 2009). Virios microrganismos acumulam PHAs — com grande destaque para o
polihidroxibutirato (PHB) —, como fonte de carbono e energia, sob a forma de granulos no
citoplasma (REHM, 2003), e para conseguir esse polimero, portanto, € necessario o cultivo do

microrganismo com posterior lise celular para a obtencdo dos granulos. Comumente, esse
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processo utiliza solvente, além de requerer grandes volumes de meio de cultura para que o
microrganismo possa se multiplicar e acumular o bioplastico em quantidade expressiva
(KOLLER et al., 2008; MARANG et al., 2013). Por conta disso, sua extracdo ainda ¢ um
procedimento caro, mas empresas em diferentes paises t€ém investido fortemente em pesquisa a
fim de que os polimeros de origem bioldgica se tornem mais competitivos aos sintéticos em
relagdio ao custo de produ¢io (MADKOUR et al., 2013; SQUIO e ARAGAO, 2004; WANG et
al.,2014).

Assim como os plasticos, os surfactantes provenientes do petroleo também apresentam
como vantagem a producdo em grande escala com baixo custo de comercializagdo (BANAT et
al., 2000). Todavia, outras duas desvantagens ocorrem nesse produto: a alta toxicidade e a sua
ndo biodegradabilidade (MULLIGAN, 2005). Portanto, em locais com saneamento bdsico
precario, a poluicdo se intensifica: os esgotos domésticos, contendo grandes quantidades de
moléculas de surfactantes sintéticos, acabam afetando as propriedades fisico-quimicas e
bioldgicas dos solos e produzindo espuma nos rios. No Brasil, esse tipo de polui¢ao pode ser
visto em varios rios de cidades metropolitanas, em especial no Estado mais populoso e
industrializado do pais, isto ¢, em Sao Paulo. O Rio Tieté, que corta Sao Paulo de leste a oeste,
com frequéncia apresenta acumulo de espuma superficial ao longo dos municipios mais
urbanizados, devido ao despejo desses detergentes nao-biodegradaveis.

Os surfactantes provenientes de seres vivos, por sua vez, possuem baixa toxicidade, sdo
eficazes (alguns deles apresentam eficacia maior do que a dos surfactantes sintéticos), sua
producdo € realizada a partir de matéria-prima barata e ¢ totalmente biodegradavel (RON e
ROSENBERG, 2001). Em geral, os microrganismos produtores de surfactantes naturais podem
secretd-los em resposta a presenca de determinados nutrientes nos meios de cultivo, chegando
a fabricé-los a partir de meios contendo residuos poluentes (NITSCHKE e PASTORE, 2004;
UZOIGWE et al., 2015). Algumas linhagens bacterianas, contudo, podem sintetizar
surfactantes sem langa-los extracelularmente — s3o os chamados biosurfactantes intracelulares
ou particulados de superficie (RON e ROSENBERG, 2001). As caracteristicas peculiares de
especificidade, estabilidade em diferentes temperaturas, pH e salinidade, fizeram dos
biosurfactantes produtos de interesse industrial e para diversos fins, principalmente na industria
petrolifera visando remogao de poluicao ambiental (SHOEB et al., 2013).

O aumento da densidade demografica mundial, que desde 2011 ultrapassa a marca dos
7 bilhdes (ONU, 2011), aumenta a apreensdo ndo sé quanto a necessidade da ampliacdo da
producdo de alimentos e da disponibilidade de 4gua potavel, mas também como tratar o

ambiente de forma mais racional. A pressao de consumidores para a necessidade de legislacdes
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ambientais mais rigidas e o estimulo ao consumo de bens e produtos de maneira sustentavel
tem estimulado os diversos ramos industriais a prestarem mais ateng¢do para os produtos de
origem bioldgica que possuam as caracteristicas vantajosas dos materiais sintéticos (CHEN,
2009), pois somente assim ¢ possivel reduzir o impacto ao meio ambiente sem perder os
beneficios que a industrializagdo propicia. A marca belga Ecover tem desenvolvido surfactantes
de origem bioldgica (especialmente soforolipidios) em seus cosméticos e produtos de limpeza,
assim como a francesa Soliance, a japonesa Saraya e a sul-coreana MG Intobio. A Nestlé,
L’Oreal, Procter & Gamble e Shiseido, por sua vez, sdo exemplos de empresas que investem
em bioplastico nos seus produtos. O biodegradavel, como fonte renovavel, ajuda a reduzir a
dependéncia do petréleo e a emissdo de poluentes. Portanto, a busca por alternativas capazes
de acelerar a degradacdo de plésticos e surfactantes quando descartados tornou-se uma
necessidade para o aprimoramento do sistema produtivo quando se visa associar crescimento
econdmico e preservacao ambiental (GAO et al., 2011).

Diante da importancia de conhecer a diversidade de microrganismos de interesse
biotecnoldgico, o presente estudo teve o proposito de isolar bactérias autdctones de solo de
Mata Atlantica e de lodo de Estacdo de Tratamento de Efluentes (ambos localizados em

Coruripe-AL), produtoras de polihidroxialcanoatos € moléculas biosurfactantes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Isolar e identificar molecularmente microrganismos de solo de Mata Atlantica
(Coruripe-AL) e de lodo da Estag¢ao de Tratamento de Efluentes da S.A. Usina Coruripe Agucar
e Alcool (Coruripe-AL) produtores de polihidroxialcanoatos e moléculas biosurfactantes

extracelulares.

2.2 Objetivos especificos

e Selecionar, entre isolados de bactérias de solo e de lodo (Coruripe-AL), aquelas capazes
de crescer em meio limitado em nitrogénio e com excesso de fonte de carbono;

e Tragar o perfil morfo-bioquimico dos isolados bacterianos obtidos por meio de testes
classicos convencionais e o sistema API 20E (Biomeri¢ux®);

e Realizar a selegdo de bactérias produtoras de polihidroxialcanoatos com base na
turbidez das culturas em meio minimo (em diferentes fontes de carbono) e coloragdo de
suas colonias;

e Detectar o gene codante da PhaC sintase nos genomas dos microrganismos selecionados
por meio da técnica de reagcdo em cadeia da polimerase (PCR);

e Identificar molecularmente, através de sequenciamento parcial da regido 16S rRNA, os
isolados bacterianos produtores de polihidroxialcanoatos;

e Monitorar o crescimento (biomassa seca), pH, consumo/producao de glicidios redutores
totais, dos microrganismos selecionados e inoculados em meio de cultura com variacdes
nas concentragdes de suas fontes de nitrogénio, num intervalo de 0-96 h de incubagao;

e Verificar o rendimento da producdo de polihidroxibutirato (PHB), por
espectrofotometria, dos microrganismos selecionados, apos 24 h de cultivo em meio
minimo, variando-se as fontes de nitrogénio;

e Identificar a fonte de nitrogénio que mais favorecer o rendimento de polihidroxibutirato
pelos microrganismos selecionados em 24 h de incubagdo e registrar por meio de
cromatografia gasosa e fotografia em microscopia eletronica de transmissao;

e Detectar e selecionar, entre os microrganismos comprovadamente produtores de
polihidroxialcanoatos e identificados molecularmente, aqueles que sdo produtores de
moléculas biosurfactantes/bioemulsificantes extracelulares através dos testes de colapso

da gota, dispersdo em o6leo, indice e atividade emulsificante;
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e Verificar a estabilidade do surfactante produzido pelo microrganismo selecionado como

mais eficiente nessa caracteristica através de variagdes de pH, temperatura e salinidade.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Plasticos biodegradaveis

Polimeros (poli: muitos, meros: partes) sao macromoléculas constituidas pela repeticao
de unidades quimicas denominadas mondmeros (VOET et al., 2014). Eles podem existir em
estado amorfo (isto é, com disposi¢ao desordenada das moléculas) ou cristalino (com ordenagao
tridimensional); sendo que na grande maioria dos casos, a estrutura do polimero se apresenta
parcialmente amorfa ou cristalina, sendo chamados de polimeros semicristalinos (NUNES e
LOPES, 2014). Uma vez que sdo bastante versateis, os polimeros foram os responsaveis por
grande parte das mudangas tecnoldgicas realizadas pelo ser humano neste ultimo século:
enquanto as borrachas e as fibras sintéticas revolucionaram o desenvolvimento dos setores
automotivo, eletroeletronico e téxtil (TOKIWA et al., 2009; WEBB et al., 2013; NUNES ¢
LOPES, 2014), os plasticos dominaram especialmente a indistria de embalagens e se tornaram
os polimeros industriais mais conhecidos no mundo.

A palava plastico ¢ de origem grega (plastikos) e significa “capaz de ser moldado em
diferentes formas” (SHAH et al., 2008). Compreendem materiais que tém como componente
principal um polimero geralmente organico (MANO e MENDES, 2013), sintetizado na maioria
das vezes a partir dos mondémeros provenientes do petroleo. Dessa matéria-prima extraem-se
por exemplo: etileno, propileno e butadieno, originando assim os materiais conhecidos como
polietileno, polipropileno e polibutadieno, respectivamente. Em relagdo aos mecanismos pelos
quais esses plasticos sdo degradados no ambiente, fazem parte a fotodegradagao, a degradacao
termooxidativa, a degradacao hidrolitica e a biodegradagao por microrganismos (WEBB et al.,
2013).

Se por um lado, o uso dos polimeros popularizou e barateou diversos produtos, o elevado
consumo dos bens gerados em diferentes setores tem resultado na deposi¢do indiscriminada de
residuos recalcitrantes no ambiente (SHAH et al., 2008). De maneira geral, a degradagdo
natural dos plésticos comega com a fotodegradagao, que leva a degradacao termoxidativa: a luz
ultravioleta (UV) solar fornece a energia de ativagdo necessaria para iniciar a incorpora¢ao dos
atomos de oxigénio no polimero, deixando o plastico quebradi¢co; como consequéncia, formam-
se fragmentos até que as cadeias poliméricas sejam de peso molecular baixo o suficiente para
sO entdo serem metabolizadas por microrganismos. Estes, por sua vez, convertem o carbono
presente em CO>2 ou o incorporam em biomoléculas (TOKIWA et al., 2009; WEBB et al.,
2013). Para ser degradado, o polimero precisa atender a exigéncia de conter insaturagdo ou

atomos de carbono terciario, e, para ser biodegradavel, a molécula deve apresentar cadeia ou
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sem ramificagdo (TOKIWA et al., 2009) ou com grupos funcionais éster, amida ou acetal
(MANO e MENDES, 2013) (Tabela 1). Comumente tais caracteristicas ndo sao atendidas pelos

polimeros sintéticos, € por isso a sua degradacao no ambiente ocorre lentamente.

Tabela 1. Degradabilidade ambiental dos plasticos sintéticos. O tracejado corresponde a cisdo que ocorre na
molécula.

Resisténcia a . . L .
Requisito necessario

degradacio . Exemplo de cisdo molecular
. na cadeia
ambiental
Ligag¢do insaturada |T| E |-||
entre carbonos i G40 =— 0 — B & —1C
N I | I |
H H H H H H
Degradavel
Atomo de carbono l;l _!_||__ ljl |_||
terciario USROS - R ¢ SN - o I
I I
H CHs H H
Cadeia sem |I| |—|I I_|| I_|| |-||
ramificacdo wananns C —C ._LC il i SRR
|
I Lo I
HH HHH
O

Ligagao éster

Degradavel e
biodegradavel
Ligagdo amida

Ligacdo acetal

/A
H OH

Fonte: MANO, E.B.; PACHECO, E.B.A.V.; BONELLI, C.M.C. (2005) apud Mano e Mendes, 2013.
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Por outro lado, os plésticos denominados “biodegradaveis” possuem os requisitos
apresentados para tal e por isso sdo rapidamente decompostos por muitas espécies bacterianas
e microalgas. Dividem-se em trés categorias (KHANNA e SRIVASTAVA, 2005):

= Polimeros sintéticos: os quais sdo suscetiveis a degradacao por microrganismos e/ou
ataque enzimatico, mas que ndo atendem a todas as propriedades dos plasticos
necessdarias para serem explorados comercialmente;

= Plasticos biodegradaveis feitos com amido: sdo plasticos parcialmente degradaveis, pois
os microrganismos degradam o amido facilmente, porém o restante do plastico ¢
recalcitrante;

» Polihidroxialcanoatos (PHAs): sdo os tUnicos polimeros 100% biodegradaveis em
ambientes aerdbios ou anaerobicos, € ndo ha formagao de produtos toxicos (TOKIWA

et al.,2009).

3.2 Polihidroxialcanoatos

Os PHAs formam uma familia de biopolimeros intracelulares, sintetizados por diversos
microrganismos na forma de granulos lipidicos citoplasmaticos (REHM, 2003), cuja fun¢do
fisiologica é o fornecimento de nutrientes para energia e metabolismo do carbono durante as
fases de falta de alimento (JENDROSSEK, 2009). Tratam-se de poliésteres estruturalmente
simples (Figura 1), cujas caracteristicas gerais sdo: insolubilidade em 4gua e relativa resisténcia
a degradagdo hidrolitica; boa resisténcia a UV, porém baixa resisténcia a acidos e bases; e

solubilidade em cloroférmio e outros hidrocarbonetos clorados (BUGNICOURT et al., 2014).

R O

|
&

Figura 1. Estrutura geral de um polihidroxialcanoato. x = 1, 2, 3 e 4; n variando de 100 a milhares de unidades; o
R ¢ variavel. Fonte: REHM (2003).

Mais de 150 diferentes unidades monoméricas sao identificadas como constituintes dos
PHAs (RIEDEL et al., 2014), fazendo com que diferentes tipos de polimeros sejam criados,
aumentando a gama de utilizacdes deste material. A classificagdo dos polihidroxilcanoatos €

dependente do nimero de 4&tomos de carbono que compde o grupo funcional R. Assim, os PHAs
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de cadeia curta constituem-se de polimeros cujos monomeros possuem de 3 a 5 carbonos,
enquanto os PHAs de cadeia média sdo aqueles que tém de 6 a 14 (Figura 2) (GAO et al., 2011).
As propriedades também sdo diferenciadas: os PHAs de cadeia curta sao geralmente mais
cristalinos e termoplasticos, enquanto os de cadeia média exibem propriedades elastoméricas

ou adesivas dependendo do comprimento da cadeia lateral especifica e do grau de insaturagao

(SATOH et al., 2011).
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P(3HO)

Figura 2. Exemplos de polihidroxialcanoatos de cadeia curta (poli-3-hidroxibutirato e poli-3-hidroxivalerato) e
de cadeia média (poli-3-hidroxihexanoato e poli-3-hidroxioctanoato).

Para as bactérias, os PHAs servem como reserva de carbono e energia, e geralmente sdo
sintetizados quando o meio de cultivo tem excesso de uma fonte de carbono, mas ¢ deficiente
em algum nutriente essencial (como nitrogénio, fésforo, magnésio ou oxigénio). Isso ocorre
como uma estratégia de sobrevivéncia do microrganismo: uma vez que determinado nutriente
¢ insuficiente para promover o crescimento celular, a célula entdo redireciona o fluxo de acetil-
cOA para sintetizar o polimero (VAN-THUOC et al., 2012). Este, por sua vez, pode apresentar-
se como homopolimero ou copolimero (GAO et al., 2011), sendo a composi¢do quimica € o
peso molecular dos PHAs dependentes do substrato que € utilizado como precursor, da espécie
bacteriana e do nivel de expressio da PHA sintase (REHM, 2003; QUILLAGUAMAN et al.,
2010; LOPEZ-CUELLAR et al., 2011). Aderidas a superficie dos granulos, as PHA sintases
sdo as ezimas responsaveis por catalisar a conversdo dos tio-ésteres (R)-hidroxiacil-CoA em

poliésteres com a concomitante liberagao de CoA (JENDROSSEK, 2009) (Figura 3).

CoA
O OH © Hz'?/ 0
R R
+ VI\/L
07\ n SCoA J(\)L G et

Figura 3. Reagdo catalisada pela PHA sintase, enzima encontrada aderida a superficie dos granulos de
polihidroxialcanoatos dos microrganismos produtores do biopolimero. Fonte: REHM (2003).



SILVA, A.L.S. Prospec¢do de Microrganismos Produtores de Polihidroxialcanoatos e Biosurfactantes... 24

A polimerizacdo das unidades monoméricas durante a sintese de PHA ocorre por meio
de uma cisteina conservada da PHA sintase (Cys319), que atua como um sitio catalitico no qual
a cadeia crescente de PHA ¢ covalentemente ligada (VAN-THUOC et al., 2012). O produto
dessa reacao geralmente ¢ um homopolimero (GAO et al., 2011) constituido de cadeias lineares
de (R)-3-hidroxibutirato (3HB), ou seja, o poli-R-3-hidroxibutirato (PHB) (JENDROSSEK e
PFIEFFER, 2014). Por ter sido o primeiro PHA descoberto (LEMOIGNE, 1926), ser
acumulado com maior frequéncia pelos microrganismos e ainda possuir propriedades
mecanicas muito similares aos plasticos convencionais [(tais como elevada temperatura de
fusdo (175 °C) e resisténcia a tracdo (30-35 MPa)], o poli-R-3-hidroxibutirato é o polimero
melhor caracterizado e explorado da familia dos polihidroxialcanoatos (BUGNICOURT et al.,
2014).

De acordo com Jendrossek e Pfieffer (2014), trés tipos de PHB com diferentes numeros
de unidades de 3HB sdo conhecidos: a) PHB de estoque: sdo PHBs de elevado peso molecular
(> 10° residuos de 3HB); b) oligo-PHB: PHB de baixo peso molecular (de 100 a 200 unidades
de 3HB); c) PHB conjugado (cPHB): sdo aqueles nos quais um pequeno nimero de unidades
de PHB (< 30) estdo covalentemente ligadas a proteinas. O PHB de estoque esté presente apenas
nos procariotos (Eubacterya e Archaea), enquanto os oligo-PHB e cPHB sdo constituintes de
todos os procariotos e nos eucariotos que ja foram estudados, e assim eles devem estar presentes
em todos os organismos, porém sao poucos os estudos envolvendo oligo-PHB e cPHB.

O PHB de interesse como bioplastico ¢ o PHB de estoque, entretanto o seu uso ¢
limitado principalmente devido a sua fragilidade intrinseca. Como documentado na revisdo de
Bugnicourt et al. (2014), diversos autores tém constatado inclusive uma cristalizagdao
secundaria (que ocorre no polimero quando em temperatura ambiente) que altera suas
propriedades mecanicas ao longo do tempo: verificaram-se que amostras estocadas por 60 dias
possuem alongamento de ruptura menor que as amostras que foram armazenadas na metade
desse periodo. Considerando-se que a sintese de copolimeros a partir de carboidratos ¢ uma
situagdo rara (QUILLAGUAMAN et al., 2010) e que o PHB microbiano pode ser moldado e
utilizado para a sintese de heteropolimeros com outros polimeros sintéticos (KHANNA e
SRIVASTAVA, 2005), a produ¢do de blendas — mistura de duas ou mais espécies de polimeros
— pode ser uma solu¢do para esse problema. Na forma de blenda, o polimero tem suas
propriedades fisicas melhoradas (isto €, menos fragil), diminui-se a temperatura do

processamento e reduz-se o custo de produgao.
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3.2.1 Caracteristicas dos granulos

Os granulos de PHA sdo mais que simples organelas que estocam carbono e energia
para a célula microbiana; a complexidade ¢ tamanha que Jendrossek (2009) cunhou o termo
“carbonossomo” para se referir a essa estrutura. Por conta disso, questdes relacionadas a sintese,
constituicdo, localizagdo celular e degradacao de granulos de PHA té€m sido objeto de estudo
de diversos pesquisadores (REHM, 2003; THOMSOM et al., 2010; JENDROSSEK e
PFIEFFER, 2014). E para esse fim, a espécie Cupriavidus necator (também conhecida como
Wautersia eutropha, Ralstonia eutropha e Alcaligenes eutrophus) ¢ a bactéria mais utilizada
(JENDROSSEK, 2009). No tocante a formagdo dos carbonosomos, a revisao publicada por
Jendrossek e Pfieffer (2014) descreve trés modelos atualmente propostos para a formagao in

vivo destes: arcabougo, micela ou brotamento (Figura 4).
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Figura 4. Modelos da formagao do carbonossomo: modelo de micela (A), modelo de brotamento (B) e modelo
de arcabougo (C). Fonte: adaptado de JENDROSSEK e PFIEFFER (2014).

Pelo modelo de micela, a enzima PHA sintase comeca a produzir as moléculas de PHB
desde que a concentragdo do substrato (3-hidroxibutiril-CoA) seja suficientemente elevada. A
hidrofobicidade aliada a baixa solubilidade do PHB em ambiente aquoso resultam na agregagao
da cadeia polimérica nascente e formagao de estruturas parecidas com micelas no citoplasma,
sendo as moléculas de PhaC (parcialmente hidrofilicas) localizadas na superficie. Rehm (2003)
afirmara que a PHA sintase ¢ uma enzima inicialmente soluvel e torna-se anfipatica somente
quando comeca a sintetizar a cadeia de poliéster, quando, entdo, se dé inicio o processo de

automontagem. Por esse modelo, os granulos podem surgir em qualquer regido do citoplasma.
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O modelo de brotamento, por sua vez, assume que a sintase estd localizada ou ligada
(direta ou indiretamente) & membrana citoplasmatica, e que a cadeia de PHB nascente ¢ liberada
a partir da bicamada da membrana, levando a formagdo do granulo contendo parte da
membrana, ¢ quando este atinge um tamanho especifico, ele ¢ liberado e entdo as fasinas e
outras proteinas associadas juntam-se a ele. Em 2007, Jendrossek et al. provaram que o0s
granulos surgem proximos a membrana plasmatica das bactérias, porém a ligagdo direta do
granulo a membrana nao foi registrada até o presente momento.

Por ultimo, o modelo de arcabougo considera que a PhaC sintase esta (ou se torna) ligada
a uma molécula — ainda desconhecida — que serve como uma ancora dentro da célula.
Acontecendo dessa forma, a localizagdo subcelular dos granulos de PHB dependera tanto da
natureza como também da localizagao deste arcaboucgo no interior da célula produtora do
polimero. Apesar de os autores terem concluido que esse ¢ o melhor modelo para explicar a
formac¢ao dos granulos de PHB em C. necator, os outros dois modelos ainda ndo podem ser
descartados.

Muito esforco tem sido direcionado também para tentativas de compreender e descrever
com precisdo a estrutura fisica das inclusdes lipidicas. Além da PHA sintase (PhaC), ligada a
superficie do granulo de PHAs durante e ap6s a polimerizagao, varias outras proteinas também
se encontram nessa regido, como as fasinas (PhaP), depolimerases (PhaZ) e proteinas
regulatorias (PhaR). Juntas, essas moléculas formam uma monocamada de 4 nm ao redor do
polimero, protegendo-o do citoplasma e regulando o niimero e tamanho da produgdo dos
granulos pelo microrganismo (THOMSON et al., 2010). Frequentemente, as membranas dos
granulos de PHA sdo caracterizadas como contendo fosfolipidios, porém o grupo de pesquisa
de Jendrossek ndo encontrou evidéncias in vivo da presenca dessa molécula nas membranas dos
granulos de PHB em células de C. necator. Os pesquisadores alegam que a presenga de
fosfolipidio ¢ um artefato resultante da metodologia de obtengdo do polimero: durante o
rompimento celular, os fosfolipidios presentes na membrana plasmatica acabariam por se ligar

a organela (JENDROSSEK e PFIEFFER, 2014).
3.2.2 [Enzimas envolvidas na sintese de polihidroxialcanoatos

Ao contrario da formagao dos granulos de PHA, onde muitas questdes ainda necessitam
ser esclarecidas em definitivo, as vias biossintéticas da produgdo de PHA estdo bem
estabelecidas em diversos organismos, e o acetil-CoA, metabolito-chave para todos os
organismos, ¢ o precursor em todas elas. Em C. necator a produgdao de PHB envolve poucas

enzimas e constitui-se de trés etapas (RIEDEL et al., 2014): 1) uma B-cetotiolase (codificada
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pelo gene phaAd) condensa duas moléculas de acetil-CoA, formando acetoacetil-CoA; 2) a
acetoacetil-CoA formada ¢ subsequentemente reduzida pela acetoacetil-CoA redutase
(codificada por phaB) para formar 3-hidroxibutiril-CoA; 3) O mondémero 3HB ¢ polimerizado
para formar poli(3HB) pela PhaC sintase. As outras vias que fornecem mondmeros de (R)-3-
hidroxiacil-CoA para a sintese de PHA sdo a sintese de acidos graxos e sua degradagdo
(denominada B-oxidagdo) (Figura 5), as quais sdo encontradas em espécies de Pseudomonas,
que possuem os genes phaJ e phaG (LEE, 2008). Enquanto phaJ codifica para uma hidratase
que catalisa a conversao de cetoacetil-coA ao precursor geral (R)-3-hidroxiacil-CoA (e assim
pode obter precursores para a sintese de PHA proveniente de intermediarios da f-oxida¢ao),
phaG codifica para uma 3-hidroxiacil-ACP:CoA transferase e esse gene ¢ expresso quando o

microrganismo necessita obter precursores a partir da biossintese de dcidos graxos.
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Figura 5. Vias metabdlicas microbianas para a biossintese de polihidroxialcanoatos. Os nomes dos genes que
codificam as enzimas-chaves encontram-se em caixas: PhaA, 3-cetotiolase; PhaB, (R)-3-cetoacil-CoA redutase;
PhaC, PHA sintase; PhaG, (R)-3-hidroxiacil ACP:CoA transacilase; Phal, (R)- enoil-CoA hidratase. As linhas
tracejadas representam reagdes cujas etapas metabodlicas ndo sdo mostradas. Fonte: adaptado de REHM (2003).

Uma vez que as pesquisas mais recentes sobre PHAs tém focado predominantemente
nas enzimas que estdo diretamente envolvidas na sua sintese, a maioria delas ¢ bem
caracterizada bioquimica e molecularmente (JENDROSSEK, 2009). Os genes codantes de tais
enzimas estdo geralmente agrupados em operons que podem ser encontrados em ilhas
genomicas (TRIBELLI et al., 2012), sugerindo-se que a transferéncia horizontal dos genes pha
seja um mecanismo de adaptabilidade dos microrganismos as condi¢des estressantes. Desses,

o gene codante da sintase (phaC) € o principal alvo para experimentos de mutacdo em
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experimentos biotecnologicos em que se almeje elevar a producdo de PHAs (REHM, 2003).
Isolar microrganismos que possuam esse gene significa encontrar espécies potencialmente
produtoras. O modelo atual das PHAs sintases ativas envolve duas subunidades, formando um

homodimero ou heterodimero, sendo classificadas em quatro classes (Tabela 2).

Tabela 2. Tipos de subunidades encontradas nas PhaC sintases, de acordo com a classe e suas organizagdes
genéticas. phad, B-cetotiolase; phaB, acetoacetil redutase; phaC (inclusive phaCl e phaC2): PHA sintase; phaFE e
phaR, subunidades da PHA sintase; phaP, fasina; phaQ, repressor; phaZ, PHA depolimerase. ORF: regido aberta
de leitura com fungdo desconhecida.

Subunidades da . . -
Classe PhaC sintase Microrganismo Organizacio do operon

I Cupriavidus — o e E—
necator phaC phaA phaB

~60-73 kDa
- - —
I Pseug;’)n o phaCl phaZ phaC2
~60-65 kDa

Allochromatium | =< < " gy m—
I vinosum D phaC phaE phaA ORF4 phaP phaB ORF7
Bacillus =< = = o >'
haP  ph haR  phaB haC
v megaterium pha phaQ pha pha L

~40 kDa ~22kDa
Fonte: adaptado de REHM (2003) e de SOLAIMAN ¢ ASHBY (2005).

A PHA sintase de Classe I possui apenas subunidade PhaC que atua em substratos com
3 a 5 carbonos. A de Classe II também s6 possui subunidade PhaC, porém a enzima atua em
substratos maiores, com 6 a 14 carbonos — situagdo encontrada em Pseudomonas spp. Ja a de
Classe III, além de PhaC, possui também PhaE (exemplo: Allochromatium vinosum); enquanto

a Classe IV possui as subunidades PhaC e PhaR — ¢ o caso do género Bacillus (REHM, 2003).

3.2.3 Producio microbiana de polihidroxialcanoatos

Existem mais de 300 microrganismos diferentes capazes de sintetizar PHAs (INOUE et
al., 2016). Ha aqueles que necessitam da limitacdo de um elemento essencial como N, P, Mg,
K, O ou S, e outras que produzem o polimero mesmo quando hé abundéancia de todos os
nutrientes (CHOI e LEE, 1999). O processo ¢ realizado tipicamente em condigdes estéreis e
envolve a utilizagdo de uma fonte pura de carbono, mas alguns pesquisadores tém avaliado o
uso de substratos alternativos, como a patente de Hsin-Ying e Falk (2013), que descreve um
processo de producdo de PHAs por microrganismos presentes em aguas residudrias. Alguns

exemplos de cultivo em escala laboratorial encontram-se na Tabela 3.



Tabela 3. Condigdes de cultivo para a produgdo de polihidroxialcanoatos em escala laboratorial.

Condigoes . .
. pH o~ Tipo de Rendimento A .
Género Meio de Cultura inicial Temperatura | Tempo | Agitacio Experimento de PHA Referéncia
meio minimo o . MARJADI e DHARAIYA
+ 1% de dleo de soja 7 37°C 72h | Sim St St (2014)
S o .
Pseudomonas | meio minimo ?11?04 dedleo] 5 37°C 72h | Sim (f(r)%sfr‘l’i) 2647% | CHAUDHRY ef al. (2010)
S o
meto m;?;?;‘r’g 2% de 7 30°C 72 h Sim FZ‘SS’S 60 % PALMERI et al. (2012)
io minimo + 3¢ :
meto mﬁi‘i‘;‘;o 3% de 7 37°C 24h Sim (11:;%5;?5) 19, 96 % NAHEED ef al. (2012)
meio minimo + extrato de
Enterobacter levedura + 6leo de 5.1 30°C 7 dias Sim Reator (2 L) 35,66 % ARUMUGAM et al. (2014)
maquina
meio minimo + 10 % de o Frascos o CEYHAN e OZDEMIR,
esgoto doméstico 7 37°C 30h St (200 mL) 60 % 2011
Y Uy .
fneto mﬁ;ﬁzo 5% de 7 30°C 30h SI Bl‘(’;rgtor 40 % ZHANG et al., 1994
Klebsiella 2,5% manitol + 0,5% Frascos
extrato de levedura + 1% 8 35°C 72 h Nao (20 mL) SI SHENOQY et al., 2012
peptona
io minimo + 2° :
e 2% de SI 30°C 72h | Sim (fgzsfr‘l’i) 36,8 % SHAMALA et. al, 2003
meio minimo + 2% de o . o NARAYANAN e
o SACATOSE 6,5 37°C 48 h Sim Frascos (SI) 42,6 % RAMANA, 2012
i0 minimo + 2° :
melofénégﬁ;’ q 62 lﬁerir;ela‘?o 7 30°C 24 h Sim grgsr;(is) 42 % KULPREECHA et al., 2009
, ()
R o
fneto miﬁle?:é: 2% de 7 35°C 72h | Sim (ES%SSI?E) 62,53 % GOMAA, 2014

SI: sem informacao.
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Na producado industrial de biopolimeros, o valor da fonte de carbono utilizada pode
custar até 80% do gasto total (LOPEZ-CUELLAR et al., 2011), e por isso, para uso em escala
comercial, ¢ desejavel a utilizacdo de linhagens bacterianas que consigam aliar elevada
densidade celular num curto periodo de tempo e grande produg¢dao do polimero a partir de
substratos de baixo custo. Entretanto, na maioria das vezes a produtividade do PHA ¢ menor
quando a cepa bacteriana ¢ cultivada em substratos alternativos encontrados no ambiente,
quando comparada a produtividade desses isolados mantidos em fontes puras de carbono, como
a glicose (CHOI e LEE, 1999). Por outro lado, ha registros de sucesso como o de Lopez-Cuellar
et al. (2011), que conseguiram uma elevadissima producdo de PHA (92%) com o cultivo de C.
necator em Oleo de canola. A cepa selvagem de Cupriavidus isolada por outro grupo de
pesquisadores (HUANG ef al., 2012) ¢é capaz de acumular maior quantidade de PHA quando
cultivada em metanol — uma das fontes de carbono mais baratas que existem — do que quando
mantida em glicose. O butirato é outro substrato bastante promissor para ser utilizado na
produgdo de PHAs, ja que a partir dele o isolado bacteriano pode conseguir elevado rendimento
do biopolimero. Marang et al. (2013), por exemplo, verificaram que a populacdo mista
bacteriana com a qual trabalharam (com predominio de Plasticicumulans acidivorans) preferiu
esta fonte de carbono ao acetato, o qual também estava disponivel no meio de cultivo.

Os PHAs sao produzidos principalmente por culturas puras, muitas das quais ja foram
modificadas geneticamente. E, para isso, Escherichia coli ainda permanece como a linhagem
preferida para as atividades industriais (INOUE et al., 2016). A espécie tem sido usada como
hospedeira de clonagem de genes da via biossintética de PHAs de C. mecator. Como
naturalmente ndo produzem bioplasticos, E. coli possui a vantagem de também nao possuir
depolimerases intracelulares capazes de degradar a grande quantidade (mais de 80% do peso
seco) do polimero sintetizado (REHM, 2003). Além disso, a bactéria pode utilizar diversas
fontes de carbono, como lactose, sacarose e xilose (CHOI e LEE, 1999). Na patente de Arias et
al. 2015, por exemplo, os autores descrevem as condi¢gdes de cultivo no qual um microrganismo
contendo copias extras do gene codante da PHA sintase produz maior quantidade do polimero,
quando comparado a linhagem selvagem, apds 24 h em meio minimo contendo 15 mM de
octanoato de s6dio. Também utilizando engenharia genética, Fukui e Orita (2016) patentearam
um método onde Cupriavidus necator & capaz de produzir poli(3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxihexanoato) utilizando 6leo vegetal como fonte de carbono. Segundo Wang et al. (2014),
as tecnologias necessarias para a producao de linhagens bacterianas (selvagens ou modificadas

geneticamente) uteis para a produgao industrial desses polimeros encontram-se na Tabela 4.
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Tabela 4. Tecnologias a serem desenvolvidas e que sdo capazes de diminuir o custo da producdo de

polihidroxialcanoatos.

Tecnologia

Razio e/ou propésito

Metodologia

Fermentac@o com alta
densidade celular

Crescimento dos microrganismos e
facilidade para recuperacdo dessas
células

Manipulagdo do quorum sensing e
mecanismos de assimilagdo de
0Xigénio

Crescimento das células em
substratos de baixo custo

Os substratos contribuem com 60%
do custo de produgdo de PHA

Selecdo de substratos especificos
nos quais a bactéria produza alto
conteudo de PHA

ou substratos impuros

Células de crescimento
rapido

Tempo de fermentagao reduzido e
menor risco de contaminagao
microbiana

Minimizagdo do genoma bacteriano
e modificagdes nos padroes de
crescimento

Répido crescimento de
bactérias que utilizem CO»

CO; é um substrato gratuito

Manipulag@o dos mecanismo de

assimilacdo de CO», como os
carboxissomos

Selecdo de produtores de PHA's

Processo de fermentacao
aberto (ndo estéril) e

Economia de energia para
esterilizagdo, redugdo da
complexidade de fermentagdo e

capazes de crescer rapidamente em
ambientes extremos de pH,
temperatura e pressdo osmotica

continuo .
aumento da efetividade do processo
. . . O oxigénio € um fator limitante em | Transferéncia dos de PHAs
Sintese de PHA induzida Xigenio ¢ u i operons
L S todo crescimento celular de alta para regides com promotores
por limitagdo de oxigénio . . i
densidade microaerobicos
Actmulo elevado de PHA . . . ~ .
. o Evitar processos caros e complicados Manipulagdo do mecanismo de
(acima de 95% de PHA em . ~ , .
de purificagdo do polimero sintese de PHA

células secas)

Aumento do substrato para
eficiéncia da conversdo em
PHA

Os substratos contribuem com 60%
do custo de produgdo de PHA

Remogao das vias que consomem
substratos para metabolismo néo
relacionados a PHA, e/ou reforgo
no fluxo de sintese do polimero

Aumento de células
produtoras de PHA

o que também facillita a recuperagdo
das células

Mais espago para o acimulo de PHA,

Engenharia genética dos
microrganismos

Inducdo de floculagdo
celular

Facilita a recuperagdo da biomasssa
apos fermentacdo

Expressao induzivel de proteinas
adesivas de superficie

Lise celular induzivel

Permite a recuperagdo dos granulos
de PHA apos centrifugacgdo da
biomassa

Expressao induzivel de proteinas
envolvidas na lise celular

Rompimento de células

devido a hiperprodugdo de

Economia do processo de
centrifuga¢do da biomassa

Manipulagdo do mecanismo de
sintese de PHA

PHA

Produgdo extracelular de
PHA

Auséncia de limitacdo devido ao

pequeno espaco celular, além de

facilidade de recuperacdo dos
granulos

Necessidade de novos mecanismos
de sintese de PHA

Granulos grandes de PHA

PHA a partir da lise do caldo de
cultura

Facil recuperacdo dos granulos de

Manipulagdo da formagao das
proteinas asssociadas aos granulos
de PHA

Célula sintética
combinando todas as

Elevada competitividade

Sintese de uma célula artificial com
DNA funcional construido

propriedades acima

Fonte: adaptado de WANG

etal. (2014).
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A sintese de PHB ndo ¢ comum do metabolismo de Pseudomonas spp. (SOLAIMAN e
ASHBY, 2005) e aquelas linhagens capazes de produzirem PHA de cadeia curta sdo
classificadas como pertencentes ao grupo P. oleovorans e P. extramaustralis. Essa ultima
espécie € capaz de acumular grandes quantidades de PHB. Resultados do grupo de pesquisa de
Catone et al. (2014) afirmam que os dois operons (codantes para PHA de cadeia curta e de
cadeia média) presentes na linhagem sdo expressos, porém em niveis distintos: apos cultivarem
P. extremaustralis em duas condi¢des de cultura diferentes em relacdo a fonte de carbono
(octanoato e glicose), 0 mRNA proveniente da expressdo de phabC, phaCl e phaC2 foi
quantificado, sendo os niveis de transcri¢do do gene codante da PhaC de classe I (phabC) — ou
seja, especifico para PHB — significativamente maiores que os dos genes phaCl e phaC?2 (os
quais polimerizam PHA de cadeia média).

Portanto, além do substrato, as caracteristicas do metabolismo bacteriano podem
favorecer a produgdo de PHAs de diferentes maneiras, por isso ¢ imprescindivel investigar e
entender o perfil do crescimento cinético da bactéria sob diferentes condigdes (MANANGAN
e SHAWAPHUN, 2010). A utilizagdo de microrganismos halofilos na sintese do biopoliéster,
por exemplo, pode ser bem vantajosa. Considerando-se que esse grupo de microrganismos
precisa de elevada concentragdo de sal no meio de cultura, o crescimento de outras bactérias
(contaminantes) acaba sendo inibido. Assim, fazer a selecao de produtores de PHAs em um
meio com elevada salinidade ¢ uma proposta interessante, como ocorreu nos estudos de
Sangkharak e Prasertsan (2012), que isolaram 50 linhagens de diferentes ambientes sob varias
pressdes seletivas além da concentragdo de sais, como pH e tipo de metal pesado. Uma outra
maneira de combater os microrganismos indesejados no meio de cultura propicio a producao
de PHA s ¢ selecionar bactérias que, além de sintetizarem o biopolimero, também sejam capazes

de produzir antibioticos, como fizeram Rehman ef al. (2006).

3.3 Caracteristicas das moléculas surfactantes

Surfactantes sdo definidos como substincias que podem diminuir com elevada eficacia
a tensdo superficial de solventes quando utilizadas em baixissimas concentra¢des (KOSARIC,
2001), aumentando a solubilidade, a mobilidade, a biodisponibilidade e, consequentemente a
biodegradac¢dao dos compostos organicos insoluveis e hidrofobicos (SINGH et al., 2007). Essa
principal caracteristica das moléculas surfactantes deve-se a natureza anfipatica que elas
possuem, isto ¢, uma regido hidrofilica (denominada “cabeca” da molécula surfactante) e outra
hidrofobica (denominada “cauda”) (Figura 6), capazes de agregarem-se nas interfaces entre

fases fluidas com diferentes graus de polaridade (BANAT et al., 2000).
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Figura 6. Estrutura do surfactante sintético dodecil sulfato de sddio (SDS), mostrando sua natureza anfipatica
(Fonte: SINGH et al., 2007).

Quando os agentes anfipaticos se encontram em solu¢do aquosa, dependendo da sua
concentragdo, pode ocorrer a aproximagao dessas moléculas a interface ou uma agregacdo em
solucao, através da formagao de estruturas supramoleculares com didmetro de 5 nm conhecidas
como micelas (TANG et al., 2013). De um modo geral, os grupos hidrofobicos nas micelas
formam o nucleo da estrutura que esta separado do solvente polar pelos grupos hidrofilicos, os
quais proporcionam prote¢do. A micelizacdo €, portanto, uma propriedade intrinseca dos
surfactantes e é responsavel pela catalise e solubilizagdo de gorduras (BANAT et al., 2000;
RON e ROSENBERG, 2001; MULLIGAN e WANG et al., 2004). As micelas sao as estruturas
responsdveis para compatibilizar, por exemplo, a mistura de 4gua com o6leos, por meio da
geracdo de emulsdes (uma emulsdo € a mistura homogénea entre dois liquidos ndo misciveis)
(SINGH et al., 2007). Quando um surfactante ¢ adicionado em uma solugdo, as tensoes
interfacial e superficial decaem até o inicio da agregacdo coloidal, denominado concentragdo
micelar critica (CMC). Ao se alcancar o valor da CMC, nenhuma reducdo da tensdo ¢
observada, mesmo com aumento da concentragdo de surfactante. Na CMC (a qual ¢ dependente
da estrutura do surfactante, pH, cadeia idnica e temperatura da solu¢do), os mondmeros de
surfactantes realizam a associacdo de maneira espontanea (KOSARIC, 2001). Além das
micelas, outras formas de agregacdo incluem as vesiculas (com didmetro de 40 a 400 nm) e

monocamadas (Figura 7).

Figura 7. Representacdo da formacdo de agregados espontdneos das moléculas surfactantes na presenga de
liquidos imisciveis: vesicula (A), micela (B) e monocamada (C) (Fonte: adaptado de TANG et al., 2013).
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De acordo com a origem, os surfactantes podem ser sintéticos ou bioldgicos. Os
surfactantes sintéticos sdo classificados pela sua aplicacdo, estrutura molecular e natureza do
seu grupo polar, podendo ser idnicos (anidnicos, cationicos ou anfotero) ou nado (BANAT et al.,
2000). Por sua vez, a por¢ao apolar de um surfactante ¢ composto por uma ou mais cadeias de
hidrocarbonetos, podendo estas variar consideravelmente no seu tamanho, comprimento e grau
de saturagdo (geralmente esse grupo contém entre 6 ¢ 18 atomos de carbono), e podem ser
alifaticas, aromaticas ou uma mistura de ambos (KOSARIC, 2001). Os surfactantes anionicos
sao aqueles que, na dissociagdo, liberam ions carregados negativamente na superficie ativa,
enquanto os surfactantes catidnicos liberam ions carregados positivamente, sendo que os mais
importantes sdo formados por nitrogénio quaterndrio (MULLIGAN e WANG, 2004). Os
surfactantes zwitterionicos, também chamados de anfbteros, apresentam moléculas organicas
cujo grupo hidrofilico pode ou ndo ser carregado (tanto com carga positiva ou negativa). Por
ultimo, t€ém-se os surfactantes ndo-idnicos, isto ¢, aqueles que ndo possuem grupos hidrofilicos
ligados a cadeia graxa (SHOEB et al., 2013).

Os surfactantes sintéticos apresentam a vantagem da produgdo em grande escala sem
exigéncias de substratos puros e, com isso, baixo custo de comercializagdo (RON e
ROSENBERG, 2001). Todavia, a alta toxicidade e os danos ambientais causados por sua nao
biodegradabilidade, uma vez que a maioria deriva do petroleo, representam desvantagens.
Nesse sentido, os surfactantes produzidos por seres vivos (biosurfactantes) apresentam-se como

uma alternativa aos sintéticos (HALLMANN e MEDRZYCKA, 2015).

3.4  Surfactantes de origem biolégica

Sintetizados por muitos microrganismos como subprodutos de seu metabolismo
primério (RON e ROSENBERG, 2001), os biosurfactantes possuem grande apelo na chamada
tecnologia verde (MULLIGAN, 2005; FRACCHIA et al., 2015). Além da biodegradabilidade,
apresentam baixa toxicidade, elevadas especificidade e estabilidade em diferentes temperaturas,
pH e salinidade (ADAMU et al. 2015). Os biosurfactantes sdo diferenciados por sua
composi¢do quimica, peso molecular, propriedades fisico-quimicas, modo de agdo e origem
microbiana. De acordo com o modo de agdo, os biosurfactantes podem ser de dois tipos: hé os
que permanecem aderidos a membrana do microrganismo, enquanto outros sao secretados para
o ambiente extracelular (RON e ROSENBERG, 2001). Quando considerado o peso molecular,
classificam-se em biosurfactantes de baixa massa molecular e biosurfactantes de elevado peso
molecular (ou bioemulsificantes) (RON e ROSENBERG, 2001; SHOEB et al., 2013;
UZOIGWE et al., 2015).
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Embora por muito tempo os termos biosurfactante e bioemulsificante tenham sido
utilizados como sindénimos, € necessario que se faca a distingdo precisa entre eles.
Biosurfactantes sao moléculas geralmente de baixo peso molecular (SHOEB et al., 2013) com
excelente atividade superficial — permitindo-lhes baixar tanto as tensdes superficial e interfacial
entre diferentes fases — com capacidade para formar emulsoes estaveis (GAUTAM e TIAGY,
2005). Ja os bioemulsificantes t€ém maior peso molecular que os biosurfactantes e também
formam emulsdes estaveis, porém sem reduzir muito a tensao superficial (UZOIGWE et al.,
2015). Enquanto os biosurfactantes possuem agtcares, aminoacidos, acidos graxos € grupos
funcionais como os acidos carboxilicos em sua composicao, os bioemulsificantes sdo misturas
complexas de heteropolissacaridios, lipopolissacarideos, lipoproteinas e proteinas. Usualmente,
os biosurfactantes de baixo peso molecular compreendem os glicolipidios, lipopeptideos e
fosfolipidios (MULLIGAN, 2005; SHOEB et al., 2013), sendo os glicolipidios (Figura 8) a

classe de menor toxicidade.
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Figura 8. Subclasses de glicolipidios: ramnolipidio (A), soforolipidio (B) e trealoselipidio (C). Fonte: KOSARIC,
2001.
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Constituidos a partir de uma combinacdo de carboidratos com longas cadeias de 26
acidos alifaticos ou acidos hidroxi-alifaticos, os glicolipidios estdo envolvidos na assimilagao
de hidrocarbonetos de baixa polaridade por microrganismos. Dependendo da fonte de carbono
disponivel para seu crescimento, a linhagem serd capaz de produzir diferentes tipos (BANAT
et al., 2000; KOSARIC, 2001), sendo que as subclasses mais conhecidas e estudadas
compreendem os ramnolipidios, soforolipidios e os trealoselipidios.

Os fosfolipidios sdo componentes principais da membrana celular, formados por uma
molécula de glicerol unida a dois acidos graxos, através de ligagdes éster, € a um grupamento
fosfato que pode apresentar diferentes substituintes (Figura 9) (GAUTAM e TIAGY, 2005).
Esses surfactantes sdo capazes de formar microemulsdes e diminuir a tensdo superficial entre a
agua e o hexadecano. Quando em meio rico de hidrocarbonetos, tanto as bactérias quanto as

leveduras aumentam consideravelmente o nivel de fosfolipidios (BANAT et al., 2000).

O
Figura 9. Estrutura geral de um fosfolipidio (Fonte: KOSARIC, 2001).

Os lipopeptideos representam uma classe de surfactantes microbianos onde um acido
graxo especifico estd combinado com uma por¢do de aminoacidos (MORIKAWA et al., 2000;
LIU et al., 2007). Isolada pela primeira vez no final da década de 60, a surfactina (Figura 10) ¢
o representante mais conhecido dessa classe (ARIMA et al., 1968; LIU et al., 2007).

Glu OH % Leu
NH

R Val

NH
O
OH
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Figura 10. Estrutura da surfactina, surfactante lipopeptidico produzido por Bacillus subtilis (Fonte: LIU et al.,
2007).
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Com estrutura ciclica, a surfactina é produzida por Bacillus subtilis e possui
extraordinaria atividade surfactante — na concentragdo de apenas 0,005 %, essa molécula ¢
capaz de baixar a tensao superficial de 72 mN/m para 27 mN/m (MULLIGAN, 2005). Mais
recentemente, Varadavenkatesan e Murty (2013) reportaram pela primeira vez o isolamento e
o uso de Bacillus siamensis como produtor de biossurfactate do tipo lipopeptideo, o qual foi
capaz de reduzir a tensdo superficial para 36,1 mN/m e apresentar grande potencial para ser
utilizado em estratégias de remediacao ambiental.

Os biosurfactantes de elevado peso molecular incluem os surfactantes poliméricos e os
particulados, por exemplo as vesiculas e células microbianas. Bactérias do
género Acinetobacter produzem vesiculas extracelulares, formadas em geral de proteinas,
fosfolipidios e lipopolissacarideos, que juntos apresentam funcdo importante na captacdo de
alcanos para a célula. Outros microrganismos produtores de biosurfactantes particulados sdo as
cianobactérias e alguns géneros patogénicos como Staphylococcus e Serratia (MULLIGAN e
WANG, 2004; GAUTAM e TIAGY, 2005). Por sua vez, nos surfactantes poliméricos,
geralmente os acidos graxos estdo ligados a um esqueleto de heteropolissacarideos. Tém-se
como exemplos: o alosan, o liposan ¢ o emulsan. Produzido pela bactéria Acinetobacter
calcoaceticus RAG-1, o emulsan (Figura 11) caracteriza-se pelo alto poder de emulsificacao,
tem peso molecular de cerca de 1000 kDa (RON e ROSENBERG, 2001), ¢ um dos
bioemulsificantes mais estudados e um dos poucos surfactantes microbianos produzidos em

grande escala.
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Figura 11. Estrutura do emulsan, surfactante polimérico produzido por Acinetobacter calcoaceticus. (Fonte:
KOSARIC, 2001).
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3.5 Areas de utiliza¢do dos polihidroxialcanoatos, biosurfactantes e bioemulsificantes

Na busca de alternativas menos prejudiciais ao ambiente e capazes de serem produzidas
a partir de matérias primas renovaveis, grupos de pesquisa no mundo todo trabalham para
viabilizar a producdo de moléculas de origem bioldgica como os polihidroxialcanoatos
(BRIGHAM e SINSKEY, 2012; CEYHAN e¢ OZDEMIR, 2011; MADKOUR et al., 2013;
PITTMANN e STEINMETZ, 2014; WANG et al., 2014), os
bioemulsificantes (CHEN, 2009; FRACCHIA et al., 2015; LIU et al., 2007). A historia da
producdo industrial de PHAs comegou na década de 1950 (AVEROUS e POLLET, 2012) e

biosurfactantes e

desde entdo as aplicagdes para os polihidroxialcanoatos s6 vém crescendo. O primeiro produto
industrial, um copolimero PHB/PHV de nome comercial Biopol®, foi langado em 1980 pela
Imperial Chemical Industries (STEINBUCHEL e FUCHTENBUSCH, 1998). No Brasil, a
producdo biotecnologica de PHAs teve inicio na década de 90 (SQUIO e ARAGAO, 2004),
com o desenvolvimento da Biocycle®. As principais empresas que produzem PHAs encontram-

se na Tabela 5.

Tabela 5. Principais empresas que produzem polihidroxialcanoatos em escala comercial.

Empresa Pais Nome Tipo de
comercial polihidroxialcanoato

PHB Industrial Brasil Biocycle PHB, PHBV
Biomatera Canada Biomatera PHBV
PolyFerm Canada Canada VersaMer PHA PHBV
Tianan China Enmat PHBV
Tianjin & DSM China GreenBio PHB
Biomer Alemanha Biomer PHB, PHBV
Bio-On Italia Minerv PHA PHB, PHBV
Kaneca Japdo Kaneka PHBHx
Meredian Holdings Group Inc. | Estados Unidos MHG PHA Copolimeros
Telles Estados Unidos Mirel Copolimeros

Fonte: adaptado de AVEROUS e POLLET (2012).

Inicialmente, os polimeros de PHA eram maioritariamente utilizados em materiais de
embalagem (garrafas, filmes e sacolas), mas devido a sua biocompatibilidade, atoxicidade,
propriedades elasticas e biodegradabilidade (GAO et al., 2011; REHMAN et al., 2006), os
PHAs despertaram bastante interesse nos campos da Medicina e Farmacia. Dessa forma, os
estudos dos PHAs atualmente estdo voltados para produtos da area da saude (BUGNICOURT
et al., 2014; INOUE et al., 2016; WANG et al., 2014), tais como suturas, materiais de

procedimentos cirargicos, transplantes, sistemas de distribui¢do de farmacos e engenharia de
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tecidos. Nesse ultimo caso, as células sdo crescidas in vitro sobre o polimero biodegradavel
para que seja construido o tecido com a finalidade de implante (BRIGHAM e SINSKEY, 2012).

Ainda por conta da biocompatibilidade, os PHAs podem ser utilizados em produtos para
a pele. Outras aplicagdes industriais compreendem o uso de PHA como transportadores
biodegradaveis para liberacdo controlada de fertilizantes e biocidas, tubulagdes para irrigacao,
redes de pesca, fraldas e barbeadores (CHEN, 2009). De plastico biodegradavel também se
fazem tubetes para mudas de plantas — que se degradam no tempo exato de a muda estar pronta
para ir ao campo (CHOI e LEE, 1999). Uma aplicagdo emergente dos PHAs ¢ como fonte de
acidos organicos na alimentacdo animal (LAYCOCK et al., 2013). A industria quimica também
tem beneficios ao utilizar PHA: como sdo facilmente coloridos, esse bioplastico tem potencial
para ser usado na industria fotografica e de impressdo. Uma vez que a hidrélise dcida dos PHAs
produz ésteres metilicos de hidroxibutirato (além de hidroxialcanoatos de cadeia média), o
polimero pode ser utilizado para a geracdo de energia (MADKOUR et al., 2013).

Os biosurfactantes, por sua vez, sdo intensamente utilizados na industria petrolifera.
Dentre suas aplicagdes, estao incluidas a biorremediagao e a dispersao do contaminante quando
ocorre o derramamento de 6leos (Figura 12) e a chamada “Recuperagao Melhorada de Petroleo

por Microrganismos” (MEOR).

B Solo
O Contaminante
o Agua

" Assimilagio
6,.#" 1

pelas plantas
i L vy
Agio 7 j %" Micela
dispersivazg, % ’
| L ) ,
\l\‘———' AP Biodegradagéo
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Bactéria
{degradgdora

Mice&a/f ,
Solubilidade

Tensao superficial ‘

Propriedades do sistema

A 4

Concentragao do surfactante

Figura 12. Esquema de remediag@o utilizando surfactante em solo contaminado com 6leo (Fonte: adaptado de
MAO et al., 2015).
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Devido ao aumento de acidentes com derramamento de petroleo e petroderivados de
diferentes tipos e caracteristicas, a utilizacdo de biosurfactantes que elevam a interagdo
superficial e aceleram a degradacdo de varios oleos tem crescido em grande escala
(MULLIGAN e WANG, 2004; MADKOUR et al., 2013). Essa técnica ¢ utilizada tanto na
biorremediacao de dguas ou de solos contaminados com hidrocarbonetos. Na pesquisa realizada
por Santa Anna et al. (2007) foram estudadas formas de utilizagdo de ramnolipidios produzidos
por bactérias do género Pseudomonas na remogao de dois tipos de 6leos contaminantes. Em
estudo realizado por Hallmann e Medrzycka (2015), esse biotensoativo altamente umectante
apresentou melhor eficiéncia na remog¢do de 6leos do solo arenoso do que os surfactantes
sintéticos. Os biosurfactantes também sdo utilizados para remog¢ao de metais pesados, como
niquel, cddmio, uranio, de solos, assim como para biodegradacdo de pesticidas. Surfactantes
produzidos por Arthrobacter, Pseudomonas, Corynebacterium e B. subtilis demonstraram
resultados promissores na remogao de piche em areias contaminadas (MULLIGAN e WANG,
2004).

Apesar do destaque na fungdo ambiental dos surfactantes, suas aplicagdes se distribuem
entre diversos setores industriais, como a industria de alimentos, produgdo de papel, metais, na
industria téxtil, farmacéutica, higiene e cosméticos, agricultura entre outros (NITSCHKE e
PASTORE, 2004). Os primeiros estudos sobre a producao de surfactantes bioldgicos em larga
escala ocorreu em meados da década de 1980, quando se iniciou a comercializagdo de
surfactina. De grande interesse cientifico e biotecnologico, esse lipopeptideo desperta interesse
da 4rea médica pois apresenta atividade antibiotica (SHOEB et al., 2013), podendo ser usado
em catéteres visando a diminuicao da formagdo de biofilmes, que sao ambientes recalcitrantes
que fornecem abrigo e protegdo a flora microbiana e seus produtos extracelulares. Na industria
farmacéutica, ja foi comprovada sua utilidade na inibicdo de codgulos e canais i6nicos nas

membranas (FRACCHIA et al., 2015).
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4 METODOLOGIA

As principais atividades experimentais deste trabalho encontram-se resumidas na Figura
13 e detalhadas nos subitens seguintes.

Isolamento de microrganismos
(Inoculagao de amostras de solo e lodo em meio de cultura minimo)

!

Caracerizacao das bactérias isoladas
(Testes morfo-bioquimicos classicos e API ®20E)

'

Selecio dos potenciais produtores de polihidroxialcanoatos (PHAs)
(Com base nas fontes de carbono e classificacido da turbidez em meio minimo)

!

Evidéncias da capacidade de producao de PHAs
(Coloragdo das colonias com preto de Suddo e azul do Nilo, amplifica¢do do gene codante da
PhaC sintase e extragdo de PHA a partir de biomassa seca

v

Identificacao molecular
(Amplificacdo, purificagdo, sequenciamento parcial da regido 16S rDNA
e depdsito desses nucleotideos em banco de dados)

v

Experimentos em frascos agitados visando produciao de PHAs
(Monitramento do crescimento; producao de polihidroxibutirato; analises por
espectrofotometria, microscopia eletronica de transmissdo e cromatografia gasosa)

|

Producio de exoenzimas, biosurfactantes/bioemulsificantes extracelulares
(Testes de estabilidade, extragdo e caracterizagao parcial)

Figura 13. Fluxograma das atividades experimentais desenvolvidas no presente trabalho.

4.1 Coleta de amostras de solo e lodo

A coleta de solo de Mata Atlantica (Coruripe-AL) foi realizada num local onde ndo ha
interferéncia antropica (10°17°07°S, 36°21°07°W). A camada superior do horizonte “O”
(camada organica superficial) foi removida com auxilio de ferramentas de jardinagem, e
amostras do solo do horizonte “A” (camada caracterizada por atividade bioldgica devido aos
microrganismos presentes) foram coletadas e depositadas no interior de tubos tipo Falcon
previamente esterilizados, e transferidas para caixa de isopor com gelo (= 4 °C), para o
transporte ao laboratorio de Bioquimica do Parasitismo e Microbiologia Ambiental (LBPMA)

da Universidade Federal de Alagoas (UFAL), onde foram mantidas sob refrigeragao (= 6 °C),



SILVA, A.L.S. Prospec¢do de Microrganismos Produtores de Polihidroxialcanoatos e Biosurfactantes... 42

até seu processamento. As amostras de lodo ativado da Estacdo de Tratamento de Efluentes
(ETE) da “Usina Coruripe Agucar ¢ Alcool S.A.”, localizada no mesmo municipio, também
foram coletadas, acondicionadas em tubos tipo Falcon, preservadas e transportadas para o

LBPMA conforme o descrito para amostras do solo.

4.2  Isolamento de bactérias

A partir das amostras coletadas conforme descrito no item 4.1, inoculou-se
individualmente 4 g de cada amostra em meio minimo mineral (40 mL) com a seguinte
composicio (g L'): 0,2 (NH4)2S04; 13,3 KH,PO4.7H20; 1,3 MgSOs4; 1,7 4cido nitrico; 10 mL
solugdo de elementos trago esterilizada por filtragao [10 FeSO4.7H20; 2,25 ZnS04.7H20; 1
CuS04.5H>0; 0,5 MnS04.5H>0; 2 CaCl2.2H>0; 0,23 Na;B407.10H20; 0,1 (NH4)sM07024; 10
ml 35 % HCI] e glicose, 20 (NAHEED et al., 2011). O pH foi ajustado para 7,0. Quando foi
necessario utilizar esse meio solido, acrescentaram-se 20 g L' de 4gar. Apos 72 h de incubacio
sob agitagdo orbital (120 rpm, 30 = 1 °C em incubadora Shel Lab, modelo SSI3-2), as culturas
foram submetidas a dilui¢des seriadas e aliquotas dessas dilui¢des re-inoculadas em meio s6lido
Agar Nutriente, o qual é composto de (g L™!): peptona, 5; extrato de carne, 3; NaCl, 1; agar, 20,
contendo 0,03 g L! do antifungico fluconazol (Medley®).

4.3  Caracteristicas morfo-bioquimicas das bactérias isoladas

Nos testes para a identificagdo presuntiva dos isolados bacterianos, foram realizadas
investigacao da motilidade, coloracdes (Gram e verde malaquita) e testes para expressoes da
catalase e oxidase (NEDER, 1992). O sistema de galerias API® 20E foi utilizado de acordo as
recomendacdes do fabricante para avaliar a presenca das seguintes enzimas/reagdes: [-
galactosidase, arginina dihidrolase, lisina descarboxilase, ornitina descarboxilase, utilizacao de
citrato, producdo de H»S, urease, expressao da triptofanase, producao de indol, produgdo de
acetoina, gelatinase, fermentagdo/oxidacdo de glicose, manitol, inositol, sorbitol, ramnose,
sacarose, melibiose, amigdalina, arabinose, e produ¢do de citocromo-oxidase. Os
microrganismos fermentadores da glicose foram cultivados em meio vermelho de metila-Voges

Proskauer para determinar a via pela qual esse processo ocorre (SILVA, 1996).

4.4  Seleciao de bactérias produtoras de PHAs

Além da verificacao de quais fontes de carbono cada microrganismo pode utilizar (com
base no sistema de galerias API® 20E descrito no item 4.3), cada bactéria isolada foi reinoculada
em meios liquidos contendo a mesma composi¢do daquele descrito para isolamento,

diversificando-se, entretanto, a fonte de carbono original (glicose), a qual foi substituida por
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sacarose, 6leo de soja, glicerol e soro de leite (2 %, em todos os casos). Em seguida, as culturas
foram incubadas nas mesmas condi¢des anteriormente descritas e a turbidez, usada como um
reflexo da producao de PHAs, foi registrada atribuindo-se a legenda: + (pouco turvo); ++
(turbidez mediana); +++ (muito turvo), por inspecao visual apos 72 h de cultivo (30 = 1°C)
(NAHEED et al., 2011).

4.5 Coloracao das colonias

Foram utilizadas duas metodologias de coloracdo das coldnias microbianas produtoras
de polihidroxialcanoatos com o meio mineral sélido descrito para o isolamento das bactérias.
Na primeira, uma solugdo do corante preto de Sudao (0,3 g em 100 mL de etanol 70 %) foi
aplicada diretamente a colonias obtidas ap6s 72 h de cultivo (30 = 1 °C). Apds 20 min, efetuou-
se a lavagem das colonias com etanol 100 % e as colonias que retiveram o corante e
permaneceram escurecidas representaram resultado positivo (LEGAT et al., 2010). Na segunda
estratégia de selecao, um volume de 0,5 pL de solugao do corante azul do Nilo (1 % em DMSO)
foi adicionado a um litro de meio minimo antes da esterilizagdo (SPIEKERMANN ef al., 1998).
Ap6s utilizagdo desse meio para inoculagdo e a incubagdo conforme condi¢des descritas na
primeira metodologia, as colonias com brilho alaranjado apos excitacdo luminosa de luz
ultravioleta (UV-longo, 360 nm) em transiluminador Spectroline® foram considerados

positivas para a produgdo de bioplastico.

4.6  Detecgdo do gene codante da phaC sintase

Apo6s 24 h de incubagdo dos isolados bacterianos, sob agitacao orbital (120 rpm, 30 +
1°C, em incubadora Shel Lab, modelo SSI3-2), em caldo nutriente, efetuou-se a extracao de
seu material genético por meio de kit comercial (Bacterial Genomic DNA Isolation Kit; Norgen
Biotek). O par de oligonucleotideos iniciadores (primers) G-D
(GTGCCGCCSYRSATCAACAAGT) e G-2R  (GTAGTTCCASAYCAGGTCGTT),
desenhado por Romo et al. (2007), foi sintetizado pela empresa GenOne. A amplificacao por
PCR seguiu o seguinte protocolo de reacdo (volume final de 25uL): 100 pg de DNA, 10 pmol
de cada oligonucleotideo iniciador, 0,8 mM de dNTPs, 2,5 mM de MgCl,, 2,5 uL de tampao
10X, 5 ug de albumina de soro bovino (BSA), 3 % de dimetilsulféxido (DMSO) e 1 U de Taq
DNA Polimerase (Biosystems). As reagdes de amplificacao foram realizadas em termociclador
Techne (Techgene) com o seguinte programa: 1 ciclo de 94 °C por10 min, 60 °C por 2 min e 72
°C por 2 min, seguido por 40 ciclos de 94 °C for 20; 55,5°C por 45 segundos e 72 °C por 1 min

e ciclo final de 72 °C por 5 min. Os produtos de amplificagdo (amplicons) foram submetidos a
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corrida eletroforética em gel de agarose 1 % corado com brometo de etidio (0,5 pg/mL), em
tampao TBE (Tris-Borato-EDTA). A visualizagdo ocorreu com auxilio da luz ultravioleta
emitida diretamente no gel utilizando-se um transiluminador Spectroline® com prote¢ao

acrilica, tendo o marcador de 100 pb (Amresco) como referéncia.

4.7 Producio e extracio de PHA

Para o ensaio de produgdo de PHA, cada isolado foi cultivado primeiramente em 50 mL
de meio caldo nutriente por um periodo de 24 h a 30 + 1 °C. Em seguida, aliquotas de cada
cultura foram distribuidas em 800 mL de meio mineral (descrito no item 4.2), e cultivados por
72 h. Apds esse periodo, as culturas foram centrifugadas em tubos tipo Falcon por 20 minutos
a 5000 g (centrifuga Sigma, 2K15). O sobrenadante foi descartado, e o pellet lavado duas vezes
com solucdo salina (0,9 % NaCl). A massa de células foi transferida para placa de Petri
(previamente pesada) e deixada em estufa (40 °C). A biomassa seca foi pesada, retirada
cuidadosamente da vidraria e transferida para frasco de Duran.

A extragdo de PHA ocorreu a partir dessa biomassa seca: para cada 0,5 g, acrescentaram-
se 20 mL de cloroférmio, o qual foi deixado sob agitacdo por 1h30 (60 °C, 200 rpm). Apos
filtragcdo a vacuo para a retirada das células secas, o cloroférmio contendo PHAs foi transferido
para placa de Petri semi-tampada, afim de deixar o solvente evaporar lentamente e formar-se o

filme polimérico.
4.8  Identificacdo molecular (16S rDNA) das bactérias produtoras de PHA

O material genético das bactérias previamente selecionadas como produtoras de PHAs
foi novamente extraido, amplificado e visualizado conforme descrito no item 4.6, exceto pelo
fato de que nas reagdes de PCR utilizou-se o par 356F/1064R (ACWCCTACGGGWGGCWGC
e AYCTCACGRCACGAGCTGAC) como oligonucleotideos iniciadores da amplificacao do
gene 16S rDNA, e ndao houve acréscimo de DMSO (WINSLEY et al., 2012). O amplicon de
cada um dos isolados foi purificado por meio de kit comercial (DNA Purification Kit; Norgen
Biotek) e, depois, sequenciado em ambas as direcdes pela Plataforma de Sequenciamento de
DNA da Universidade Federal de Pernambuco. O sequenciamento foi realizado pelo método
de Sanger no Analisador Genético da Applied Biosystems® ABI 3500xL (Life Technologies),
contendo os marcadores fluorescentes Big Dye®Terminator v3.1 (Life Technologies). As
condi¢des de PCR para a reagcdo de sequenciamento foram: 95°C (10 s), 51°C (5 s) e 60°C (4
min). As sequéncias foram editadas, convertidas para o formato FASTA e comparadas com

aquelas registradas para tal gene identificador nos bancos publicos do NCBI (National Center
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for Biotechnological Information) ¢ do RDP (Ribosomal Database Project). As sequéncias
foram depositadas no GenBank (NCBI), os alinhamentos foram realizados no software
MUSCLE (EDGAR, 2004) e o dendrograma foi criado no programa TreeDyn (CHEVENET et
al., 2006).

4.9  Monitoramento do crescimento das bactérias produtoras de PHA

A fim de determinar qual a composicdo do meio de cultura mais favoravel ao
crescimento dos microrganismos produtores de PHAs, a composi¢cdo do meio descrito
anteriormente (item 4.2) foi modificada quanto a variacdo da concentragdo de glicose e quanto
apresencga de peptona. Os meios de cultura receberam as seguintes codificacdes: Meio 01 (meio
minimo convencional, com 20 g L™! de glicose), Meio 02 (5 g L'! de peptona), Meio 03 (2 g L
!'de glicose e 5 g L'! de peptona), Meio 04 (controle; ausente de glicose e peptona), Meio 05
(20 g L' de glicose e 5 g L' de peptona). Cultivos submersos de cada isolado em meio caldo
nutriente com 24 h de incubacao foram utilizadas para inocular os diferentes meios de cultura
liquidos, distribuidos em volume de 10 mL em tubos tipo Falcon (50 mL), com aliquotas finais
de 10° céls mL!. Triplicatas das culturas foram incubadas (65 rpm, 30 + 1 °C, em incubadora
Shel Lab, modelo SSI3-2) por um periodo de 96 h, e a cada intervalo de 24 h foram colhidas
amostras para determina¢ao de pH, biomassa seca, concentracdo de proteinas e glicidios

redutores totais. Todas as analises foram realizadas em triplicatas.

4.9.1 Determinacido do pH e da massa seca

As amostras das culturas foram centrifugadas (5000 rpm, 20 min, 20 °C, em centrifuga
Sigma, 2K15) e seus sobrenadantes tiveram os valores de pH medidos por meio de pHmetro
eletronico previamente calibrado com solugdes-padrao. As células precipitadas nos tubos de
centrifugacdo foram ressuspensas em ImL de agua destilada estéril e transferidas para
microtubos de 1,5 mL (tipo Eppendorf), sendo estes submetidos a secagem em estufa, a 40 ° C

por 24 h, até massa constante, a qual foi determinada gravimetricamente e expressa em g.L".

4.9.2 Determinacio de concentracao de proteinas totais

Os sobrenadantes obtidos conforme descrito em 4.9.1 foram também utilizados para a
determinagdo de proteinas totais pelo método espectrofotométrico de Lowry et al. (1951),
utilizando uma curva padrdo de albumina de soro bovino (BSA), variando de 0 a 600 pg.mL™".
Para tanto, inicialmente preparou-se o reagente A (2 mL de solucao de sulfato de cobre 1 %, 2

mL de solucio de tartarato de sodio e potassio 0,1 mol.L! e 196 mL solugio aquosa destilada
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contendo 3,92 g de carbonato de sodio e 0,784 g de hidréxido de sddio) e o reagente B (Folin-
Ciocalteau 0,2 mol, 1:1 v:v). A mistura reacional consistiu de 0,5 mL da amostra centrifugada
(sobrenadante de cada cultura, em triplicata) e 2 mL do reagente A. Depois de 10 min,
acrescentaram-se 200 uL do reagente B, e deixou-se em temperatura ambiente por 30 min (no
escuro). A partir disso, a absorvancia do produto das reagdes (amostras dos sobrenadantes ou
solugdes de BSA) foi mensurada a temperatura ambiente em espectrofotometro Femto 800xi a

660 nm.

4.9.3 Determinacio de glicidios redutores totais

A curva padrio foi produzida variando-se a concentragdo de 0,2 a 4 mg.mL"! de D-
glicose. Os glicidios redutores foram quantificados através de modificacdo do método do acido
3,5 - dinitrosalicilico (DNSA), de modo que um volume de 200 pL de solugdo aquosa do
reagente (0,25 g DNSA, 75 g de tartarato de sodio e potassio, 50 mL de hidroxido de sédio 2
M, 250 mL de agua destilada) foi acrescido a 200 uL das amostras (sobrenadante) ou das
solugdes do padrio, aquecendo-se (100 °C, 5 min) a mistura de reacdo e, depois, diluindo-se
para 5 mL com agua destilada. As absorvancias foram determinadas a temperatura ambiente

em espectrofotdmetro Femto 800xi a 540 nm (MILLER, 1959).
4.10 Producao de polihidroxibutirato

Para os ensaios de produ¢do de P(3HB), cada um dos microrganismos foi inoculado em
caldo nutriente e apds 24 h de incubagdo (120 rpm, 30 + 1°C), esse meio foi centrifugado (20
min, 5000 rpm), o sobrenadante descartado e a ressuspensdo das células deu-se em solugdo
salina (0,9 %). Um total de 10° células dessa suspensio foram utilizadas para inocular os meios
de cultura liquidos, distribuidos em volume de 50 mL em erlenmeyers cuja capacidade méaxima
¢ de 125 mL. O meio de cultura utilizado ¢ aquele descrito no item 4.2. Além desse meio
original, os microrganismos foram inoculados nos meios alterados, onde o sulfato de amonio
foi substituido por uma das quatro fontes inorganicas de nitrogénio, a saber: acetato de amonio,
cloreto de amonio e nitrato de amdnio; além de outras quatro organicas: extrato de carne, extrato
de levedura, glicina e peptona, sempre na concentracio de 0,2 g.L'.As culturas foram incubadas
sob agitacao (120 rpm, 30 = 1°C), e apds 24 h procederam-se as analises de determinacao de
pH, biomassa (conforme item 4.9.1), glicidios (conforme item 4.9.3) e rendimento de PHB
(conforme item 4.10.1). Como controle, 1 mL de agua estéril foi utilizado como indculo e
submetido as mesmas condi¢des das cepas microbianas. O delineamento experimental utilizado

foi o inteiramente casualizado com 9 tratamentos e 3 repeticdes. Os resultados de cada
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parametro foram comparados por meio de analise de variancia (ANOVA) e suas médias, através

do teste de Tukey, sempre ao nivel de 5 % de significancia.

4.10.1 Dissolucao em acido sulfirico

A biomassa obtida para cada meio de cultura (descrito no item 4.9.1) foi colocada em
tubo tipo Falcon (previamente lavado com etanol e cloroformio quente) e macerada com bastao
de vidro. O cloroféormio foi acrescido e a amostra ficou sob agitagao (150 rpm, 60 °C) durante
1 h. Apds esse periodo, a solugdo de cloroféormio + PHAs foi transferida para tubos de vidro e
deixada evaporar. Acrescentaram-se 5 mL de H2SOs, e apds 10 min a 100 °C, as absorvancias
foram verificadas em espectrofotometro Femto 800xi a 235 nm (MARJADI e DHARAIYA,
2014). O rendimento da producdo de PHB foi calculado dividindo-se o valor de PHB pela

biomassa seca e expresso em porcentagem.

4.10.2 Metanolise acida

A detec¢do de P(3HB) foi realizada por cromatografia gasosa, seguindo a metodologia
de metanolise acida descrita por Brandl et al. (1988): ap6s o cultivo de cada microrganismo em
meio liquido (conforme item 4.10) e obtencao de suas biomassas secas (conforme item 4.9.1),
adicionou-se 1 mL de uma solu¢do de metanol acidificado [(H2SO4 15 % e 85 % de metanol)
com 4cido benzdico na concentracdo de 0,4 g.L '] e 1 mL de cloroféormio. Essa mistura foi
aquecida em banho termostatizado a 100 °C durante 3 h, sendo agitada durante 30 segundos
ap6s uma hora de aquecimento. Ao final desse processo, as amostras foram resfriadas em banho
de gelo e adicionou-se 1 mL de 4gua destilada. Apds agitacdo de cada amostra por 30 segundos,
deixou-se decantar.

A fase inferior (organica) foi recolhida com auxilio de uma pipeta Pasteur e armazenada
sob refrigeracdo por 24 h. Apos esse periodo, as amostras foram levadas para o “Laboratorio
de Saneamento Ambiental”, localizado no Centro de Tecnologia da Universidade Federal de
Alagoas, para analise em cromatdgrafo gasoso (Shimadzu), equipado com coluna Supelcowax
10 de silica fundida (0,25 mm X 30 m), utilizando-se o sistema de deteccdo de ionizacdo em
Chama (FID). A analise foi realizada utilizando um protocolo, onde se estabeleceu uma rampa
de temperatura (60 °C por 2 min), com aumento de 10 °C/min até atingir 200°C (durante 10
min). A temperatura utilizada para o injetor e o detector foram de 90 °C e 230 °C,

respectivamente € como gas de arraste, utilizou-se nitrogénio na vazao de 1 mL/min.
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4.10.3 Microscopia eletronica de transmissao

Apos o cultivo de cada microrganismo em meio liquido (conforme item 4.10), 10 mL
de cada cultura foram centrifugados (20 min, 5000 rpm) e o sobrenadante foi descartado. Para
a fixacdo das células, adicionou-se 5 mL de solugdo de glutaraldeido 2,5 % em tampao fosfato
de sodio 0,1 M (pH 7,2). As amostras foram encaminhadas ao “Laboratério de Microscopia
Eletronica” do Instituto Bioldgico (Secretaria da Agricultura e Abastecimento/Sao Paulo), sob
refrigeracdo. A técnica realizada na visualizacdo das células microbianas foi a de contrastagao
negativa. Para tanto, o material foi lavado 4 vezes no tampao ja descrito, € para a pos-fixacao
do material, utilizou-se solucdo de tetroxido de 6smio 1 % (também no mesmo tampao). O
material foi desidratado em uma série de solu¢des de concentragdes crescentes de acetona (30
%, 50 %, 70 %, 90 % e 100 %), por 20 min em cada concentragdo, ¢ depois foi infiltrado
lentamente em resina Spurr e polimerizado em moldes horizontais em estufa (70 °C, 72 h). Os
cortes ultra-finos foram realizados utilizando uma navalha de diamante e contrastados em
acetato de uranila 2 % durante 10 min no escuro, e, logo apds, em citrato de chumbo 0,5 %

durante 7 min (REYNOLDS, 1963).

4.11 Perfil de exoenzimas

Ap6s cultivo em caldo nutriente por 24 h (30 + 1 °C), cada microrganismo foi inoculado
no sistema de galerias API® ZYM e nos meios especificos para a verificagdo da lise de
eritrécitos e hidrélises de Tween 80, de amido e de gelatina. O sistema de galerias API® ZYM
foi utilizado de acordo as recomendagdes do fabricante, onde avaliou-se a presenca das
seguintes enzimas/reagdes, apds 4 h de incubacado: fosfatases, esterases, lipase (C14), leucina
arilamidase, valina arilamidase, cistina arilamidase, tripsina, a-quimiotripsina, naftol-AS-BI-
fosfohidrolase, a galactosidase, B glucoronidase, glucosidases, N-acetil-  glucosaminidase, o
manosidase e a fucosidase. Nos outros meios de cultivo, o tempo de incubacdo foi de 72 h.

Para verificar a hidrolise do Tween 80, foi preparado o meio descrito por SLIFKIN
(2000), contendo (g.L!): 10 peptona, 5 NaCl, 0,1 CaCl,, 1,7 4gar e 10 mL de polisorbato
(Tween 80) como substrato. Além da verificagcdo da zona clara ao redor da colonia, a avaliagao
foi feita cobrindo-se 0 meio com solucao de vermelho de fenol a 2 %. A revelagdo com esse
corante torna o meio rosa quando o resultado € positivo, e a cor permanece inalterada (amarelo)
em caso de nao degradagdo do Tween.

A produgdo de amilases foi detectada em meio 4gar nutriente contendo 0,5 % de amido
soluvel, e a degradacdo foi avaliada depois da adicdo de lugol ao meio (HANKIN e
ANAGNOSTAKIS, 1975), verificando-se a presenca de uma zona amarelada ao redor da
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coldnia, contra um fundo roxo-azulado. A hidrolise da gelatina foi verificada no meio composto
de (g.L1): 10 peptona, 5 extrato de carne e 120 gelatina, o qual foi distribuido em tubos e, apds
o tempo de incubagdo, foi colocado em banho gelado por 10 minutos. A liquefagdo da gelatina
foi considerada como resultado positivo.

Para o teste de hemolise, utilizou-se o 4gar sangue, preparado com (g.L!): 3 extrato de
carne, 5 peptona, 1 NaCl, 20 agar e 5 mL de sangue desfibrinado de carneiro (acrescido apos a
autoclavagem da mistura dos demais componentes). A atividade hemolitica foi configurada da
seguinte forma: a) a-hemolise, caracterizada pela perda parcial de hemoglobina pelas hemaécias
do sangue, ocorrendo uma zona cinza-esverdeada no meio de cultura ao redor da coldnia; b) -
hemolise, caracterizada pela lise completa das hemacias que rodeiam a coldnia, ocorrendo uma
zona transparente (zona de lise total) ao redor da coldnia; c) y-hemolise, caracterizada pelo
crescimento no meio sem a constatacdo de lise de hemacias e/ou extravasamento de

hemoglobina.

4.12 Producio de biosurfactantes/bioemulsificantes extracelulares

Aliquotas (10® células.mL') de suspensdes aquosas de cada microrganismo foram
inoculadas no meio de produgdo de biosurfactante descrito por Diab e El Din (2013), preparado
com a seguinte composi¢do (g.L™1): 1 g NaNOs, 0,5 NaCl, 2 HPO4, 1 H,POs4, 0,5 MgSO4.7H0,
0,01 FeCls, 0,5 extrato de levedura e 20 g glicose. As culturas foram incubadas por 72 h (30 £
1°C, ao abrigo da luz) sob agitacdo orbital constante (180 rpm) em frascos contendo 50 mL do
meio de cultura. Apds esse periodo, 40 mL das culturas em cada erlenmeyer foi centrifugado
(20 min, 5.000 x g) e do sobrenadante livre de células, verificou-se a produgdo de
biosurfactantes por meio dos testes de avaliacdo das capacidades emulsificante (indice de
emulsificacdo e atividade emulsificante) e surfactante (colapso da gota e dispersdo do dleo
mineral), além de ser verificado o pH final do meio de cultura (conforme item 4.9.1). Os 10 mL
restantes, isto €, o meio de cultura contendo as cé€lulas bacterianas, foram utilizados para

verificar a capacidade emulsificante através do indice de emulsificagao.

4.12.1 Avaliacio da capacidade surfactante

Para determinar a capacidade surfactante dos sobrenadantes livres de células, utilizou-
se a metodologia de colapso da gota de Kuiper et al. (2004). Para tanto, 50 pL das amostras
(sobrenadante) foram depositados sobre superficie hidrofobica (Parafilm® M), verificando-se
o comportamento da gota. Quando a gota se apresenta dispersa na superficie hidrofobica, a

amostra ¢ caracterizada como portadora de capacidade surfactante. Para melhor visualizagao



SILVA, A.L.S. Prospec¢io de Microrganismos Produtores de Polihidroxialcanoatos e Biosurfactantes... 50

fotografica, acrescentaram-se quatro gotas de uma solucdo de azul metileno (0,4 %) na amostra.
Como controle negativo, utilizou-se o meio de cultura ndo inoculado.

Para também medir a capacidade surfactante, utilizou-se a metodologia descrita por
Youssef et al. (2004): numa placa de Petri de 15 cm de didmetro limpa e sem residuos de
lipidios, verteu-se 100 mL de agua destilada estéril. No centro dessa placa, sobre a agua,
depositou-se cuidadosamente 20 uL de 6leo mineral estéril. Novamente no centro, mas entao
sobre a micela oleosa, depositou-se gentilmente um volume de 10 pL das amostras

(sobrenadante), sendo o deslocamento do 6leo o indicativo da capacidade surfactante.

4.12.2 Avaliacao da capacidade emulsificante

O indice de emulsificagdo das amostras foi obtido pelo método descrito por Cooper e
Goldemberg (1987). Para tal, aliquotas de 2 mL destas foram depositadas em tubos contendo 3
mL de 6leo de soja ou hidrocarbonetos (querosene, tolueno, oleo diesel e 6leo de soja). Apods
homogeneizagdo em vortex (2 min, temperatura ambiente), esse material foi incubado por 24 h
a temperatura ambiente. Entdo, mensurou-se a altura da zona de emulsao formada para o
volume total da mistura. O indice de emulsificagdo foi calculado através da equagao abaixo,
sendo que E,, corresponde ao indice de emulsificacao apos 24h, He a altura da emulsdo e Ht a

altura total do liquido. O teste foi realizado em triplicata.

He x 100
Ht

E24(%) =

As amostras (sobrenadantes) foram avaliadas quanto a sua atividade emulsificante,
conforme metodologia de Kokare et al. (2007), modificado. Apo6s o calculo de E»4, descrito no
item anterior, a fase aquosa foi removida cuidadosamente com o auxilio de uma pipeta de
Pasteur de vidro e sua absorvancia foi determinada a 400 nm (temperatura ambiente). Nesse
comprimento de onda, uma absorvancia de 0,010 unidades representou uma unidade de

atividade emulsificante por mL (UE.mL™).

4.12.3 Estabilidade (E24) do sobrenadante livre de células

Para a verificacao da estabilidade do indice de emulsificagdo (E24) do biosurfactante
presente no sobrenadante livre de células, a cultura foi cultivada por 72 h em 100 mL do meio
descrito no item 4.12. Ap0s esse periodo, as amostras foram centrifugadas (5000 rpm, 20 min),
e o sobrenadante livre de células foi dividido em aliquotas de 5 mL (em triplicatas) para a

realizacdo dos diferentes tratamentos, a saber: a) salinidade: acrescentou-se NaCl ao meio de
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cultura nas concentracdes de 2, 6 e 10 %; b) temperatura: as amostras foram mantidas as
temperaturas de 4, 30 e 100 °C durante uma hora; ¢) alteracdode pH: utilizou-se uma solucao
de NaOH ou HCI 5 M para ajuste do pH em 2, 7 ¢ 10. Como controles, uma aliquota foi mantida
sem tratamento. Em todos os casos, aliquotas provenientes do meio de cultura nao inoculado

foram submetidas as mesmas varia¢des de salinidade, temperatura e pH.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Perfil bioquimico dos microrganismos isolados

Foram isoladas 24 bactérias, sendo 17 nas amostras de solo (horizonte A) da Mata

Atlantica e sete nas de lodo de ETE de agroindustria de Coruripe-AL. As caracteristicas

morfologicas e algumas das caracteristicas bioquimicas dos isolados obtidos neste trabalho

estao expostas na Tabela 6.

Tabela 6. Algumas caracteristicas morfobioquimicas dos isolados bacterianos estudados. Bactérias com
codificacdo BMA foram isoladas de solo de Mata Altantica, enquanto aquelas codificadas como BLD sdo oriundas
do lodo da Estagdo e Tratamento de Efluentes da S.A. Usina Coruripe Agucar e Alcool (Coruripe-AL, Brasil)

Teste Forma Gram | En | Cat |Ox | Gal | Ar | Lis | Or | Cit | Hz2S | Ure | Trip | Ac | Nit | NaCl
BMA-01 | Bastonetes - - + - - + |+ |+ | + + + + + R _
BMA-02 | Cocobacilos - - + - + + |+ |+ |+ - - - + + +
BMA-03 | Bastonetes - - + - + + + - + - + - - - _
BMA-04 | Bastonetes - - + - + + - + + - - + - + _
BMA-05 | Bastonetes - - + - - + | - -+ - - + - + -
BMA-06 | Cocobacilos + - + - + + | - |+ |+ - - + + + +
BMA-07 | Bastonetes + - + - - + | + - + - + - - + -
BMA-08 | Cocobacilos + - + - - - - - - - - - + R +
BMA-09 | Cocobacilos - - + - + + - + | + - - + - + -
BMA-10 | Cocobacilos - - + + + + |+ | + | + - - + + + +
BMA-11 | Cocobacilos - - + - + + | - - - - - - - - +
BMA-12 | Cocobacilos - - + - + + - + | + - - - - + +
BMA-13 | Cocobacilos - - + + + - + - + - + + + - +
BMA-14 | Cocobacilos + - + - + + |+ |+ |+ - - - - + +
BMA-15 | Bastonetes + - + - + + | - - - + - + + T +
BMA-16 | Cocobacilos - - + - + + |+ |+ |+ - - - - + +
BMA-17 Cocos - - + + + + |+ |+ |+ - - - + + +
BLD-01 | Cocobacilos - - + - + + | - - - + - + + - +
BLD-02 | Cocobacilos - - + - + + | - - |+ - + + + + +
BLD-03 | Cocobacilos - - + - + + |+ |+ |+ - + - + + +
BLD-04 | Cocobacilos - - + - + + |+ | + |+ - - - + + +
BLD-05 | Bastonetes + + + + - + - - - - + - + + +
BLD-06 | Cocobacilos - - + - + + 4+ |+ - + - + + +
BLD-07 | Cocobacilos + + + - - - - - + + - + + - +

Legenda: En= endosporos,

Cat= catalase, Ox= oxidase, Gal= [} galactosidase,

Ar= arginina dihidrolase. Lis= lisina

descarboxilase, Cit= utilizagdo de citrato, H,S= produ¢do de H,S, Ure= urease, Trip= expressdo da triptofanase,
Ac=produgido de acetoina, Nit=reducdo de nitratos em nitrito, NaCl= crescimento emeio nutritivo contendo NaCl

6,5 %.
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A composi¢ao do meio de cultura que foi utilizado para o isolamento, isto ¢, limitado
em nitrogénio [0,2 g L' de (NH4)2SO4], favoreceu a obtengio dos microrganismos capazes de
sobreviver nessa condicdo. A quase totalidade das bactérias utiliza compostos inorganicos de
nitrogénio, em especial sais de amodnio e ocasionalmente nitratos (raramente nitritos), mas
alguns isolados exigem fontes organicas, representadas por um niamero variavel de aminoécidos
(SREEKANTH et al., 2013). Assim, a auséncia de fontes organicas impediu o crescimento de
colonias representativas dos microbiomas presentes nas amostras, restringindo-se ao
aparecimento somente daquelas de interesse, isto ¢, potencialmente produtoras de PHAs. Uma
vez que as bactérias sintetizam maior quantidade de PHA quando o meio ¢ limitante (CHOI e
LEE, 1999), o meio minimo limitado em nitrogénio ¢ escolhido pelos pesquisadores
(SHAMALA et al., 2003; KULPREECHA et al., 2009; CHAUDHRY et al., 2010; GOMAA,
2014) quando buscam selecionar microrganismos autdctones produtores do polimero.

Apesar de géneros formadores de enddsporos serem comumente encontradas no solo
(como Bacillus, Clostridium, Sporosarcina e Streptomyces) (NAHEED et al., 2011), nenhum
dos 17 microrganismos isolados do solo de Mata Atlantica apresentou tal estrutura no interior
celular apos serem corados com verde malaquita. Por outro lado, das sete bactérias isoladas do
lodo da ETE, duas (BLDO5 ¢ BLDO07) sdo Gram positivas formadoras de endosporos. A
catalase, enzima importante para as bactérias no combate ao excesso de radicais livres na célula,
foi detectada em todos os microrganismos isolados. Os isolados codificados como BMA-01,
03, 04, 05, 08 e 09 mostraram-se incapazes de realizar fermentag¢do da glicose. BMA-11, 12,
14 e 16, por sua vez, além de oxidar, também fermentam a glicose utilizando a via acida mista,
com a produgdo de diferentes acidos. Os treze isolados restantes t€ém metabolismo oxi-
fermentativo com capacidade de fermentacao pela via butilenoglicolica, produzindo acetoina,
butilenoglicol e pequenas quantidades de &cidos. A maioria dos isolados (75 %) foi capaz de
suportar meio de cultura com elevada concentracdo de sal (6,5 % NaCl). Com base nas
caracteristicas morfobioquimicas apresentadas, os isolados foram identificados como
pertencentes aos seguintes géneros: Pseudomonas (BMA-01, BMA-03, BMA-04, BMA-05 ¢
BMA-09), Corynebacterium (BMA-06, BMA-14), Enterobacter (BMA-10, BLD-03, BLD-04
e BLD-06) Actinomyces (BMA-07), Listeria (BMA-08), Neisseria (BMA-17), Bacillus (BLD-
05 e BLD-07), Klebsiella (BMA-13), Nocardia (BMA-15), e Serratia (BMA-02, BMA-11,
BMA-12, BMA-16, BLDO1 ¢ BLD-02).
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5.2 Seleciao dos produtores de polihidroxialcanoatos

Todos os microrganismos obtidos no presente trabalho utilizam a glicose como fonte de
carbono e a maioria utiliza também sacarose e manitol (Tabela 7). A utilizacao dessas fontes
mais puras para o cultivo bacteriano pode aumentar em até 80 % os gastos de producdo, mas,
em geral, aumentam a produtividade do PHA (CHOI e LEE, 1999; HUANG et al., 2012). No
caso dos testes aqui efetuados, essa informacdo apenas facilita a selecdo de substratos com

riqueza nos mesmos.

Tabela 7. Fontes de carbono utilizadas pelos microrganismos isolados e turbidez apresentada em meio minimo.
Bactérias com codificacdo BMA foram isoladas de solo de Mata Altantica, enquanto aquelas codificadas como
BLD sio oriundas do lodo da Estagio e Tratamento de Efluentes da S.A. Usina Coruripe Agucar e Alcool
(Coruripe-AL, Brasil)

Teste Turbidez do meio minimo
Gli | Man | Ino | Sor | Ram | Sac | Mel | Ami | Ara Oleo de
Isolado Glicose soja Glicerol | Soro de leite
BMA-OL| * | = | - |- | - | - | * | - | "] +++ + + ++
BMA-02| * | * [T |t | |t + + + A
BMA-03| * | - | - - | - - + + - ++
BMA-04| * | * | - | * | - |t ] - |+ | * + - - +
BMA-05| T | - o - o e - +++ ++ +++ +++
BMA-06| + | + S+ o+ ]+ - + |+ 4 4 4 I
BMA-07| T | - o S e N + - , +
BMA-08 | * | * | - | - | - |- - -] - - - -
BMA-09| * | * | - |t | A - - - +++
BMA-10| * | * | - | * | * |+ | * | * | + | 444 o+ +++ +++
BMA-1L| T | - | - |- | - | -] -|-|-~- + + N -
BMA-12| * | * | - | |+ |t - - - ++
BMA-13| * | * [t | | * |+ |+ | + | + | 444 o+ ++ +++
BMA-14| * | * | - |+ | + |+ + | + | + - - - -+
BMA-15| * | * | - | - S e - - — + n N
BMA-16| © | * | - | T T | T | T | *t | T + + +++ +++
BMA-17| + | + |+ |+ | + |+ |+ | + |+ 4 ++ 4 "
BLD-0O1 | © | T | - | - - -] - - - ++ + + +
BLD-02 | + - - + + - + + ++ + + A+
BLD-03 | T | T | T || ||+ ] |T ++ e ++ +++
BLD-04 | © | * | - | T | - | T | - | *t|*T + + + ++
BLD05 | * | * [ - | - | - | -~ | -~ | |-~ + + + ++
BLD-06 | * | * |- f | - T F ++ + ot ++
BLD-07 | + | + | - | - | - |+ | - | - | - | 4t . ++ .

Legenda: Gli= glicose, Man= manitol, Ino= inositol, Sor= sorbitol, Ram= ramnose, Sac= sacarose, Mel=
melibiose, Ami= amigdalina, Ara= arabinose, + (pouco turvo); ++ (turbidez mediana); +++ (muito turvo).
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A procura por bactérias produtoras de PHAs deve levar em consideragdo o substrato
disponibilizado a elas, pois 0 mesmo determinara o tipo de biopolimero sintetizado e os custos
do processo, uma vez que a producao de bioplastico da-se em grandes volumes, isto €, cultura
submersa em biorreatores (TYO et al., 2006). Portanto, a otimizacdo das condigdes
fermentativas — aliado ao uso de substratos que seriam descartados pelas industrias — constituem
uma maneira de baratear a producdo de PHAs (REHMAN et al., 2006). Pelo seu baixo custo,
alguns substratos brutos como melacos de cana, soro de leite, 6leos vegetais, além de
hidrolisados (amido, celulose € hemicelulose), podem ser excelentes substratos para a produgao
de PHASs para bactérias (SQUIO e ARAGAO, 2004).

Para verificar a utilizacdo de outras fontes de carbono (6leo de soja, glicerol e soro de
leite), os microrganismos foram cultivados em meio minimo e a turbidez averiguada apos 72 h.
A turbidez do meio de cultura geralmente esta relacionada com a concentracao de células do
microrganismo, mas no caso de cultivo em meio para sintese de PHAs, esta ¢ relacionada com
a quantidade intracelular do polimero, isto ¢, quanto mais turvo o meio, provavelmente houve
mais sintese do bioplastico. Dessa forma, constatou-se que a maioria dos isolados utilizam
outros substratos além da glicose para crescer e provavelmente produzir PHAs (Tabela 6).

As bactérias BMA-05,10 e 13 e BLD-07 apresentaram maior turbidez em todos os meios
testados e foram selecionadas para os testes de colorag@o de suas coldnias com os corantes preto

de Sudao e azul do Nilo, e para o rastreamento do gene phaC sintase.

5.3 Evidéncias da capacidade de producio de polihidroxialcanoatos

5.3.1 Coloracio das colonias

Alguns corantes sdo muito utilizados para selecdo de microrganismos produtores de
PHAs devido a sua capacidade de penetrar na membrana e corar granulos desses polimeros
(TYO et al., 2006). O preto de Sudao (Figura 14) foi o primeiro corante a ser utilizado com o
objetivo de detectar produtores de PHAs (SCHLEGEL et al., 1970), e seu uso antes da

descoberta de outros corantes foi consideravelmente grande.
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Figura 14. Estrutura quimica do preto de Suddo, um azocorante lipofilico capaz de identificar a presenga de PHAs
na célula bacteriana.
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Os quatro microrganismos selecionados retiveram o preto de Suddo em suas coldnias,
com destaque para o isolado codificado como BMA-05 (Figura 15A). Entretanto apenas o
isolado codificado como BMA-10 produziu fluorescéncia sob luz UV no meio de cultura onde
o corante azul do Nilo estava presente, € em intensidade inferior a da bactéria de referéncia,

Cupriavidus necator ATCC 17699 (Figura 15B).

Figura 15. Culturas de bactérias coradas com corantes lipofilicos por duas técnicas diferentes. Em (A), uma
solugdo de preto de Suddo foi depositada sobre as estrias dos microrganismos 20 min antes da lavagem com etanol
(produtoras de PHAs retiveram o corante). Em (B), o corante azul do Nilo foi acrescido como componente do
meio de cultura, e apds 72 h de incubagdo (30 £ 1°C), as colonias PHA-positivas apresentaram fluorescéncia
alaranjada sob luz UV. C. necator ATCC 17699 foi utilizada como controle positivo e Escherichia coli ATCC
25922 como controle negativo em todos os experimentos.

Reconhece-se que o preto de Sudao nao é especifico para PHA, uma vez que é capaz de
agir em todos materiais lipidicos presentes na célula. Contudo, seu uso na identificacdo de
microrganismos produtores ainda ¢ a etapa inicial de muitas pesquisas (HUANG et al., 2012).
O preto de Sudao ¢ um corante ligeiramente solivel em solvente organico e insolivel em agua,
capaz de conferir coloragdo negra azulada as estruturas hidrofobicas. Ele pode ser empregado
de duas maneiras: a) em esfregaco fixado pelo calor: nessa metodologia, os granulos de PHAs
ficam escurecidos pelo corante (visivel em microscdpio Optico) enquanto o restante da célula
fica avermelhada devido a safranina; b) sobre a colonia bacteriana (LEGAT et al., 2010), que
foi a metodologia empregada no presente trabalho e também a mais indicada quando se tem um
elevado niimero de microrganismos para ser testado: as colonias dos microrganismos
produtores tém a capacidade de manter-se coradas mesmo apos serem lavadas com alcool
etilico.

O azul do Nilo (Figura 16), por sua vez, € um corante basico de oxazina, solivel em

agua e alcool etilico. Em virtude da oxidagdo espontanea do azul do Nilo em solug¢do aquosa,
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resultando na produgdo de vermelho do Nilo (FRICK et al., 2014), acredita-se que este seja o

responsavel pela coloragdo e fluorescéncia dos granulos de PHA nas células bacterianas.
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Figura 16. Estrutura quimica do azul do Nilo, um corante basico de oxazina capaz de identificar a presenca de
PHAS na célula bacteriana.

Legat et al. (2010) foram os primeiros pesquisadores que acrescentaram o corante
vermelho do Nilo no meio de cultivo para detectar Archaea produtoras de
polihidroxialcanoatos. No mesmo trabalho, os autores descreveram um experimento onde eles
coloriram, com o azul do Nilo, as culturas de haloarchaea produtoras de polihidroxibutirato e
visualizaram as células em microscopio Optico. Segundo os autores, na maioria das células, os
granulos de PHB eram bem distintos, capazes de destacarem-se contra o fundo escuro;
entretanto, algumas células apresentaram uma colora¢do difusa, delineando um esboco da
morfologia bacteriana. Os autores atribuiram essa situacao a afinidade lipofilica do corante, que
se ligou também a membrana (ou envelope celular) dos microrganismos estudados. Como o
azul do Nilo apresenta menor custo que o vermelho do Nilo, o seu uso ¢ recomendado por
diversos pesquisadores.

Por conta dessa inespecificidade, mesmo utilizando-se azul do Nilo, desde o inicio da
utilizacdo de corantes para detectar produtores de PHAs discute-se a a eficiéncia desses
processos (OSTLE e HOLT, 1982; KUNG ef al., 2007; MESQUITA et al., 2015). Além de
PHAs, os triacilglicerdis e ésteres de cera sao encontrados como inclusdes citoplasmaticas em
bactérias — embora os PHAs sejam polimeros ao invés de lipidios strictu sensu, todos os trés
tipos de inclusdes sdo denominados lipidios por conveniéncia (THOMSON et al., 2010) — e
elas possuem basicamente as mesmas caracteristicas: sdo granulos citoplasmaticos bem
definidos, com 200 a 500 nm em didmetro, com a regido central contendo o lipidio amorfo e
recoberta com proteinas. Quando o azul do Nilo comegou a ser empregado em metodologias
visando a detec¢dao de microrganismos produtores de polihidroxialcanoatos, defendia-se a ideia
que esse corante possuia propriedades de maior sensibilidade e seletividade para a identificagao
de granulos intracelulares de PHA, pois as membranas celulares e outros componentes celulares

lipidicos ndo absorvem quantidades suficientes de corante para emitir fluorescéncia (OSTLE e
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HOLT, 1982). Todavia, apesar da maior especificidade do azul do Nilo aos PHAs, Mesquita et
al. (2015) compararam as imagens de cé€lulas bacterianas coradas com preto de Sudao (obtidas
em microscopio de campo pulsado) com as imagens obtidas de esfregacos corados com azul do
Nilo (obtidas em microscopio de fluorescéncia) e constataram que nao somente a detecgao de
microrganismos com a habilidade de acumular o polimero por meio de qualquer um desses
corantes ¢ igualmente eficiente, como também ¢ confidvel para estimar a concentracdo dos

polihidroxialcanoatos presentes nas células.

5.3.2 Deteccao do gene codante da PhaC sintase

As pesquisas mais recentes sobre PHAs abordam o estudo das enzimas que estdo
diretamente envolvidas na sintese de polihidroxialcanoatos, especialmente as PHA sintases
(BRIGHAM e SINSKEY, 2012; BUGNICOURT et al., 2014; CATONE et al., 2014). Existem
quatro classes de PHA sintases, das quais destacam-se as PHA sintases da classe I, capazes de
polimerizar unidades de hidroxiacil-CoA com cadeia curta (3-5 atomos de carbono) e as de
classe II, especificas para mondmeros de cadeia média (6-14 atomos de carbono) (REHM,
2003). Independentemente de qual classe a PHA sintase de um determinado microrganismo
pertenca, todas elas possuem a subunidade PhaC, e, por isso, essa ¢ a regido do DNA escolhida
para ser detectada pela técnica de PCR quando se espera detectar molecularmente possiveis
produtores do polimero em questdo. Os quatro microrganismos avaliados apresentaram o

amplicon esperado de 492 pb referente ao gene codante da PhaC sintase (Figura 17).

Figura 17. Gel de agarose (1 %) contendo amplicons de 492 pb do gene codante da phaC sintase dos isolados
bacterianos BMA-05 (linha 1), BMA-10 (linha 2), BMA-13 (linha 3) e BLD-07(linha 4), de solo de Mata Atlantica
e lodo de ETE sucroalcooleira de Coruripe-AL. Linha 5= controle negativo. M= marcador de peso molecular (100

pb).
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Lopez et al. (1997) foram os primeiros pesquisadores a utilizar a técnica de PCR para
identificar organismos que apresentassem o gene em questdo, mas na ocasido os primers foram
baseados apenas no genoma de Cupriavidus necator. Com a popularizagao dessa técnica
molecular aliada a crescente disponibilidade de microrganismos sequenciados, diversos autores
comecaram a desenhar iniciadores com degeneracdo das suas bases em diferentes proporgoes.
Sheu et al. (2000), foram um desses pesquisadores: eles elaboraram, com sucesso, um protocolo
para detectar isolados bacterianos produtores de PHAs obtidos de amostras ambientais, por
meio de colony PCR. As sequéncias altamente degeneradas propostas pelo grupo (Tabela 8)

sdo comumente utilizadas para detectar genes phaC das classes I e I1.

Tabela 8. Sequéncias de oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados por diferentes pesquisadores na técnica
de Reagdo em Cadeia d a Polimerase (PCR) para detectar a presenca do gene codante da PhaC sintase em amostras
ambientais e/ou culturas puras. As sequéncias de Romo et al. (2007) foram utilizadas no presente trabalho.

Nome Sequéncias Referéncia

- 5’GTTGCAGTACAAGCCGCT3’ LOPEZ et
- 5’CACGGCACGATATGGTCT3’ al., 1997

5°GT(CCC/GG)TTC(GGG/AA)T(GGG/CC)AAA/GG )T
phaCF2 (CC/G)(TT/A)(CCC/GG)CTGGCGCAACCC3’ SHEU et
phaCR4 5’ AGGTAGTTGT(TT/C)GAC(CCC/GG)(AAA/CC) al., 2000
(AAA/CC)(GGG/A)TAG (TTT/G)TCCA3’

G-D 5’GTGCCGCC(GC)(CT)(AG)(GC)ATCAACAAGT3’ ROMO et
G-2R 5’GTAGTTCCA(GC)A(CT)CAGGTCGTT3’ al., 2007

phaCFIBO | 5°TC(A/C)(C/T)CT(C/G)(G/T)ACTGC(C/G)CTGG(C/T)G3’ | HUANG e
phaCR2BO 5’ T(A/T)GCT(A/G)GAC(C/T)AGACCTGGAT3’ al., 2012

Mais recentemente, Huang et al. (2012) desenharam trés pares de oligonucleotideos
iniciadores degenerados capazes de amplificar o gene que sintetiza PhaC sintase, e os testaram
em bactérias cultivadas em meio minimo. O grupo de Huang verificou que, ao serem realizadas
reacoes de PCR com os proprios primers € com aqueles ja descrito anteriormente na literatura
por Sheu et al. (2000) para amplificar essa mesma regido do genoma, houve eficacia para
detectar a grande maioria (90%) dos microrganismos produtores do polimero. Assim, Huang et
al. (2012) propuseram a utilizagdo dos dois pares de primers a fim de abranger um maior
numero de microrganismos que contenham o gene em questao.

Os primers utilizados nas reagdes de PCR do presente trabalho também sdo
degenerados, mas sem as diferencas em propor¢cdes de bases presentes nas sequéncias

desenhadas por Sheu et al. (2000) e sdo capazes de hibridizar internamente o gene codante da
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PhaC sintase (classes I e II) de maneira universal (ROMO et al., 2007). Com a constatacao da
presenca do gene codante da PHA sintase nos genomas dos quatro microrganismos, € possivel
afirmar que todos eles tém potencial para a producao de polihidroxialcanoatos.

Até o presente momento, ndo ha primers universais para detectar genes de phaC das
classes III e/ou IV (INOUE, 2016), embora existam aqueles que sdo especificos para bactérias
redutoras de sulfato, e haloarchaea que codificam para a PhaC sintase de classe III (HAI et al.,
2004; HAN et al., 2009). Shamala et al. publicaram um trabalho em 2003 divulgando primers
nao degenerados que delimitam a PhaC sintase IV, presente em Bacillus spp., porém os autores
ndo conseguiram amplificagdo desse gene em B. anthracis e B. thuringensis. O referido
trabalho levou Solaiman e Ashby (2005) a sugerirem que a sintases de classe IV sdo divididas
em dois subgrupos: subgrupo B. megaterium (incluindo B. sphaerica, B. circulans e B. brevis)
e o sugrpo B. cereus (incluindo B. anthracis e B. thuringensis). Sendo assim, isso significa que
apesar da detec¢ao do gene nos isolados BMA-05, 19, 13 ¢ BLD-07, ndo ¢ possivel afirmar
qual classe de PhaC sintase estd presente em cada uma dessas bactérias. Os pesquisadores que
utilizam metodologias genotipicas para a sele¢do dos microrganismos produtores de PHAs nao
descartam as fenotipicas. Ou seja, além de ser realizada a detec¢do do gene que codifica a phaC
sintase no genoma bacteriano, também se selecionam microrganismos cujos granulos se corem
com o preto de Suddo ou fluorescem sob luz UV (no caso de utilizar o vermelho/azul do Nilo

(KUNG et al., 2007).

5.3.3 Extracio de PHA apds 72 h de cultivo dos microrganismos em meio mineral
A adigdo de cloroféormio quente a biomassa seca de cada um dos microrganismos
selecionados (BMAOS5, BMA10, BMA13 ¢ BLDO07) resultou na formagao de um filme

polimérico ap6s 72 h de evaporacao do solvente (Figura 18).

Figura 18. Filme polimérico obtido a partir da biomassa seca da bactéria de referéncia, Cupriavidus necator ATCC
17699 (A) e do isolado BMA-10 (B), ap6s 72 h de cultivo (30 + 1°C).
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A extragdo de PHA por meio de cloroférmio ¢ frequentemente reportada desde que a
patente US-3275610 (COTY, 1966), relativa a essa metodologia, foi concedida
(SIDIKMARSUDI e SETIADI, 1997; REHMAN et al., 2006; KOLLER et al., 2010; GAMAL
et al.,2013). A grande vantagem de utilizar o cloroférmio € que, por meio desse solvente, obtém-
se PHAs muito puros (>99 %) (QUINES et al., 2015). Entretanto, muitos autores relatam que a
solucdo de polimero extraida ¢ muito viscosa e a remogao do material celular ¢ dificil (SILVA et
al., 2007; KOLLER et al., 2010). Para as linhagens utilizadas, essas dificuldades nao foram
encontradas. Por outro lado, como reportado em outros trabalhos (KOLLER et al., 2010; WANG,
2013) e no presente, a necessidade de se conseguir biomassa bacteriana em grande quantidade faz
com que o processo seja demorado. Soma-se a isso o fato de que tais métodos de extragao
necessitam de grandes volumes de solventes. Sabendo-se que os principais custos para a producao
de PHAS sd@o o substrato e o processo de extragdo do polimero produzido pelos microrganismos
(REHMAN et al., 2006), o uso do cloroformio ¢ também atrativo em relagdo a esse ultimo
quesito. Por ser barato, a utilizagao desse solvente organico ndo aumenta o custo total de produgao,
e as conseqiiéncias ambientais adversas podem ser minimizadas pela industria (CHOI e LEE,
1997; TOMINAGA e MIDIO, 1999).

Ademais, ¢ preciso destacar que a necessidade de se obter PHA puro ¢ dependente da
destinag¢do do polimero. A aplicacdo comercial dos PHAs, na maioria dos casos, precisa alto
nivel de pureza para boas propriedades plasticas. Mas se o objetivo € que ele seja utilizado
como combustivel, ndo € necessario PHA altamente purificado (BUGNICOURT et al., 2014).
Para essa situacdo, o polimero pode até ser extraido de dguas residudrias ricas em nutrientes,
sem competir com a agua destinada ao consumo humano (GAO et al., 2011). Assim, o
desenvolvimento de metodologia que permita a recuperagao por processo simples, eficiente e
menos poluente dos PHAs ¢ uma proposta necessdria e atrativa. A patente brasileira PI
9302312-0 (DERENZO et al., 2002) descreve um processo de extracao alternativo, no qual se
utilizam alcoois com cadeia superior a trés carbonos e seus é€steres, como alcool isoamilico,
acetato de amila, acetato de isoamila e Oleo flsel (constituido principalmente de alcool
1soamilico, € um subproduto gerado em decorréncia da destilagdo do alcool).

A digestdo usando hipoclorito também ¢ utilizada em algumas pesquisas, mas apresenta
desvantagens: por tal metodologia, durante a digestdo dos materiais celulares ndo poliméricos,
a degradagdo do PHA também ¢ observada (SILVA et al., 2007, MANANGAN e
SHAWAPHUN (2010). A realizagao de um pré-tratamento com surfactante e posterior digestao
com hipoclorito (sob condigdes otimizadas) pode resultar em um filme de PHA puro e pouco

degradado (TAN et al., 2014). Gamal et al. (2013), trabalhando com a produgdo de
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polihidroxialcanoato produzido por Pseudomonas fluorescens S48, testou seis metodologias de
extracdo do polimero fazendo as seguintes combinagdes: solu¢do comercial de hipoclorito de
sodio, hipoclorito de sodio + cloroformio, acetona + cloroférmio, somente cloroférmio,
somente hipoclorito, cloroférmio com prévio tratamento das células secas com 10 % de SDS.
Ja Manangan e Shawaphun (2010) observaram que a extragao continua com Soxhlet apresentou
um rendimento significativamente maior do que a extragdo direta com solvente.

Os autores concluiram que, nas condi¢des testadas, para aquele microrganismo, a
extracao onde se utilizou a combinagao hipoclorito de sddio + cloroformio foi a mais eficiente.
Em trabalho recentemente publicado, Vizcaino-Caston et al. (2016) avaliaram o uso de
dimetilsulfoxido (DMSO) na extra¢do de PHA sintetizado por Cupriavidus necator H16. Os
resultados do grupo sugerem que o DMSO entra no microrganismo, interage com PHB e acaba
rompendo a célula. Essa pesquisa constatou que o solvente ocasionou a lise apenas das bactérias
produtoras de PHB: a linhagem C. necator PHA™, também utilizada no estudo e incapaz de
sintetizar o polimero devido a delecao de genes envolvidos na producdo de PHA, nao foi
afetada. Ao contrario do cloroféormio, o DMSO ¢ um solvente atéxico, capaz de dissolver

moléculas lipofilicas e passar facilmente por membranas biologicas (NOTMAN et al., 2006).

5.4  Identificacdo molecular (16S rDNA) das bactérias produtoras de PHA

Muitos métodos sao utilizados na caracterizagdo e identificagdo de comunidades
microbiologicas. Considerando que os métodos classicos de identificagdo de microrganismos,
incluindo os testes bioquimicos e fisiologicos, podem ser influenciados por fatores de
crescimento e, por conta disso, podem fornecer resultados varidveis, sdo necessarias outras
técnicas que visem um diagnostico mais objetivo. Uma vez que conhecer a espécie precisa dos
microrganismos isolados ¢ essencial para direcionar futuros estudos para qualquer que seja a
finalidade biotecnologica (DRAPER e REHM, 2012; SANGKHARAK e PRASERTSAN,
2012), e que dentre os varios marcadores quimicos usados, somente DNA e RNA ndo sdo
afetados pelas condi¢des de cultivo, a identificagdo por meio do sequenciamento (total ou
parcial) das regides 16S rDNA ¢é uma ferramenta muito ttil (ROSSELLO-MORA ¢ AMANN,
2015). Os primers utilizados nas reacdes de PCR deste trabalho, em rea¢des para amplificar
parcialmente a regido 16S rDNA, resultaram em fragmentos génicos com cerca de 790 pb em

todos os quatro isolados testados (Figura 19).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sangkharak%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22878735
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sangkharak%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22878735
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0723202015000223
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0723202015000223
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Figura 19. Gel de agarose (1 %) contendo amplicons de 790 pb do gene codante da regido 16S rDNA dos isolados
bacterianos BMA-05 (linha 1), BMA-10 (linha 2), BMA-13 (linha 3) e BLD-07 (linha 4) de solo de Mata Atlantica
¢ lodo de ETE sucroalcooleira de Coruripe-AL. M= marcador de peso molecular (100 pb).

Apbds purificagdo dos amplicons e sequenciamento dos mesmos, as analises das
sequéncias nucleotidicas no software CodonCode Aligner atestaram a qualidade (> 70 %) tanto
das amstras obtidas utilizando o primer forward quanto das sequéncias onde foram utilizadas o
primer reverse nas reagdes de sequenciamento. Constatou-se que nao houve diferenca
estatistica entre elas (p=0,11). Apos edig¢do, o tamanho das sequéncias foi diminuido para 600
pb e somente entdo compararam-se as bases nucleotidicas obtidas com aquelas que estao
depositadas nos bancos de dados. As comparacdes permitiram confirmar que o0s
microrganismos produtores de PHAs pertencem ao dominio Bacteria, sendo um representante
do filo Firmicutes (BLD-07) e os outros do filo Gammaproteobacteria. A anélise do
alinhamento multiplo das sequéncias nucleotidicas mostraram que a regides parciais 16S rDNA
sequenciadas dos isolados BMA-05, 10, 13 e BLD-07 possuem 99 % de identidade com
Pseudomonas fluorescens P10-1, Enterobacter aerogenes KCTC 2190, Klebsiella oxytoca
KCTC 1686 e Bacillus pumilus SAFR-032, respectivamente. Os numeros de acesso no
GeneBank do NCBI das sequéncias depositadas sao: KU555925 (Pseudomonas fluorescens
BMA-05), KU555926 (Enterobacter aerogenes BMA-10), KU555927 (Klebsiella oxytoca
BMA-13) e KU555928 (Bacillus pumilus BLD-07). Das quatro espécies identificadas no
presente trabalho, aquelas pertencentes aos géneros Pseudomonas e Bacillus sdo as mais
largamente utilizados na producao de PHAs (SHAMALA et al., 2003; KUNG et al., 2007;
NARANCIC et al.,2012; GOMAA et al.,2014). A Figura 20 apresenta as arvores filogenéticas
dos microrganismos utilizados no presente trabalho e os isolados com os quais eles tiveram 99

% de identidade naquele banco de dados.
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Figura 20. Arvores filogenéticas dos microrganismos utilizados no presente trabalho e os isolados com 99 % de
identidade obtidos do GenBank, de acordo com a Familia a qual foram identificados: LBPMA-05,
Pseudomonaceae (A); LBPMA-10 e LBPMA-13, Enterobacteriaceae (B) e LBPMA-BLD-07, Bacillaceae. As
arvores foram construidas usando o método neighbour-joining. Os valores expressos nos nos internos referem-se
aos valores de Bootstrap > 50 %, em 1000 réplicas.

Sabe-se que a especificidade do substrato das PHA sintases de cada espécie bacteriana
¢ estimada por meio de experimentos de cultivo com diferentes substratos precursores
fornecidos como fonte de carbono (REHM, 2003). Porém trata-se de um trabalho limitado,
especialmente em Pseudomonas spp., que possuem mais de um gene para PHA sintase. Além
disso, para qualquer espécie, o perfil fisioldgico pode variar muito. A diversidade ¢ tdo grande
que recentemente Chen e Hajnal (2015) cunharam o termo “PHAoma” em alusao ao conjunto
de diversos polihidroxialcanoatos que uma inica bactéria pode ser capaz de sintetizar. Enquanto
o género Pseudomonas ¢ mais conhecido por produzir PHAs de cadeia média, as espécies de
Bacillus tém sido estudadas tanto na produ¢do de PHB como também de copolimeros (WARD

et al., 2005; NARANCIC et al., 2012; SACCO et al., 2015). Exemplos de autores que
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reportaram Pseudomonas spp. produtoras de PHB incluem Catone et al. (2014) e David et al.
(2015). Esses ultimos divulgaram o isolamento de uma linhagem de Pseudomonas aeruginosa
capaz de sintetizar PHB e que demonstrou ser tolerante ao metal pesado cromo.

O género Bacillus ¢ ainda mais heterogéneo. Com base nas sequéncias 16S rDNA, as
linhagens de Bacillus sdo divididas em 5 grupos: B. cereus, B. megaterium, B. subtilis, B.
circulans and B. brevis, sendo que Bacillus pumilus esta filogeneticamente relacionado ao
grupo de B. subtilis ( BERKELEY et al., 2008), mas ja tem sido proposta a criagdo de um outro
grupo que contemple essa espécie (LIU et al., 2013). Contendo mais de 50 espécies, o
rendimento da produ¢do de PHAs por Bacillus spp. pode variar de 11 a 69 % (p/p de massa
seca celular), sendo que o polimero biodegradéavel ¢ produzido em condi¢gdes de excesso ou
limitantes de algum nutriente (NAHEED et al., 2011). Frequentemente realizarem-se pesquisas
que objetivam a obtenc¢do do polimero bacteriano somente na fase estaciondria de crescimento,
e por isso o tempo de 72 h é o considerado o tempo padrdo. Porém, sdo conhecidas linhagens
de Bacillus spp. que acumulam PHAs durante a fase de crescimento (NARAYANAN e
RAMANA, 2012), e portanto, o tempo de cultivo menor pode ser averiguado nesse género.

Bacillus pumilus ¢ um microrganismo ambiental e tem sido estudado principalmente
para aplica¢des comerciais das varias enzimas que a espécie ¢ capaz de produzir (MURPHY et
al.,2012). Segundo Parvathi et al. (2009), B. pumilus caracteriza-se por ser altamente resistente
a condi¢des ambientais extremas, como a disponibilidade de baixo ou nenhum nutriente,
dessecagdo, irradiagdo, presenca de H»O: e desinfeccdo quimica. Seu papel ecologico ¢
enfatizado pelo fato de que ndo produz compostos de microrganismos patogénicos, aumentando
o interesse na mesma. Representantes da familia Enterobacteriaceae, por outro lado, apesar de
nao serem frequentemente documentados como produtores de PHAs, sdo capazes de
hiperexpressar genes relacionados a sintese desse polimero e tém sido usados com sucesso para

esse fim em experimentos de engenharia genética (ZHANG et al., 1994; NAHEED et al., 2012).

5.5  Experimentos em frascos agitados visando produc¢io de PHAs

5.5.1 Monitoramento do crescimento dos isolados (0-96 h de incubacio)

Pseudomonas fluorescens BMA-05 foi o tnico isolado que ndo acidificou nenhum dos
meios de cultura, em nenhum dos tempos. Para os outros trés isolados, os meios 02, 03 e 04
mantiveram-se proximos da neutralidade em todos os intervalos de tempo amostrados. Os

meios 01 e 05, por sua vez, sofreram acidificag@o ja ap6és 24 h de cultivo (Tabela 9).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Narayanan%20A%5Bauth%5D

Tabela 9. Valores de pH, concentragoes de glicidios redutores ¢ de proteinas totais dos sobrenadantes livres de células e biomassa seca dos quatro microrganismos

potencialmente produtores de PHAs cultivados durante 96 h (65 rpm, 30 = 1 °C), em 50 mL de meio de cultura minimo, modificado ou néo

Pseudomonas fluorescens BMA-05

Enterobacter aerogenes BMA-10

Klebsiella oxytoca BMA-13

Bacillus pumilus BLD-07

Massa | Glicidios | Proteinas Massa | Glicidios | Proteinas Massa | Glicidios | Proteinas Massa | Glicidios | Proteinas
Meio | Tempo pH total | redutores | totais pH total | redutores | totais pH total | redutores | totais pH total | redutores | totais
(mg) | (gL | (gL (mg) | (gL | (gL (mg) | (gL | (gL (mg) | (gL | (gL
0h 6,99+ | 0,00+ | 1949+ 0,20 + 6,99+ | 0,00+ | 20,36+ 0,17 + 6,99+ | 0,00+ 20,01 0,22 + 6,99+ | 0,00+ | 1943+ 0,25+
0,002 0,00¢ 0,79* 0,01° 0,00° 0,004 0,48* 0,004 0,004 0,00° +0,51* 0,01° 0,00¢ 0,00¢ 0,77* 0,02¢
24t 7,13 + 1,3+ 1531+ 0,19 + 592+ | 450+ | 17,55+ 1,08 + 6,36+ | 290+ | 1529+ 0,47 + 6,67+ | 1,90+ | 11,27+ 0,56 +
0,00 | 0,85b 1,690 0,01b 0,01 | 0,10% 0,44° 0,14¢ 0,014 0,35* 1,23b 0,020 0,00° 0,350 1,52b 0,03b
) 48h 720+ | 2,80+ | 1847+ 0,29 + 483+ | 473+ | 14,55+ 2,20 + 5,35+ | 3,53+ | 12,69+ 0,58 + 6,59+ | 6,97+ | 10,57+ 0,55+
Ng’llo 0,004 0,61* 0,91% 0,01* 0,01* 0,47* 0,40¢ 0,15* 0,02¢ 0,35* 0,97b¢ 0,07° 0,00% 0,12* 0,05% 0,10°
2 h 7,11+ | 3,50+ | 20,01+ 0,29 + 479+ | 3,07+ | 13,94+ 1,94 + 484+ | 34+ 12,09 + 0,68 + 6,61+ | 2,03+ 8,05+ 1,31 +
0,00° 0,71* 0,78* 0,01* 0,00 | 0,86 0,70¢ 0,082 0,00° 0,30* 0,63¢ 0,03 0,012 | 0,06° 0,05¢ 0,1*
96 h 7,15+ | 2,6+ 18,39 £ 0,28 + 480+ | 2,77+ | 14,58 1,78 + 469+ | 3,17+ | 10,71 1,42 & 6,54+ | 1,83+ 9,27 1,34 &
0,00¢ 1,56* 2,042b 0,02* 0,00* 0,93¢ 0,63¢ 0,10° 0,00* 0,35* 1,23¢ 0,32* 0,00* 0,310 1,96b 0,09*
oh 6,99+ | 0,00+ | 0,02+ 1,97+ | 6,99+ | 0,00+ | 0,06+ L17+ | 6,99+ | 0,00+ | 0,00+ 2,72+ | 6,99+ | 0,00+ | 0,00+ 1,75+
0,00* 0,00¢ 0,01* 0,02* 0,00* 0,00° 0,012 0,08¢ 0,00* 0,00¢ 0,00° 0,03* 0,002 0,004 0,00° 0,87*
24h 7,02+ | 3,57+ 0,01 + 1,62 + 717+ | 993+ 0,05 + 1,59 + 7,11+ | 831+ 0,01 + 1,95+ 7,30+ | 0,60+ 0,01 + 2,91 +
0,00* 0,15 0,01* 0,10° 0,00° 0,32* 0,012 0,08° 0,002 0,36° 0,01° 0,04¢ 0,00° 0,004 0,01° 0,16*
) 43 h 725+ | 6,33+ 0,01 + 1,65+ 728+ [10,83+| 0,07« 1,93 + 724+ | 853+ 0,01 + 1,73 + 7,64+ | 7,00+ 0,02 + 3,10 +
Néezlo 0,00¢ 1,45% 0,01* 0,13 0,00¢ 1,22% 0,01* 0,05* 0,005 0,23% 0,00° 0,14¢ 0,02° 0,692 0,012 0,11*
2h 7,16+ | 6,10+ 0,02 + 1,67 7,47+ | 10,40 0,05 + 1,40 + 726+ [10,17+| 0,02+ 1,78 + 7,34+ | 5,00+ 0,02 + 3,36 +
0,000 0,56* 0,01* 0,05 0,014 +3,5% 0,012 0,17 0,01 0,40* 0,00* 0,09¢ 0,01° 0,620 0,002 0,02*
96 h 7,24+ | 5,90 + 0,01 + 1,71 £ 740+ | 8,43+ 0,04 + 1,32 + 7,39+ [ 10,50+| 0,03+ 2,23 + 737+ | 3,47+ 0,03 + 3,72+
0,00¢ 0,75* 0,00* 0,07° 0,004 0,57* 0,01° 0,04¢ 0,01¢ 0,46* 0,00* 0,10° 0,00° 0,99¢ 0,002 0,14*
0h 6,99+ | 0,00 + 1,79 + 2,17+ 6,99+ | 0,00+ 1,62 + 1,78 + 6,99+ | 0,00+ 1,66 + 2,89 + 6,99+ | 0,00+ 1,68 + 1,85+
0,002 | 0,004 0,01* 0,02* 0,00¢ 0,00¢ 0,03* 0,092 0,00¢ 0,00¢ 0,05* 0,18 0,00¢ 0,00¢ 0,022 0,092
Meio 24t 6,95+ | 3,13+ 1,48 + 2,27+ 6,80+ | 10,73+| 0,05+ 1,77 £ 6,80+ | 13,17 0,02 + 1,26 + 6,70+ | 3,83+ 0,15+ 2,81 +
03 0,01* 1,19¢ 0,06° 0,56* 0,00* 0,320 0,00° 0,08% 0,00° | +0,67° 0,01° 0,73¢ 0,002 0,06° 0,01° 0,16*
48 h 7,28+ | 5,00+ 1,74 + 1,69 + 6,86+ | 1540+| 0,05+ 1,98 + 6,90+ [ 1327+| 0,01 =+ 1,70 + 6,74+ | 443 + 0,09 + 2,65+
0,00° | 0,99bc 0,072 0,14* 0,00° 1,06 0,01° 0,21* 0,00° 0,420 0,00° 0,03b¢ 0,00 | 0,06° 0,00¢ 0,442
2 h 7,15+ | 7,53+ 1,55+ 1,81 + 6,87+ [ 11,85+| 0,06+ 1,73 £ 6,92+ [ 1480+| 0,03+ 1,70 + 6,77+ | 9,83+ 0,02 + 2,09 +
0,00° 1,33* 0,05 0,08* 0,00° 0,920 0,00° 0,032 0,00 0,36* 0,01° 0,03b¢ 0,002 0,292 0,004 1,812
96 h 722+ | 6,33+ 1,78 + 1,82 + 6,84+ | 10,7 + 0,06 + 1,79 £ 6,90+ | 14,1+ 0,03 + 2,23 + 6,80+ | 0,73+ 0,12 + 3,96 +
0,00¢ | 0,75% 0,15* 0,112 0,00° 0,42 0,00° 0,06° 0,00 | 0,66% 0,01° 0,072 0,00° 0,124 0,00° 0,142
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oh 6,99+ | 0,00+ | 000+ | 006+ | 699+ | 000+ | 004+ | 004+ [ 699+ | 0,00+ | 000+ | 006+ |69+ 000=] 002+ | 0,05=

0,002 | 0,00° | 0,00° 0,00 | 0,00 | 0,00° | 0,00° 0,01c | 0,00* | 0,00® | 0,00° 0,00° | 0,0* | 0,00° | 0,012 0,00¢

sap | 696% | 020% | 001+ | 006+ | 718+ | 52% | 003 | 014% | 7,07% [ 297 | 001% | 012% | 7,10+ | 1,67+ | 004+ | 009+

0,00° | 0,00° | 0,00 0,01¢ 0,00 | 026* | 0,00 0,02¢ | 0,00® | 0,32* | 0,00° 0,01* | 0,01® | 021* | 0,012 0,01°

_ agp | 720% [ 293 | 001+ | 008+ | 725+ | 6,03+ | 003+ | 014% | 721 | 270+ | 001 | 008+ | 7,09% | 417+ | 000+ | 0,18
1\’10‘20 0,00c | 021° | 0,00 0,01 0,00 | 0,76 | 0,00 0,01* | 0,00® | 0,70° | 0,00° 0,01 | 0,00® | 1,88 | 0,00 0,03
sy | TO8E | 3.60% | 001+ | 008+ | 725+ | 333% | 003 | 016+ |709% | 337 | 001 | Oll | 721+ | 493+ | 001+ | 020+

0,00> | 0,26* | 0,00° 0,01% | 0,00 | 049> | 0,00 0,000 | 0,00® | 042* | 0,00° 0,02 | 0,00* | 0,12* | 0,01 0,01

oo | 725% | 313 | 000+ | 009+ | 731+ | 32+ | 002 | Ol1x |727% | 35+ | 001 | 010% | 7,12+ | 0,60+ | 000+ | 0,18+

0,01 | 042 | 0,00 0,00 0,00 | 026" | 0,00° 0,026 | 0,01® | 032* | 0,00 0,01 | 0,00® | 0,00® | 0,00 0,02

oh 6,99+ | 0,00+ | 1981+ | 230+ | 699+ | 0,00+ | 19,55+ | 1,94+ | 699+ | 0,00+ | 2037+ | 322+ | 699+ | 0,00+ | 20,04+ | 3,17+

0,002 | 0,00° | 0,57 0,02 | 0,00° | 0,00 1,67 026> | 0,000 | 0,00c | 0,50 0,05 0,006 | 0,00° | 0,76 0,00°

s | 696% | 253% | 1652+ | 230% | S81% [1807+| 020+ | 277+ | 586+ |1357+| 335+ | 471+ | 595+ | 880 | 857+ | 2,99

0,00° | 0,8° 1,38° 0,05* | 0,00 | 085 | 0,01b 0,10° | 0,00° | 2,22> | 0,82 0,68 0,000 | 1,85® | 0,58 0,00°

_ agn | 722% [ 403% | 1734+ | 215 | 594+ | 1870+ 024+ | 294+ | 593+ | 163+ | 023 | 4dlx | 516% | 237 | 662+ | 277+
Moeslo 0,00¢ | 1,91 | 3,25 0,20* | 0,00® | 229* | 0,12b 0,04* | 0,01* | 1,99® | 0,05 0,04 0,00 | 0,15 | 0,84 0,28
o | B02E | 510 | 1764 | 2,16% | 598% | 1600 | 0,16+ | 268% | 594 | 1923%| 022+ | 586% | 505+ |11,67| 607+ | 325+

0,000 | 0,20° | +1,61° 0,00° | 0,00° | 0,89 | 0,05 0,11* | 0,01* | 3,17® | 0,03 0,16 0,000 | 081* | 0,70° 0,05

ogn | T08= | 573 | 1841 | 119= | 598+ [1680%| 021 | 2,19+ | 602% [21,77%| 026% | 559% | 513+ | 620+ | 534+ | 332+

0,00c | 0,46* | 0,10 0,06° | 0,00° | 2,88 | 0,01® 026 | 000" | 3,158 | 0,04 0,85 0,01* | 1,06® | 0,70° 0,30°

Legenda: Meio 01 = meio minimo convencional, com 20 g L' de glicose, Meio 02 =5 g L'! de peptona, Meio 03 =2 g L' de glicose € 5 g L! de peptona, Meio 04 = controle;
ausente de glicose e peptona, Meio 05 =20 g L' de glicose € 5 g L! de peptona. Os valores representam a média das triplicatas = desvio padrio. Para cada microrganismo, as
letras diferentes nas colunas do mesmo parametro indicam diferenga estatistica pelo teste Tukey (p< 0,05), enquanto letras iguais indicam que os valores obtidos nos diferentes
tempos ndo diferem entre si significativamente.
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Condi¢des de fermentacao como a relacao C:N, a concentragao de oxigénio dissolvido
e quantidade de células no meio de cultura (MANANGAN e SHAWAPHUN, 2010) aliada a
otimizag¢do das vias metabolicas (MAGDOULI et al., 2015) sdo fatores de extrema importancia
quando se busca maximizar a biossintese de PHA pelos microrganismos. A presenga da fonte
organica de nitrogénio nos meios 02, 03 e 05 permitiu que os microrganismos utilizassem o
substrato disponivel gerando maior biomassa em comparagdo ao meio 04. Esse resultado esta
de acordo com Sreekanth et al. (2013) que estudaram como diferentes fontes de nitrogénio (0,2
g N L) afetam o rendimento da producdo de PHA e a-amilase numa cepa de Bacillus sp.
cultivada em meio contendo 20 g L™! de sacarose como fonte de carbono. Os autores observaram
que fontes organicas de nitrogénio resultaram em maior biomassa e também maior quantidade
de PHA dentro das células.

Considerando-se que meio 01 ¢ limitado em nitrogénio [0,2 g L' de (NH4)2SO4], os
microrganismos consumiram somente até 50 % da glicose ap6s 96 h de cultivo. Esse meio de
cultura ¢ comumente utilizado por pesquisadores que buscam selecionar possiveis bactérias
produtoras de PHAs, entretanto tais condi¢des nutricionais ndo sdo validas para todos os
microrganismos. Shi e Lee (2007) por exemplo, verificaram que para Brachymonas sp. P12 as
condi¢des de excesso de carbono tiveram efeito negativo no acimulo de PHA quando
comparado a condigdes limitantes de carbono. Nessa cultura, a aeragao, limitagao de C, excesso
ou limitag¢do de N, e excesso ou limitagdo de P afetam a producao de PHA. No meio 05, grande
parte da glicose foi rapidamente consumida tanto por Enterobacter aerogenes BMA-10 como
Klebsiella oxytoca BMA-13 e resultaram em maior biomassa desses microrganismos. Por sua
vez, tanto Bacillus pumilus BLD-07 como Pseudomonas fluorescens BMA-05 apresentaram
comportamento semelhante nesses dois meios de cultura.

No presente trabalho, ¢ possivel afirmar que a adigdo de hidrolisado de proteinas
favoreceu o crescimento de Enterobacter aerogenes BMA-10 e Klebsiella oxytoca BMA-13.
Todavia, os crescimentos observados no meio 01 foram equiparaveis aos do meio 04. Nesta
ultima condigdo, as c€lulas bacterianas conseguiram se multiplicar em meio ausente de glicose
provavelmente devido a presenga de alguma fonte de carbono que ainda tenha restado no meio
de cultura que foi introduzido juntamente com o indculo, pois quando qualquer microrganismo
se multiplica no meio de cultura, ha um decréscimo proporcional na quantidade de nutrientes
até o ponto em que a concentracdo de nutrientes por organismo atinja um nivel critico e a
multiplicagdo cesse (KULPREECHA et al., 2009). A fim de verificar o comportamento dos

quatro microrganismos selecionados em meios de cultura contendo diferentes fontes
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nitrogenadas além da peptona, procederam-se ensaios cujas analises foram realizadas apos 24

h de cultivo de cada linhagem no meio mineral.

5.5.2 Producao de polihidroxibutirato apo6s 24 h de incubac¢ao em frascos agitados
Constatou-se que apds 24 h de incubacdo, o pH final dos meios cultivados com
Pseudomonas fluorescens BMA-05 nao variou (p= 0,4226). No caso de Klebsiella oxytoca
BMA-13, mesmo o valor de F calculado ter sido maior que o F critico (Tabela 10), no teste de
Tukey ndo foram encontradas diferengas significativas entre contrastes das médias de pH dos

meios contendo as diferentes fontes de nitrogénio avaliadas.

Tabela 10. Analise de variancia (ANOVA) do pH do meio de cultura, ap6s 24 h de cultivo dos microrganismos
em meio mineral contendo diferentes fontes de nitrogénio (30 + 1°C, 120 rpm). Em todos os casos, consideraram-
se 8 graus de liberdade entre grupos e 18 dentro dos grupos. F critico=2,51.

Microrganismo Fonte da variaciao Soma dos Quaflr.ado F calculado valor P
quadrados médio
Entre grupos 0,00 0,00
P. fluorescens Dentro dos grupos 0,00 0,00 1,07
BMA-05 0,42
Total 0,00
Entre grupos 0,00 0,00
E. aerogenes Dentro dos grupos 0,00 0,00 10,01
BMA-10 0,00
Total 0,00
Entre grupos 0,00 0,00
K. oxytoca Dentro dos grupos 0,00 0,00 3,78
BMA-13 0,01
Total 0,00
Entre grupos 0,00 0,00
B. pumilus Dentro dos grupos 0,00 0,00 8,94
BLD-07 0,00
Total 0,00

Ainda em relagdo ao pH, nenhum dos meios de cultura foi desfavoravel para Bacillus
pumilus BLD-07 produzir polihidroxialcanoatos. Apesar de o célculo de F da ANOVA nos
resultados nos meios cultivados com B. pumilus BLD-07 terem indicado variagdo para esse
parametro (p < 0,001), os valores mantiveram-se proximos da neutralidade. De acordo com
Singh et al. (2007), o pH 7 € o mais indicado para a produgdo de PHB por Bacillus spp. Em pH
acido, as células dessa bactéria esporulam e o contetido intracelular do poliéster diminui. As
linhagens de Bacillus sao conhecidas pela producao de metabdlitos intermedidrios como acetato
e lactato durante o crescimento, e 0 PHB acumulado ¢ utilizado como fonte de energia no
momento da sua esporulacio (NARAYANAN e RAMANA, 2012). Ja Enterobacter aerogenes
BMA-10 cultivado na presencga de cloreto de amonio acidificou mais o meio mineral quando

comparado com as outras fontes (pHfina= 5,7 £ 1,02; p <0,001) (Figura 21).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Narayanan%20A%5Bauth%5D

SILVA, A.L.S. Prospec¢do de Microrganismos Produtores de Polihidroxialcanoatos e Biosurfactantes... 70

pH

Acetato de Cloreto de Nitrato de Nitrato de Sulfato de Extrato de Extrato de
levedura

amonio

amonio amonio sodio

B Pseudomonas

amonio

B Enterobacter

carne

OKlebsiella

a ab a aabc

Glicina

O Bacillus

a aad

Peptona

Figura 21. Valores de pH do meio de cultura, apés 24 h de incubag@o do microrganismo em meio mineral contendo
diferentes fontes de nitrogénio (30 + 1°C, 120 rpm). Letras diferentes nas barras do mesmo microrganismo indicam
diferenca estatistica pelo teste Tukey (p<0,05), enquanto as letras iguais indicam que as fontes de nitrogénio nio
diferem entre si significativamente.

As concentragdes de glicidios redutores totais foram similares entre os meios de cultura
avaliados para Pseudomonas fluorescens BMA-05 (p = 0,7075) e Bacillus pumilus BLD-07 (p
= 0,4358). Para os outros dois microrganismos, as analises de variancia indicaram que ha
diferencas entre os resultados dos grupos (Tabela 11).

Tabela 11. Analise de varidancia (ANOVA) da concentracdo de glicidios redutores totais, apds 24 h de cultivo dos
microrganismos em meio mineral contendo diferentes fontes de nitrogénio (30 £ 1°C, 120 rpm). Em todos os

casos, consideraram-se 8 graus de liberdade entre grupos ¢ 18 dentro dos grupos. Para Bacillus, F critico= 2,30 e
para os outros microrganismos, F critico=2,51.

Microrganismo Fonte da variacao Soma dos Quafir'ado F calculado valor P
quadrados médio
P Entre grupos 6,95 0,87 0.67 071
. fluorescens , ,
BMA-05 Dentro dos grupos 23,17 1,29
Total 30,12
P Entre grupos 392,65 49,08 1136
. aerogenes ,
BMA-10 Dentro dos grupos 77,76 4,32 0,00
Total 470,41
. Entre grupos 222,12 27,76 986 0.00
. oxytoca , ,
BMA-13 Dentro dos grupos 50,68 2,82
Total 272,79
2 . Entre grupos 44,26 5,53 103 0.44
. pumilus ) >
BLD-07 Dentro dos grupos 144,50 5,35
Total 188,76
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O teste de Tukey mostrou que nos meios contendo cloreto de amonio ou nitrato de
amonio, o consumo de glicose por Enterobacter aerogenes BMA-10 e Klebsiella oxytoca
BMA-13 foi maior em comparagdo aos meios contendo outras fontes nitrogenadas. Também
foi possivel verificar que para esses dois microrganismos, o meio contendo sulfato de aménio
teve um resultado parecido, mas ndo ao ponto de pertencerem ao mesmo grupo das duas fontes

citadas (Figura 22).
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Acetato de Cloreto de Nitrato de Nitrato de Sulfato de Extrato de Extratode Glicina Peptona
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Figura 22. Concentragdo de glicidios redutores totais (g.L'"), apés 24 h de cultivo do microrganismo em meio
mineral contendo diferentes fontes de nitrogénio (30 = 1°C, 120 rpm). Letras diferentes nas barras do mesmo
microrganismo indicam diferenca estatistica pelo teste Tukey (p<0,05), enquanto as letras iguais indicam que as
fontes de nitrogénio ndo diferem entre si significativamente.

Conforme observado na Tabela 12, a massa seca obtida ap6s 24 h de cultivo variou para
todos os microrganismos sob estudo (p < 0,001). O meio que mais favoreceu o crescimento
tanto de Enterobacter aerogenes BMA-10 como Klebsiella oxytoca BMA-13 foi aquele
contendo nitrato de amonio. Ja o teste de Tukey aplicado nos resultados de Pseudomonas
Sfluorescens BMA-05 mostrou que o cultivo desta linhagem em meio minimo com cloreto de
amonio resultou em maior quantidade de células. Encontrar a condicdo ideal para a producao
de PHB varia ndo somente de acordo com a espécie bacteriana, mas também entre as diferentes
cepas da mesma espécie (SAHARAN et al., 2014), e como o nitrogénio faz parte da composicao
de macromoléculas como proteinas e acidos nucleicos, a adicdo dele faz-se necessaria a
multiplicagdo microbiana. Esse fato explica porque a massa de Bacillus pumilus BLD-07 foi

significativamente maior quando proveniente do cultivo nas fontes organicas complexas dos
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extratos de levedura ou de carne. Os valores de biomassa do cultivo em meio contendo a
peptona, um substrato que também ¢ complexo, foram proximos aqueles obtidos dos extratos,
mas ndo a ponto de fazerem parte do mesmo grupo (Figura 23).

Tabela 12. Analise de variancia (ANOVA) da massa seca dos microrganismos, apos 24 h de cultivo em meio

mineral contendo diferentes fontes de nitrogénio (30 £ 1°C, 120 rpm). Em todos os casos, consideraram-se 8 graus
de liberdade entre grupos e 18 dentro dos grupos. F critico=2,51.

Microrganismo Fonte da variag@o Soma dos Quafi T do F calculado valor P
quadrados médio
Entre grupos 0,00 0,00 7.6 0.00
P. fluorescens Dentro dos grupos 0,00 0,00
BMA-05 Total 0,00
Entre grupos 0,00 0,00
E.ézﬁfz%%es Dentro dos grupos 0,00 0,00 12,03 0,00
Total 0,00
e Entre grupos 0,00 0,00 2.0 0.00
. oxytoca , ,
BMA-13 Dentro dos grupos 0,00 0,00
Total 0,00
3 . Entre grupos 0,00 0,00
. pumilus
BLD-07 Dentro dos grupos 0,00 0,00 8,86 0,00
Total 0,00
1,4
12 4
1
=, ab
0.8 ab P g abc
§ a b
@ b C
2 0.6 ab) b - abe bed
< cd
4 be abc
=0 be €
0.2 d = g -
) abe e " . . 4.2 da ' d ab
0 B
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Figura 23. Massa seca (g.L"!) ap6s 24 h de cultivo do microrganismo em meio mineral contendo diferentes fontes
de nitrogénio (30 £ 1°C, 120 rpm). Letras diferentes nas barras do mesmo microrganismo indicam diferenca
estatistica pelo teste Tukey (p<0,05), enquanto as letras iguais indicam que as fontes de nitrogénio ndo diferem
entre si significativamente.

Rendimentos de PHA diferenciados como reflexo da fonte nitrogenada presente no meio

de cultura tém sido documentados por varios pesquisadores (SREEKANTH et al. 2013; LEE
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et al.,2008; YUKSEKDAG et al., 2004; GOMAA, 2014). No presente trabalho, para todos os
microrganismos, houve variancia em relacdo ao rendimento de polihidroxibutirato (PHB)

(Tabela 13).

Tabela 13. Analise de variancia (ANOVA) do rendimento da producao de polihidroxibutirato (PHB) em relagao
a massa seca de cada microrganismo, ap6s 24 h de cultivo em meio mineral contendo diferentes fontes de
nitrogénio (30 + 1°C, 120 rpm). Em todos os casos, consideraram-se 8 graus de liberdade entre grupos e 18 dentro
dos grupos. F critico=2,51.

Microrganismo Fonte da variacdo Soma dos Quafi rgdo F calculado valor P
quadrados médio
P. fluorescens Entre grupos 4368,76 546,10 0.00
BMA-05 Dentro dos grupos 57,62 3,20 170,60
Total 4426,38
£ Entre grupos 298,81 37,35 0.00
'gﬁzf‘fges Dentro dos grupos 9,11 0,51 73,79 ’
Total 307,92
Entre grupos 1262,85 157,86
K. oxytoca 48.05 0,00
BMA-13 Dentro dos grupos 59,14 3,29 ’
Total 1321,99
. Entre grupos 2055,14 256,89
B. pumilus
BLD-07 Dentro dos grupos 264,35 14,69 17,49 0,00
Total 2319,49

Os resultados de rendimento de polihidroxialcanoatos sdo divergentes entre os
diferentes estudos. Yiksekdag et al. (2004), por exemplo, demonstraram que em meio contendo
peptona, duas linhagens de Bacillus apresentaram os maiores rendimentos de PHB em
compara¢do com os meios contendo sulfato de amonio, nitrato de potassio, € os aminoacidos
L-cisteina e L-glicina (sempre na concentracio de 2 g.L!). J4 Gomaa et al. (2014) avaliaram o
efeito de 19 fontes de nitrogénio na producao de PHA em Bacillus subtilis e verificaram que
sulfato de amdnio e nitrato de amonio na concentracio de 1 g.L"! foram as melhores fontes para
o crescimento da cepa. A concentracdo de PHAs dentro de uma bactéria é dependente tanto da
espécie bacteriana como também da fonte de carbono (GAO et al., 2011), e por isso, estudos
envolvendo outras fontes, além da glicose, devem ser realizados para esses microrganismos.

Exceto para Klebsiella oxytoca BMA-13, cujo maior rendimento ocorreu quando a
mesma foi cultivada na presenca de extrato de carne, as bactérias produziram maior quantidade
de PHB em relacdo a sua massa seca quando uma fonte inorganica de nitrogénio estava
presente: para Pseudomonas fluorescens BMA-0S5, sulfato de amonio; para Enterobacter
aerogenes BMA-10, cloreto de amoénio e para Bacillus pumilus BLD-07, nitrato de sédio

(Figura 24).
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Figura 24. Rendimento da produg¢ao de polihidroxibutirato (PHB) em relagdo a massa seca de cada microrganismo
em meio mineral contendo diferentes fontes de nitrogénio (30°C, 120 rpm). Letras diferentes nas barras do mesmo
microrganismo indicam diferenca estatistica pelo teste Tukey (p<0,05), enquanto as letras iguais indicam que as
fontes de nitrogénio ndo diferem entre si significativamente.

Para produzir PHA de maneira economicamente viavel, ¢ essencial obter elevada
quantidade do polimero (CHOI e LEE, 1999). Uma maneira de monitorar a quantidade de PHA
bacteriano € por meio da analise de expressdo génica (utilizando PCR em tempo real), como
fizeram WANG e NOMURA (2010), no estudo da producdo de PHAs em Pseudomonas putida
KT2440 em diferentes fontes de carbono: glicerol, glicose, citrato e acido laurico. Dentre essas
fontes, apenas a ultima ndo influenciou a quantidade de PHA produzido quando o nitrogénio
foi o fator limitante no meio de cultura. Porém, tradicionalmente — e da maneira que ocorreu no
presente estudo —, realiza-se a mensuragdo do 4cido crotonico como um indicativo da
quantificagdo de P(3HB) presente na amostra (MADISON e HUISMAN, 1999). Para isso, o
P(3HB) ¢ dissolvido em 4acido sulftrico concentrado e convertido em acido crotdonico apos
aquecimento (Figura 25). Como o 4cido crotonico tem forte absor¢do da luz ultravioleta em 235

nm no 4cido sulfurico, ele pode ser mensurado por espectrofotometria UV visivel.

0 O 0
H O/K/Lq\n()H > /\/U\()H + \\)'LOH

Figura 25. Reagdo de conversdo de polihidroxibutirato em acido crotonico, na presenca de acido sulfurico
concentrado aquecido. Fonte: VAN-THUOC et al., 2012.
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Se por um lado, esse método ¢ uma maneira rapida e facil de quantificar P(3HB), ele
tende a superestimar o conteido do polimero (MANANGAN ¢ SHAWAPHUNA, 2010;
LOPEZ-CUELLAR et al., 2011; LAYCOCK et al., 2013). Outros métodos de quantificagao e
caracterizacao incluem a espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR),
a de ressonancia magnética nuclear e as cromatografias (liquida e gasosa) (TAN et al., 2014).
Essas técnicas sdo capazes de informar o tipo dos mondmeros presentes no PHA, mas sdo
deficientes em detectar outras informagdes importantes como peso molecular e viscosidade do
bioplastico (KOLLER et al., 2010). Enquanto a FTIR ¢ eficiente na deteccao e distingao entre
os diferentes tipos de PHA, presentes tanto nas células intactas ou como polimero purificado,
os métodos baseados em cromatografia necessitam que o PHA seja despolimerizado e

quimicamente convertido em acidos, diois ou derivados de metil-éster.

5.5.3 Analises de microscopia eletronica de transmissao e cromatografia gasosa

O cromatograma do padrdo de P(3HB) (Sigma Aldrich®) revelou que o principal pico

¢ referente ao metil 3-hidroxibutirato, com tempo de retengdo de 3,20 min (Figura 26).
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Figura 26. Cromatograma de propil-ésteres de 3-hidroxialcanoatos, indicando o tempo de retengdo relativo aos
picos do padrdo interno (PI) e metil 3-hidroxibutirato (3HB), obtido apds metanélise acida do padrao poli-3-
hidroxibutirato (Sigma®).

A microscopia eletronica de transmissdo (MET), juntamente com a cromatografia
gasosa (GC) sdo as andlises mais utilizadas para a obtencdo de imagens dos granulos e
identificacdao dos grupos funcionais — respectivamente — dos polihidroxialcanoatos produzidos
por bactérias (TAN et al., 2014). No presente trabalho, apenas nas células de P. fluorescens
BMA-05 foi possivel observar granulos eletronlucentes, tipicos de polihidroxialcanoatos,
quando o microrganismo foi cultivado no meio contendo sulfato de amdnio. Para os outros
microrganismos, observaram-se manchas brancas indefinidas no interior celular quando

cultivados em meio contendo essa fonte de nitrogénio (Figura 27).
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. P =

Figura 27. Fotomicrografias obtidas em microscopio eletronico de transmissdo (MET) dos microrganismos
cultivados em meio minimo, ap6s 24 h, tendo o sulfato de amdnio como unica fonte de carbono. A) Pseudomonas
fluorescens BMA-05 (barra: 0,8 um), B) Enterobacter aecrogenes BMA-10 (barra: 0,5 um). C) Klebsiella oxytoca
BMA-13 (barra: 0,8 ym) e Bacillus pumilus BLD-07 (barra: 0,6um).

Uma vez que os granulos de PHB sdo fracamente corados por metais pesados, eles se
apresentam transparentes (“brancos’) (WAHL et al., 2012). Eles ficam acumulados no interior
das bactérias como granulos discretos, e o numero por célula varia dependendo das diferentes
espécies, sendo que frequentemente sdo encontrados de 2 a 8 granulos (de 0,2 a 0,5 um) por
cé¢lula (REHM, 2003). Logo, acerca da quantidade de granulos, a fotografia obtida da cultura
de P. fluorescens BMA-05 esta de acordo com a literatura. Como as fotografias obtidas na
microscopia eletronica de transmissao foram obtidas de cortes aleatorios do material fixado,
elas ndo podem ser consideradas como uma exata representacdo do material original, mas dao
uma ideia do comportamento de cada microrganismo nos meios averiguados. Por outro lado, a
auséncia dos granulos nos outros microrganismos deve-se provavelmente a baixa producao de
polihidroxialcanoatos por essas culturas no tempo analisado (24 h), mas os cromatogramas de

todos demonstraram que houve a sintese do polimero pelas bactérias (Figura 28).
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Figura 28. Cromatogramas de propil-ésteres de 3-hidroxialcanoatos, indicando o tempo de retengao relativo aos
picos do padrdo interno (PI) e metil 3-hidroxibutirato (3HB), obtidos dos cultivos de Pseudomonas fluorescens
BMA-05 (A), Enterobacter aecrogenes BMA-10 (B), Klebsiella oxytoca BMA-13 (C) e Bacillus pumilus (D), apos
24 h em meio mineral contendo sulfato de amdnio como fonte de nitrogénio.
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Assim como nos cultivos em meio contendo sulfato de amonio, nos cortes ultrafinos de
70 nm de espessura para andlise em MET dos microrganismos que foram cultivados em fonte
nitrogenada alterada (nitrato de sddio para P. fluorescens e B. pumilus, cloreto de amdnio para
E. aerogenes e extrato de carne para K. oxyfoca) durante 24 h, observaram-se células de P.
fluorescens BMA-05 medindo entre 450 e 1700 nm; as de E. aerogenes BMA-10 entre 650 ¢
1500 nm; K. oxytoca BMA-13, de 400 a 1500 nm; e de B. pumilus BLD-07, medindo entre
1000 e 1700 nm. Devido a resolugao muito superior das imagens obtidas (THOMSON et al.,
2010), a MET ¢ um excelente método de visualizagdao de granulos de PHB em comparagao a
microscopia optica, apesar de ndo ser um procedimento simples (LEGAT et al., 2010). Em
todos os casos, observou-se que nem todas as células presentes acumularam polimeros; e dentre
as que acumularam, as mesmas continham até 5 granulos eletronlucentes (Figura 29). Os
padrdes de cromatogramas que foram obtidos para as amostras de todos os microrganismos

apos cultivo em fonte nitrogenada alterada encontram-se na Figura 30.

Figura 29. Fotomicrografias obtidas em microscopio eletronico de transmissdo (MET) dos microrganismos
cultivados em meio minimo apds 24 h. A fonte de nitrogénio variou entre os isolados. A) Pseudomonas fluorescens
BMA-05: nitrato de sodio (barra: 0,6 uym), B) Enterobacter aerogenes BMA-10: cloreto de aménio (barra: 0,64
pMm), C) Klebsiella oxytoca BMA-13: extrato de carne (barra: 0,8 ym) e D) Bacillus pumilus BLD-07: nitrato de
sodio (barra: 0,5 pm).
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Figura 30. Cromatogramas de propil-ésteres de 3-hidroxialcanoatos, indicando o tempo de retengao relativo aos
picos do padrdo interno (PI) e metil 3-hidroxibutirato (3HB), obtidos dos cultivos de Pseudomonas fluorescens
BMA-05 em meio mineral com nitrato de soédio (A), Enterobacter aerogenes BMA-10 em meio mineral com
cloreto de amonio (B), Klebsiella oxytoca BMA-13 em meio mineral com extrato de carne (C) e Bacillus pumilus
em meio mineral com nitrato de sddio (D), apds 24 h de incubagio.
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No momento, ndo se consegue aproveitar inteiramente a capacidade resolutiva dos
melhores microscopios eletronicos em razao das dificuldades em preservar as células e,
sobretudo, em obter cortes extremamente finos, os quais sao imprescindiveis para a resolucao
maxima (THOMSON et al., 2010). Por meio de microscopia Optica, a determinacdo exata dos
diametros dos granulos de PHA ¢ dificil devido a resolu¢do do equipamento; no caso da
microscopia eletronica de transmissdo, a confiabilidade dos resultados depende da posi¢ao do
corte, pois somente se 0 granulo tiver sido cortado exatamente no meio ¢ que seu didmetro pode
ser corretamente mensurado. Por conta disso, Jendrossek e Pfieffer (2014) desaconselham
determinar o tamanho dos granulos por analise de fotografia obtida em microscopio eletronico
de transmiss@o sem analise estatistica. Segundo esses autores, os trabalhos que costumam
informar o tamanho dos granulos frequentemente subestimam o valor devido a imprecisao do

corte e da disposi¢do tridimensional (JENDROSSEK e PFIEFFER, 2014).

5.6  Producio de exoenzimas

Nos testes de expressdo de exoenzimas dos microrganismos selecionados e
reconhecidos como produtores de polihidroxialcanoatos, registrou-se a acdo enzimatica sobre

ésteres de cadeia curta (< 10 carbonos), presentes no Tween 80 (Figura 31).

Figura 31. Degradacdo do surfactante sintético Tween 80 pelo isolado BMA10, apds 05 dias de incubagdo (30°+
1°C, escuro). A) Placa sem inoculo + vermelho de fenol. B) Placa com Enterobacter aerogenes BMA-10 sem o
corante. C) Placa com o isolado Enterobacter aerogenes BMA-10 ap6s adigdo do corante, evidenciando halo de
degradagdo (seta) pela bactéria.

Observou-se também que todos os isolados foram capazes de hidrolisar o amido, quando
esse substrato estava presente no meio de cultura especificado. Por outro lado, os
microrganismos sob estudo ndo sintetizam as proteases tripsina e quimiotripsina, nem

produzem lipases capazes de atuar em substratos com 14 carbonos (Tabela 14).



SILVA, A.L.S. Prospec¢do de Microrganismos Produtores de Polihidroxialcanoatos e Biosurfactantes... 81

Tabela 14. Testes bioquimicos realizados para a verificagdo de exoenzimas dos microrganismos produtores de
PHAs selecionados e identificados molecularmente.

Teste P. fluorescens | E. aerogenes K. oxytoca B. pumilus
BMA-05 BMA-10 BMA-13 BLD-07
Fosfatase alcalina + + + -
Esterase (C4) + - - T
Esterase Lipase (C8) + + - +
Lipase (C14) - - - -
Leucina arilamidase + + + -
Valina arilamidase + - - -
Cistina arilamidase - - + -
Tripsina - - - -
A-quimiotripsina - - - -
Fosfatase acida + + + -
Naftol-AS-BI-fosfohidrolase + + + +
o, galactosidase - - - -
B glucoronidase - - - -
a glucosidase - + - -
B glucosidase - - + +
N-acetil- f glucosaminidase - + - -
o manosidase - - - -
o fucosidase - - - -
Hidrdlise da gelatina + + - +
Hidrdlise do amido + + + +
Hidrolise do Tween 80 + + + +
Hemolise - - - +

Em relacdo a localizacdo celular, os biopolimeros podem ser intracelulares ou
extracelulares. Enquanto os biopolimeros que permanecem dentro das células sdo poucos e de
uso limitado, a variedade de biopolimeros extracelulares ¢ muito grande e suas fungdes, para o
microrganismo, incluem desde a aderéncia celular a superficies até a protecao da comunidade
microbiana aos efeitos de dessecagdo no solo e de ataques de diferentes agentes antimicrobianos
(NWODO et al., 2012). Os avangos tecnoldgicos, por sua vez, levaram a descoberta da utilidade
dos biopolimeros extracelulares para o ser humano, e consequentemente, a diversas aplicacdes
industriais (VAN-THUOC et al., 2012). Assim como os polihidroxialcanoatos, os biopolimeros
excretados pelas bactérias sdo biocompativeis e atoxicos (ABBASI e AMIRI, 2008) e podem
ser bastante tuteis na producdo de bioplastico, como registrado por Halami (2008), que
documentou uma linhagem de Bacillus produtora de PHA e também degradadora de amido a
partir de amostra de solo. A constatagdo do potencial microbiano em degradar amido ¢
interessante quando a producdo em escala industrial de PHA ¢ almejada, pois se o substrato
utilizado for algum residuo com alto teor desse polimero (tais como fécula ou farelo de

mandioca), a hidrolise prévia — seja por via quimica ou enzimatica — torna-se desnecessaria; e
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auséncia dessa etapa barateia a producao de PHAs (VAN-THUOC et al., 2012). No cultivo em
agar sangue, dentre os quatro microrganismos estudados, apenas Bacillus pumilus BLD-07,

apresentou caracteristicas de B-hemolise apos o periodo de incubagdo por 72 h, a temperatura

de 30 °C (Figura 32).

Figura 32. Enterobacter aerogenes BMA-10 (A) e Bacillus pumilus BLD-07 (B), isolados de solo de Mata
Atlantica (Coruripe-AL) e lodo, respectivamente, cultivados em meio nutritivo (72 h, 30 + 1° C, escuro) contendo
5% de sangue de carneiro desfibrinado. A zona clara ao redor da colonia (seta) caracteriza a B-hemdlise dos
eritrocitos presentes e pode ser o indicativo da produgdo de biosurfactantes.

O 4agar sangue ¢ um meio rico em nutrientes que propicia o crescimento de diversos
microrganismos capazes de se desenvolver usando a hemoglobina como fonte de ferro
(KITAMOTO, 2002; REHMAN et al., 2006). Carrillo et al. (1996) recomendaram o uso da
metodologia de cultivo microbioldgico nesse meio seletivo quando se pretende realizar uma
selecdo inicial de bactérias produtoras de biosurfactantes. Segundo Kitamoto (2002), a
formacao do halo hemolitico nesse meio tem sido uma das formas utilizadas para selecionar
microrganismos produtores de surfactina e ramnolipidios, sendo o tamanho do halo de hemolise
associado a capacidade de produgdo dessas substancias. Khopade et al. (2012), por exemplo,
encontraram uma significante correlagdo entre a zona de hemolise (23 mm) e a produgdo de
biosurfactante numa linhagem de Streptomyces.

O teste de hemolise, portanto, ¢ uma técnica para triagem de produtores de
biotensoativos, desde que seja acompanhado de outras técnicas baseadas no indice de atividade
emulsificante ou de tensdo superficial, como teste do colapso de gota ou dispersao de oleo,
devido inclusive ao baixo custo, simplicidade e rapidez (MULLIGAN, 2005). Esse resultado
sugere que uma linhagem bacteriana ¢ possivel produtora de biosurfactante. Os outros
microrganimos foram classificados como 7y-hemoliticos, uma vez que nao apresentaram
nenhuma modificacdo no agar sangue. Mas este método possui suas limitagdes que foram

elencadas na revisdo publicada por Walter et al. (2000), a saber: 1) A metodologia ndo ¢
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especifica, ja que enzimas liticas excretadas pelo microrganismo podem levar ao clareamento
ao redor da coldnia; 2) Substratos hidrofobicos ndao podem ser adicionados ao meio de cultura
como a unica fonte de carbono; 3) A restricao de difusdo do surfactante pode inibir a formagao
das zonas claras. Portanto, a auséncia de hemolise em agar sangue nao exclui a possibilidade
de o microrganismo produzir surfactantes.

O resultado positivo quanto a presenga das fosfatases em Pseudomonas fluorescens
BMA-05, Enterobacter aerogenes BMA-10 e Klebsiella oxytoca BMA-13, ja era esperado,
uma vez que essas bactérias foram isoladas de solo. Sabe-se que diversos microrganismos, tanto
bactérias (Pseudomonas, Burkholderia, Rhizobium) como fungos (4spergilus, Candida) t€m
papel importante na solubilizagao do fosforo desse hdbitat; e o fazem principalmente por meio
das fosfatases acidas (FITRIATIN ez al., 2011), as quais podem ser mais eficientes na hidrélise
de compostos organicos (tais como fitina, lecitina e glicerofosfato) presentes no solo, quando
comparada com a enzima de origem vegetal (TARAFDAR et al., 2001). Segundo Mahesh et
al. (2010), apesar disso, sdo poucos os estudos envolvendo a produgao extracelular de fosfatases

alcalinas por Bacillus spp.

5.7 Producao de moléculas biosurfactantes/bioemulsificantes extracelulares

Quando cada um dos quatro microrganismos foi cultivado no meio descrito por Diab e
El Din (2013), a amostra proveniente do cultivo de Pseudomonas fluorescens BMA-05 foi a
unica cujo sobrenadante livre de células ndo colapsou quando colocado sobre superficie
hidrofébica. Essa metodologia apresenta a vantagem de poder visualizar a acdo biossurfactante

presente na amostra de maneira imediata (Figura 33).

Figura 33. Teste do colapso da gota utilizando os sobrenadantes livres de células das amostras de: 1) Controle
(meio de cultura estéril e ndo inoculado); 2) Pseudomonas fluorescens BMA-05; 3) Enterobacter aerogenes BMA-
10; 4) Klebsiella oxytoca BMA-13 e 5) Bacillus pumilus BLD-07. A solug@o de azul de metileno foi acrecentada
ao sobrenadante para melhor visualizag@o do colapso da gota. O teste foi realizado em triplicata.

Em trabalho recente, Mounira e Abdelhadi (2015) ressaltam a necessidade de somente
utilizar o sobrenadante livre de células e ndo o meio de cultivo com o microrganismo presente,
quando se deseja selecionar bactérias produtoras de biosurfactantes por meio do teste
qualitativo do colapso da gota. Os autores afirmam que seguindo esse critério, € possivel excluir
0s microrganismos falso-positivos, ja que determinadas linhagens podem ser naturalmente

hidrofébicas, colapsando a gota de 4gua, mas nao produzirem moléculas surfactantes. Por outro
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lado, de acordo com Satpute et al. (2010), quando uma amostra contém pouca quantidade de
surfactante, o teste de colapso da gota pode dar um falso resultado negativo. Sabe-se que o
género Pseudomonas € capaz de utilizar diversos substratos para produzir biosurfactante do tipo
ramnolipidio (BANAT et al., 2000), e assim, ¢ possivel considerar que o resultado negativo
observado para essa linhagem seja devido a pouca quantidade de surfactante que esta linhagem
produziu, ou até mesmo que esteja no interior celular, pois de acordo com Walter (2000), a
estabilidade da gota ¢ dependente da concentragdo de surfactante presente na amostra, além de
correlacionar-se com as tensdes superficial e interfacial.

A Dbaixa quantidade de surfactante produzido pela linhagem pode ser devido a
diminui¢ao do valor do pH final do meio (4,32 + 0,03), que dificulta o crescimento ¢ bom
desenvolvimento celular da espécie. Segundo Saharan ef al. (2014), a biossintese de surfactante
¢ usualmente regulada pelo pH do meio e/ou temperatura de cultivo. Kanna et al. (2014)
verificaram a produgdo de biosurfactante por Pseudomonas putida MTCC 2467 em diferentes
valores de pH (5, 6, 7 e 8) num meio cujas fontes de cabono e nitrogénio eram sacarose ¢ sulfato
de amonio. Os autores verificaram que os maiores valores de biomassa e de biosurfactante
produzido pela linhagem foram no meio com pH 8, enquanto que a menor produ¢do do
tensoativo ocorreu no meio com pH éacido. Por outro lado, valores mais baixos de pH pareceram
ndo influenciar a producao de biosurfactante em Enterobacter aerogenes BMA-10 e Klebsiella
oxytoca BMA-13, cujos sobrenadantes tiveram valores de 4,69 = 0,02 e¢ 5,50 = 0,00,
respectivamente. Os valores de pH nos sobrenadantes do cultivo de Bacillus pumilus BLD-07
ao final do experimento foi de 6,20 = 0,00.

A capacidade emulsificante, por sua vez, foi encontrada em cada um dos meios de
cultura contendo os microrganismos apds intensa homogeneiza¢do com o tolueno. Quando
considerados os sobrenadantes livres de células, apenas as amostras provenientes dos isolados
Enterobacter aerogenes BMA-10 e Bacillus pumilus BLD-07 foram positivos no teste onde
esse hidrocarboneto foi utilizado. J& os sobrenadantes de Pseudomonas fluorescens BMA-05 e
Klebsiella oxytoca BMA-13 mostraram-se incapazes de emulsificar quaisquer um dos liquidos
imisciveis sob estudo. O resultado de P. fluorescens BMA-05 corrobora a hipdtese que a
linhagem tenha produzido pouca quantidade de surfactante, j4 que seu sobrenadante nao
colapsou na superficie hidrofébica ou emulsificou algum hidrocarboneto, embora tenha
emulsificado quando as células estavam presentes. Sugere-se que os biosurfactantes podem se
manter ligados a superficie celular até atingir um ponto de saturagdo; e que somente ai o

biosurfactante € liberado para o meio externo; e nesses casos, a emulsificagdo ocorre como um
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mecanismo de introduzir substratos insoliveis em dgua para o interior celular (CASSIDY et
al., 2002).

A medida da dispersao do 6leo seguiu a técnica desenvolvida por Morikawa et al.
(2000), sendo um parametro de extrema importancia quando se pretende verificar o potencial
da molécula produzida, ja que a aplicabilidade mais comum dos biosurfactantes ¢ a dispersao
dos contaminantes na fase aquosa (SILVA et al., 2007). Quando disperso, o substrato
hidrofobico torna-se mais acessivel aos microrganismos, o que facilita a sua degradacao. No
presente trabalho, nenhum dos sobrenadantes livres de células foi capaz de dispersar o 6leo

mineral colocado sobre a 4gua (Tabela 15).

Tabela 15. Testes realizados para verificar as capacidades surfactante (dos sobrenadantes livres de células) e
emulsificante (do meio de cultura contendo células e de seus sobrenadantes) apds 72 h de cultivo de P. fluorescens
BMA-05, E. aerogenes BMA-10, K. oxytoca BMA-13 e B. pumilus BLD-07 em meio descrito por Diab e El Din
(2013), contendo glicose como fonte de carbono.

Isolados | p, fluorescens | E. aerogenes | K. oxytoca | B. pumilus
Parametros BMA-05 | BMA-10 | BMA-13 | BLD-07
Capacidade Colapso da gota - + + +
surfactante  pjspersdo de 6leo - - - -
) Querosene + + - -
Capacidade
emulsificante do Tolueno + + + +
meio de cultura Oleo diesel - + - -
contendo células —; -
Oleo de soja - + - -
) Querosene - + - -
Capacidade
emulsificante do Tolueno } + } +
sobrenadante livre  ()]eo diesel - + - -
de células - -
Oleo de soja - + - -

Os microrganismos diferem em relacdo as suas necessidades nutricionais e condi¢des
de cultivo, os quais podem influenciar suas atividades metabodlicas (MULLIGAN e WANG,
2004). O indice de emulsificagdo, por exemplo, ¢ uma metodologia cujos resultados podem
variar dependendo da fase do crescimento bacteriano, bem como devido a interagdes
bacterianas e o hidrocarboneto testado (KREPSKY et al., 2007). Uma vez que a estabilidade
do indice de emulsificacao determina a for¢ca da molécula surfactante (SATPUTE et al., 2010),
as alturas das emulsificagdes obtidas foram mensuradas somente apds 24 h de repouso,

momento onde também foi determinada a atividade emulsificante de cada amostra (Tabela 16).
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Tabela 16. Testes realizados para quantificar a capacidade emulsificante (do meio de cultura contendo células e
de seus sobrenadantes) apos 72 h de cultivo de P. fluorescens BMA-05, E. aerogenes BMA-10, K. oxytoca BMA-

13 e B. pumilus BLD-07 em meio descrito por Diab e El Din (2013), contendo glicose como fonte de carbono.

A Isolados | p. flyorescens | E. aerogenes | K. oxytoca | B. pumilus
Parametros
BMA-05 BMA-10 BMA-13 BLD-07
Querosene 2,00+0,00 |18,00£0,01 |7,00+0,00]|19,00+0,00
Atividade Tolueno | 0,00+ 0,00 | 10,00+ 0,02 | 4,00+ 0,00 | 7,00+ 0,00
emulsificante —;
(UE.mL") Oleo diesel | 0,00+ 0,00 | 3,00+0,00 |0,00=+0,00| 0,00=+0,00
Oleo desoja| 3,00+0,00 | 5,00=+0,00 | 0,00+ 0,00 | 5,00+ 0,00
Querosene | 48,50+ 1,62 | 20,00+ 0,65 - -
E24 (%) do
meio de cultura  Tolueno | 3,00 0,56 | 78,75 £2,47 [ 9,56 + 2,30 | 10,40 = 1,07
contendo Oleo diesel - 8,40 + 2,40 - -
células -
Oleo de soja - 8,90 £ 1,56 - -
Querosene - 47,30 + 0,49 - -
Ea4 (%) do Tolueno - 73,90 £ 1,56 - 20,07 + 0,88
sobrenadante -
livre de células ©Oleo diesel - 7,75+ 0,35 - -
Oleo de soja - 9,85+ 2,50 - -

O sobrenadante livre de células proveniente do cultivo de Enterobacter aerogenes
BMA-10 apresentou as melhores propriedades emulsificantes na presenga do tolueno (10,00 +
0,02 UE.mL"! e Ea4 de 73,90 + 1,56 %). Resultados semelhantes foram obtidos por Cruz et al.
(2010), ao trabalharem com um consorcio microbiano para a producao de biosurfactantes. Os
autores verificaram os valores de Ez4 do sobrenadante livre de células nos hidrocarbonetos
tolueno, octadecano e 6leo diesel, sendo que os maiores valores foram obtidos na presenga do
tolueno, sugerindo assim que biosurfactante produzido por E. aerogenes BMA-10 tem elevada
afinidade por hidrocarbonetos aromaticos.

De acordo com Amiriyan et al. (2004), o indice de emulsificacao depende da afinidade
do bioemulsificante ao substrato hidrofébico, e tal afinidade depende muito mais da interagdo
direta do que o efeito da tensdo superficial do meio. Os microrganismos que liberam
biosurfactantes no meio de cultura sdo mais interessantes do ponto de vista industrial, ja que o
produto pode ser mais facilmente obtido (KUYUKINA et al.,2001). Assim, por ter sido o tinico
microrganismo que excretou moléculas de interesse — além de ter sido a Unica linhagem cujo
meio de cultura e/ou sobrenadante foi capaz de emulsionar o 6leo diesel (Figura 34) —,

Enterobacter aerogenes BMA-10 foi selecionado para os testes de estabilidade.
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Figura 34. Emulsificagdo do meio de cultura sem prévia inoculagdo (A) e do sobrenadante proveniente do cultivo
de Enterobacter aerogenes BMA-10 (B) em tubos contendo querosene (Q) tolueno (T), 6leo de diesel (D) e 6leo
de soja (S) 24 h apos a agitagdo das amostras.

5.8  Estabilidade do surfactante produzido por Enterobacter acrogenes BMA-10

De acordo com Liang et al. (2014), a atividade emulsificante dos biosurfactantes pode
ser compreendida pela investigacdo do seu indice de emulsificacdo, e portanto, a maioria dos
pesquisadores que trabalham com biosurfactantes e/ou bioemulsificantes utiliza unicamente a
metodologia do indice de emulsifica¢do para verificar o potencial da molécula em questao em
emulsificar diferentes hidrocarbonetos (ABBASI ¢ AMIRI, 2008; LOPES et al., 2014;
ADAMU et al., 2015).

Os resultados obtidos com o sobrenadante do cultivo de Enterobacter aerogenes BMA-
10 no meio descrito por Diab e El Din (2013) mostraram que nenhum dos tratamentos
(salinidade, temperatura e pH) ao qual a amostra foi submetida foi capaz de alterar a capacidade
emulsificante (E24) na presenca do tolueno. Resultados semelhantes foram obtidos por Abbasi
e Amiri (2008), que verificaram a estabilidade do bioemulsificante produzido por Enterobacter
cloacae frente a variagdes de NaCl (5 — 40 g.L'!) na emulsifica¢io tanto de tolueno como
também do 6leo de milho.

No trabalho Liang et al. (2014), a caracterizacdo do surfactante excretado por uma
linhagem de Paenobacillus deu-se por meio da investigacdo da estabilidade do indice de
emulsificacdo (E»4) de suas amostras em 6leo de maquina perante diferentes condigdes de
salinidade, pH e temperatura. O biosurfactante daquele microrganismo apresentou-se estavel
mesmo quando submetidos a altas temperaturas, variagcdes de pH e salinidade < 5 %. No
presente trabalho, quando se utilizou querosene — cuja composi¢do inclui hidrocarbonetos
alifaticos, aromaticos e nafténicos, com cadeias carbonicas variando entre 9 ¢ 16 — todos os
tratamentos tiveram efeito nas amostras do sobrenadante proveniente do cultivo de

Enterobacter aerogenes BMA-10 (Figura 35).
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Figura 35. Emulsificagdo do sobrenadante (pos-tratamento térmico) proveniente do cultivo de Enterobacter
aerogenes BMA-10 em tubos contendo querosene (A) ou tolueno (B). C= controle, ou seja, meio de cultura sem
prévia inoculag@o e sem tratamento térmico. ST= sobrenadante livre de células do mesmo microrganismo, o qual
ndo foi submetido a quaisquer um dos tratamentos.

A aplicabilidade dos biosurfactantes, seja na industria farmacéutica ou em campos de
petréleo, depende da sua estabilidade em diferentes condigdes, por isso a investigacdo do
comportamento do surfactante frente a variagcdes de pH, temperatura e salinidade ¢ importante
na caracteriza¢do da molécula excretada por Enterobacter aerogenes BMA-10. Em trabalho
recente, Adamu et al. (2015) submeteram os sobrenadantes do cultivo das linhagens de B.
sphaericus EN3 e B. azotoformas EN16, livres de células, a temperaturas, valores de pH e
concentragdes de NaCl variados, e mensuraram a estabilidade do biosurfactante por meio do
teste de emulsificagao (E24), observando que o sobrenadante do meio de cultivo com o
biotensoativo excretado pelos microrganismos estudados apresentavam uma melhor
estabilidade quando submetidos a salinidade entre 2 % a 4 % de NaCl e pH de 8,0 a 10,0, em
temperaturas de até 50 °C, indicando que o compostos presentes no surfactante biologico
produzido por esses microrganismos ndo sdo degradados em condigdes fisico-quimicas
extremas, assim podendo explorar melhor a aplicabilidade dos compostos produzidos.

A necessidade de se verificar a estabilidade da emulsificagdo frente a diferentes
concentragdes de sal € justificada pelo fato de que um dos possiveis usos de biosurfactantes
microbianos ¢ a recuperagdo de ambientes marinhos impactados por derramamentos de
petroleo, pois sabe-se que concentragdes salinas acima de 3 % sdo suficientes para inativar os
surfactantes convencionais (NITSCHKE e PASTORE, 2004). No presente trabalho, a
emulsificacdo do querosene foi maior quando 2 % NaCl estava presente no sobrenadante em
comparagdo com o sobrenadante ndo tratado. Nas concentracdes de 6 e 10 %, observaram-se
valores reduzidos de E»4. Na Figura 36 ¢ possivel verificar que a temperatura de 100 °C por
uma hora aumentou o poder de emulsificagdo do biosurfactante na presenga do querosene. A
temperatura de 4 °C, por sua vez, resultou numa porcentagem menor de emulsifica¢ao (20,75

+ 4,17) quando comparado ao sobrenadante sem tratamento (52,87 + 1,63). A acidificacio (pH
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2) e alcalinizacdo (pH 10) do sobrenadante favoreceram os indices de emulsificagdo das
amostras (61,61 £ 1,4 e 62,59 + 3,57, respectivamente) enquanto o pH neutro foi desfavoravel

(E24= 37,81 % 1,44).
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Figura 36. Indices de emulsificagio do sobrenadante proveniente do cultivo de Enterobacter aerogenes BMA-10
em tubos contendo querosene (A) ou tolueno (B), 24 h apds a agitagdo das amostras. Letras diferentes nas barras
do mesmo tipo de tratamento indicam diferenca estatistica pelo teste Tukey (p< 0,05), enquanto letras iguais
indicam que as emulsificagdes obtidas nos nao diferem entre si significativamente. Tipos de tratamento: NaCl (2,
6 ¢ 10 %), temperatura (4, 30 e 100 °C) e pH (2, 7 ¢ 10). Legenda: ST= sem tratamento.

Além de ser possivel estudar a estabilidade dos surfactantes da maneira como foi feita
no presente trabalho, isto €, realizando-se os tratamentos no sobrenadante livre de células apos
o cultivo do microrganismo, pode-se também ja cultivar as células microbianas em condigdes
diferenciadas, e entdo verificar a estabilidade do biosurfactante produzido. Por exemplo,

Dadrasnia e Ismail (2015) realizaram pesquisas com o sobrenadante livre de células do cultivo
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de Bacillus salmaya 139SI e observaram que o surfactante produzido por esse microrganismo
apresentou melhor estabilidade quando a linhagem foi inoculada em meio com o pH 6,5. Abbasi
e Amiri (2008), por sua vez, cultivaram Enterobacter cloacae em caldo nutriente € em meios
de cultura alternativos [agua do mar; 4gua do mar + NaH,PO, (1 %) + NaNOs3 (1 %); dgua do
mar + agua destilada nas proporgdes de 90:10, 80:20 e 70:30], e aquele microrganismo foi
incapaz de produzir biosurfactante quando cultivado no meio complexo (caldo nutriente). Por
outro lado, ao contrario de Diab e El Din (2013), que registraram a producao de biosurfactantes
nesse meio de cultura.

Sabe-se que a combinacao de polissacarideos, acidos graxos € componentes protéicos
dos bioemulsificantes conferem a essas moléculas um elevado potencial ndo somente para
formar as emulsdes, como também para estabiliza-las (UZOIGWE et al., 2015), por isso a
detec¢do dos aminoacidos e o estudo da contribuicdo dos componentes protéicos tem sido
reportada na literatura (NAVON-VENEZIA ef al., 1995; RON e ROSENBERG, 2001). Da
mesma forma, os polissacarideos também podem atuar eficientemente na formagao de emulsodes
estaveis. Hua et al. (2010), por exemplo, trabalharam com a linhagem Enterobacter cloacae
TU, e constataram que o microrganismo, ao ser cultivado em meio tendo n-hexadecano como
unica fonte de carbono, excreta um exopolissacarideo com atividade bioemulsificante. Apos a
precipitacdo acida da molécula, os autores realizaram sua purificacdo por meio de
cromatografia de troca iOnica e verificaram que o exopolissacarideo daquele microrganismo ¢
composto de glicose e galactose com peso molecular de 12.4 + 0.4 kDa. Freitas ef al. (2014)
documentaram que a linhagem Enterobacter A47 ¢é capaz de sintetizar exopolissacarideos com
poder emulsificante, sendo que a sua composicao variou de acordo com o substrato utilizado
para o crescimento celular (xilose, glicose e glicerol). De acordo com esses autores, 0s
polimeros produzidos pela linhagem A47 quando a glicose estava presente no meio de cultura
eram menos estaveis, tanto em temperatura ambiente como apos tratamento térmico, ao

contrario do que foi observado no presente trabalho.
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CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho, foi possivel observar que:

¢ A limitacdo de nitrogénio na composi¢do do meio de cultura utilizado para o isolamento
[0,2 g L' de (NH4)2SO4], restringiu o nimero de isolados bacterianos obtidos tanto solo
de Mata Atlantica (17), como de lodo (07).

e A soma das técnicas de coloragdo das coldnias bacterianas por meio do preto de Sudao
e da deteccdo do gene codante da phaC sintase no genoma das bactérias selecionadas,
foi eficiente na selecdo de microrganismos produtores de polihidroxialcanoatos.

e Os microrganismos preliminarmente codificados como BMA-05, BMA-10, BMA-13 e
BLD-07, foram identificados molecularmente como pertencentes as espécies:
Pseudomonas fluorescens, Enterobacter aerogenes, Klebsiella oxytoca e Bacillus
pumilus, respectivamente.

e Pseudomonas fluorescens BMA-05 mostrou-se eficiente na producdo de PHB, uma vez
que suas colonias foram coradas fortemente com o preto de Suddo e, por meio de
microscopia eletronica de transmissdo, granulos eletronlucentes tipicos de
polihidroxialcanoatos no interior de suas células foram detectados nas duas condic¢des
testadas.

e A cromatografia gasosa realizada com as amostras de sobrenadantes das culturas dos
isolados Enterobacter aerogenes BMA-10, Klebsiella oxytoca BMA-13 e Bacillus
pumilus BLD-07 em meios com diferentes fontes de nitrogénio confirmou a presenga
de polihidroxibutirato em todas as condigdes testadas, embora a microscopia eletronica
de transmissao nao tenha revelado granulos de PHA quando as células foram cultivadas
em meio contendo sulfato de amodnio como fonte de nitrogénio.

e Meio mineral contendo cloreto de amonio, extrato de carne e nitrato de s6dio favoreceu
respectivamente a formagao de granulos de PHA no interior de células de Enterobacter
aerogenes BMA-10, Klebsiella oxytoca BMA-13 e Bacillus pumilus BLD-07.

e A auséncia do colapso de gota em superficie hidrofobica pelo sobrenadante livre de
células proveniente do cultivo de Pseudomonas fluorescens BMA-05 ocorreu
possivelmente devido a acidificagdo do meio de cultura, que desfavoreceu a excregao
de biosurfactantes pelo microrganismo.

e Dentre os microrganismos selecionados, Enterobacter aerogenes BMA-10 foi o tnico
capaz de produzir PHB e excretar moléculas biosurfactantes/bioemulsificantes com

capacidade de emulsionar dleo diesel.
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As emulsdes formadas pelo sobrenadante livre de células de Enterobacter aerogenes
BMA-10 sdo estaveis no tolueno mesmo quando as amostras sao previamente tratadas
com diferentes concentragdes de sal (NaCl 2, 6 e 10 %), alteragdes no pH (2, 7 € 10) ou
submetidas durante uma hora as temperaturas de 4, 30 e 100 °C, indicativos que a

molécula excretada tem elevada afinidade por hidrocarbonetos aromaticos.
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7 CONCLUSAO

Pseudomonas fluorescens BMA-05, Enterobacter aerogenes BMA-10, Klebsiella
oxytoca BMA-13 e Bacillus pumilus BLD-07 isolados de solo de Mata Atlantica e de lodo
agroindustrial e identificados bioquimica e molecularmente sdo microrganismos de interesse
biotecnoldgico, uma vez que sdo capazes de produzir polihidroxialcanoatos em até 24 h de
cultivo em meio mineral contendo glicose como fonte de carbono. Por ser biocompativel,
termoplastico e biodegradéavel, o polimero produzido por esses isolados — polihidroxibutirato,
P(3HB) — pode vir a ser utilizado na composi¢ao de diversos produtos, inclusive aqueles que
sao destinados a saude humana. Os granulos do polimero no interior das células das linhagens
bacterianas, os quais foram detectados por meio de microscopia eletronica de transmissao e
identificados por cromatografia gasosa, apresentaram rendimentos diferenciados a depender da
fonte nitrogenada disponivel. Com os resultados obtidos desse experimento, foi possivel
estabelecer as melhores condi¢des para a produgdao de P(3HB) para cada um dos isolados.
Dentre eles, Enterobacter aerogenes BMA-10 destacou-se por também apresentar capacidade
de sintetizar e excretar molécula emulsificante de elevada afinidade por hidrocarbonetos
aromaticos, estavel apds condi¢des variadas de salinidade, pH e temperatura, mas que nao

apresenta atividade hemolitica.
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APENDICES



A: Sequéncia parcial do gene 16S r-DNA do microrganismo BMA-05

LOCUS KU555925 642bp DNA linear BCT 27-JAN-2016
DEFINITION Pseudomonas fluorescens strain BMAOS 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence.
ACCESSION KU555925
VERSION KUS555925
KEYWORDS .
SOURCE  Pseudomonas fluorescens
ORGANISM Pseudomonas fluorescens
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Pseudomonadales,
Pseudomonadaceae; Pseudomonas.
REFERENCE 1 (bases 1 to 642)
AUTHORS Silva,A.L., Cruz,H.L. and Lopez,A.M.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (19-JAN-2016) Biotechnology and Chemistry Institute,
LBPMA, Campus A.C. Simoes, Maceio, Alagoas 57072-970, Brazil
COMMENT  ##Assembly-Data-START##
Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing
##Assembly-Data-END##
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..642
/organism=""Pseudomonas fluorescens"
/mol _type="genomic DNA"
/strain="BMAO05"
/isolation _source="Atlantic Forest"
/db xref="taxon:294"
/country="Brazil"
/collection_date="2012"
/collected by="Amanda Lys dos Santos Silva"
/PCR_primers="fwd name: 356F, fwd _seq: acwcctacgggwggcwgc,
rev_name: 1064R, rev_seq: ayctcacgrcacgagctgac"
rRNA <1.>642
/product="16S ribosomal RNA"
ORIGIN
1 tccagecatg ccgegtgtgt gaagaaggtce ttcggattgt aaageacttt aagttgggag
61 gaagggttget acgttaatac cgtgcaattt tgacgttacc gacagaataa gcaccggceta
121 actctgtgee agcageecgeg gtaatacaga gggtgcaage gttaatcgga attactggge
181 gtaaagcgceg cgtaggtggt tcgttaagtt ggatgtgaaa tcccegggct caacctggga
241 actgcatcca aaactggcega getagagtat ggtagagggt ggtggaattt cetgtgtage
301 ggtgaaatgce gtagatatag gaaggaacac cagtggcgaa ggegaccace tggactgata
361 ctgacactga ggtgcgaaag cgtggggage aaacaggatt agataccctg gtagtccacg
421 ccgtaaacga tgtcaactag ccgttgggag ccttgagytc ttagtggege agctaacgea
481 ttaagttgac cgectgggga gtacggecge aaggttaaaa ctcaaatgaa ttgacggggg
541 cccgeacaag cggtggagcea tgtggtttaa ttcgaagecaa cgecgaagaac cttaccagge
601 cttgacatgc agagaacttt ccagagatgg attggtgect tc
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B: Sequéncia parcial do gene 16S r-DNA do microrganismo BMA-10

LOCUS  KUS555926 631 bp DNA linear BCT 27-JAN-2016
DEFINITION Enterobacter aerogenes strain BMA10 16S ribosomal RNA gene, partial
sequence.

ACCESSION KU555926
VERSION KUS555926
KEYWORDS .
SOURCE  Enterobacter aerogenes (Klebsiella mobilis)
ORGANISM Enterobacter aerogenes
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales;
Enterobacteriaceae; Enterobacter.
REFERENCE 1 (bases 1to 631)
AUTHORS Silva,A.L., Cruz,H.L. and Lopez,A.M.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (19-JAN-2016) Biotechnology and Chemistry Institute,
LBPMA, Campus A.C. Simoes, Maceio, Alagoas 57072-970, Brazil
COMMENT  ##Assembly-Data-START##
Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing
##Assembly-Data-END##
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..631
/organism="Enterobacter aerogenes"
/mol_type="genomic DNA"
/strain="BMA10"
/isolation _source="Atlantic Forest"
/db xref="taxon:548"
/country="Brazil"
/collection_date="2012"
/collected by="Amanda Lys dos Santos Silva"
/PCR_primers="fwd name: 356F, fwd _seq: acwcctacgggwggcwgc,
rev_name: 1064R, rev_seq: ayctcacgrcacgagctgac"
rRNA <1.>631
/product="16S ribosomal RNA"
ORIGIN
1 gcagccatge cgegtgtatg aagaaggect tcgggttgta aagtactttc agcgaggagg
61 aaggcgtyaa ggttaataac cttggygatt gacgttactc gcagaagaag caccggetaa
121 ctecgtgeca gecageecgegg taatacggag ggtgcaageg ttaatcggaa ttactgggeg
181 taaagcgcac gecaggeggte tgtcaagtcg gatgtgaaat cccegggete aacctgggaa
241 ctgcattcga aactggcagg ctagagtctt gtagaggggg gtagaattcc aggtgtageg
301 gtgaaatgcg tagagatctg gaggaatacc ggtggcgaag geggecccct ggacaaagac
361 tgacgctcag gtgecgaaage gtggggagea aacaggatta gataccetgg tagtccacge
421 cgtaaacgat gtcgacttgg aggttgtgcc cttgaggegt ggcttcegga getaacgegt
481 taagtcgacc gectggggag tacggecgea aggttaaaac tcaaatgaat tgacgggggc
541 ccgcacaage ggtggagceat gtggtttaat tcgatgcaac gecgaagaacce ttacctactc
601 ttgacatcca gagaacttag cagagatgct t



C: Sequéncia parcial do gene 16S r-DNA do microrganismo BMA-13

LOCUS  KUS555927 602bp DNA linear BCT 27-JAN-2016
DEFINITION Klebsiella oxytoca strain BMA13 16S ribosomal RNA gene, partial
sequence.

ACCESSION KU555927
VERSION KUS555927
KEYWORDS .
SOURCE  Klebsiella oxytoca
ORGANISM Klebsiella oxytoca
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales;
Enterobacteriaceae; Klebsiella.
REFERENCE 1 (bases 1 to 602)
AUTHORS Silva,A.L., Cruz,H.L. and Lopez,A.M.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (19-JAN-2016) Biotechnology and Chemistry Institute,
LBPMA, Campus A.C. Simoes, Maceio, Alagoas 57072-970, Brazil
COMMENT  ##Assembly-Data-START##
Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing
##Assembly-Data-END##
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..602
/organism="Klebsiella oxytoca"
/mol_type="genomic DNA"
/strain="BMA13"
/isolation _source="Atlantic Forest"
/db xref="taxon:571"
/country="Brazil"
/collection_date="2012"
/collected by="Amanda Lys dos Santos Silva"
/PCR_primers="fwd name: 356F, fwd _seq: acwcctacgggwggcwgc,
rev_name: 1064R, rev_seq: ayctcacgrcacgagctgac"
rRNA <1.>602
/product="16S ribosomal RNA"
ORIGIN
1 tgcegegtgt atgaagaagg ccttcgggtt gtaaagtaat ttcagegggg aggaagggag
61 tgaggttaat aacctyattc attgacgtta cccgcagaag aagcaccgge taactccgtg
121 ccagcagecg cggtaatacg gagggtgcaa gegttaatcg gaattactgg gegtaaageg
181 cacgcaggcg gtetgtcaag tcggatgtga aatccccggg ctcaacctgg gaactgeatt
241 cgaaactggc aggctggagt cttgtagagg ggggtagaat tccaggtgta gcggtgaaat
301 gcgtagagat ctggaggaat accggtggeg aaggeggecc cetggacaaa gactgacget
361 caggtgcgaa agcgtgggga gcaaacagga ttagatacce tggtagtcca cgetgtaaac
421 gatgtcgact tggaggttgt tccettgagg agtggcttce ggagetaacg cgttaagteg
481 accgcectggg gagtacggee gecaaggttaa aactcaaatg aattgacggg ggcccgeaca
541 agcggtggag catgtggttt aattcgatge aacgcgaaga accttaccta ctcttgacat
601 cc
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D: Sequéncia parcial do gene 16S r-DNA do microrganismo BLD-07

LOCUS  KUS555928 669 bp DNA linear BCT 27-JAN-2016
DEFINITION Bacillus pumilus strain BLDO7 16S ribosomal RNA gene, partial
sequence.

ACCESSION KUS555928
VERSION KUS555928
KEYWORDS
SOURCE  Bacillus pumilus
ORGANISM Bacillus pumilus
Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales; Bacillaceae; Bacillus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 669)
AUTHORS Silva,A.L., Cruz,H.L. and Lopez,A.M.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (19-JAN-2016) Biotechnology and Chemistry Institute,
LBPMA, Campus A.C. Simoes, Maceio, Alagoas 57072-970, Brazil
COMMENT  ##Assembly-Data-START##
Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing
##Assembly-Data-END##
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..669
/organism="Bacillus pumilus"
/mol_type="genomic DNA"
/strain="BLDO07"
/isolation_source="sludge"
/db_xref="taxon:1408"
/country="Brazil"
/collection_date="2012"
/collected by="Amanda Lys dos Santos Silva"
/PCR_primers="fwd name: 356F, fwd seq: acwcctacgggwggcwgc,
rev_name: 1064R, rev_seq: ayctcacgrcacgagctgac"
rRNA <1..>669
/product="16S ribosomal RNA"
ORIGIN
1 caatggacga aagtctgacg gagcaacgee gegtgagtga tgaaggtttt cggatcgtaa
61 agctctgttg ttagggaaga acaagtgcaa gagtaactge ttgcaccttg acggtaccta
121 accagaaagc cacggctaac tacgtgccag cagecgeggt aatacgtagg tggcaagegt
181 tgtccggaat tattgggcgt aaagggctcg caggeggttt cttaagtctg atgtgaaage
241 cceeggetea accggggagg gteattggaa actgggaaac ttgagtgecag aagaggagag
301 tggaattcca cgtgtagegg tgaaatgegt agagatgtgg aggaacacca gtggcgaagg
361 cgactctctg gtctgtaact gacgetgagg agcgaaageg tggggagega acaggattag
421 ataccctggt agtccacgee gtaaacgatg agtgctaagt gttagggggt ttccgeccct
481 tagtgctgcea getaacgceat taageactce gectggggag tacggtegea agactgaaac
541 tcaaaggaat tgacgggggc ccgemcaage ggtggageat gtggtttaat tcgaagcaac
601 gcgaagaacc ttaccaggtc ttgacatcct ytgacaacce tagagatagg getttcectt

661 cggggacag
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A: Laudo da microscopia eletronica de transmissao

: PABY: 14350871700
INSTITUTO BIOLOGICO Laboratério de Microscopia Eletrdnica: 11) 5087-1750
Laboratério de Microscopia Eletronica www.biologico.sp.gov.br
oo o Av. Conselhelrs Rodrigues Alves, 1252
eI Vila Mariana - Sdo Paulo/SP
Relatoric de ensaio n° LMESA-1859/15
Identificagdo do cliente: Triagem n°® 1859/15

Proprietario:  AMANDA LYS DOS SANTOS SILVA
Propriedade: LABORATORIO DE BIOQUIMICA DO PARASITISMO E MICROBIOLOGIA AMBIENTAL
Enderego: UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS, AV. LOURIVAL DE MELO MOTA, S/n° - CAMPUS A.C. SIMOES,
CIDADE UNIVERSITARIA, MACEIO, AL, CEP: 057072-970
Requisitante: DRA. AMANDA LYS DOS SANTOS SILVA - TEL.: (82) 3214.1925/99999.3072-E-MAIL: bio.amandalys@hotmail.com

Identificagdo do procedimento:

Exame Solicitado:  Técnica de Inclusdo em Resina Método Utilizado:  Técnica de Inclusdo em Resina
Espécie: - Tipo de amostra: Cultivo Celular Quantidade: 08
Data de entrada no laboratério: 14/08/2015 Data da realizacdo do exame: 17/09/2015

Ordem ID Amostra* ID Amostra no LME Resultado
Nos cortes ultrafinos de 70 nm de espessura, foram observadas
Cultivo Celular de particulas de Bacilius pumilus, medindo entre 1000 e 1700 nm
1 : s LME-340/15 A
Bacillus pumilus NS arredondadas ou alongadas, contendo granulos eletroniucentes.
Nos cortes ultrafinos de 70 nm de espessura, foram observadas
G Bl particulas de Pseudomonas fluorescens, arredondadas ou
UV 5 &
2 Y LME-341/15 alongadas, medindo entre 450 e 1700 nm, contendo granulos
eletronlucentes.
Nos cortes ulrafinos de 70 nm de espessura, foram observadas
. particulas de Pseudomonas fiuorescens, medindo entre 450 e 1700
3 Guiva Celulor e LME-342/15 nm, aredondadas ou  alongadas, contendo  granulos
Pseudomonas fluorescens NS ’ ¢ : g
eletronlucentes.
LME-343/15 Nos cortes ultrafinos de 70 nm de espessura, foram observadas
y particulas de Enferobacter aerogengs, medindo entre 650 e 1500
4 Lo Gelula e nm, arredondadas ou alongadas, sem presenca de granulos
Enterobacter aerogenes SA : :
elefronlucentes.
LME-344/15 Nos cortes ultrafinos de 70 nm de espessura, foram observadas
. particulas de Enterobacter aerogenes, medindo entre 650 e 1500
5 Gl Egar o nm, arredondadas ou alongadas, contendo  grénulos
Enterobacter aerogenes CA ! :
eletronlucentes.
LME-345/15 Nos cortes ultrafinos de 70 nm de espessura, foram observadas
: particulas de Kiebsiella oxyfoca, medindo entre 400 e 1500 nm,
6 Gl Latkr dg arredondadas  ou alongadas, sem presenga de granulos
Klebsiella oxytoca SA Y Jaeas: P i 9
eletronlucentes.
LME-346/15 Nos cortes ultrafinos de 70 nm de espessura, foram observadas
7 Cultivo Celular de particulas de Klebsiella oxytoca, medindo enfre 400 e 1500 nm,
Klebsiella oxyfoca EC arredondadas ou alongadas, contendo grénulos eletronlucentes.
LME-347/15 Nos cortes ultrafinos de 70 nm de espessura, foi observada a
res de particulas de Bacillus pumilus, arredondadas o
Cultivo Celular de Ml 5 p ; P 3
8 ; ; ovaladas, medindo entre 1000 e 1700 nm, sem presenca de
Bacillus pumilus SA :
granulos eletronlucentes.

*id. Amostra = identificagéo do animal conforme o formufério de requisiéo

Reprodugdss parciais deste documento s¢ tem validade se forem autorizados por escrito pelo Laboratério de Microscopia Eletronica (LME-REG-04 rev. 01 de 23/04/15)
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< PABX: {11)5087-1700
INSTITU TO Bl OLOGI Cco ; { aboratério de Microscopia Eletrénica: (11) 5087-1750
Laboratério de Microscopia Eletronica www.hiologico.sp.gov.br

Av, Conselheiro Rodrigues Alves, 1252
Vila Mariana - Séo Paulo/SP

Relatério de ensaio n° LMESA-1859/15

Identificagdo do cliente: Triagem n°: 1 859/15
Proprietario:  AMANDA LYS DOS SANTOS SILVA
Propriedade: LABORATORIO DE BIOQUIMICA DO PARASITISMO E MICROBIOLOGIA AMBIENTAL

Endereco: UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS, AV. LOURIVAL DE MELO MOTA, S/n® - CAMPUS A.C. SIMOES,
€0! ~DADE UNIVERSITARIA, MACEIO, AL, CEP: 057072-970
Requisitante: DRA. AMANDALYS DOS SANTOS SILVA - TEL.: (82) 3214.1925/99999.3072-E-MAIL: bio.amandalys@hotmail.com

OBS: Os resultados se referem somente aos itens ensalados acima.

Observagdes: NA

Sao Paulo, 17 de setembro de 2015

Marcia Helena Braga Catroxo
CRBio 18001/01-D
Responséavel Técnico
Instituto Biolégico

Reprodugbes parciais deste documento 6 tem validade se forem autcrizados por escrite pelo Laboratorio de Microscopia Eletrénica (LME-REG-04 rev. 01 de 23/04/15)
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B: Carta de aceite para publicacao na revista Quimica Nova

from: onbehalfof+gnova.editores+gmail.com@manuscriptcentral.com

reply-to:  gnova.editores@gmail.com

to:  bio.amandalys@gmail.com

date: Thu, Mar 10, 2016 at 3:26 PM
subject:  Quimica Nova - Decision on Manuscript ID QN-2015-0762.R1

mailed-by:  manuscriptcentral.com

10-Mar-2016
Dear Ms. Silva:

It is a pleasure to accept your manuscript entitled "SELECAO POLIFASICA DE MICRORGANISMOS
PRODUTORES DE POLIHIDROXIALCANOATOS" in its current form for publication in the Quimica
Nova. The comments of the reviewer(s) who reviewed your manuscript are included at the foot of this
letter.

Due to funding issues, Quimica Nova will be printed in black and white from March 2015 onwards. If
the authors want to make any changes to the manuscript figures and its captions to avoid loss of
information when printed, please contact us. The online version of Quimica Nova will remain available
in color.

Thank you for your fine contribution. On behalf of the Editors of the Quimica Nova, we look forward to
your continued contributions to the Journal.

Sincerely,

Dr. Editores QN

Associate Editor, Quimica Nova
gnova.editores@gmail.com

Entire Scoresheet:
Reviewer: 1

Recommendation: Accept

Comments:
(There are no comments.)

Additional Questions:
Does the manuscript contain new and significant information to justify publication?: Yes

Does the Abstract (Summary) clearly and accurately describe the content of the article?: Yes
Is the problem significant and concisely stated?: Yes

Are the methods described comprehensively?: Yes
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Are the interpretations and conclusions justified by the results?: Yes
Is adequate reference made to other work in the field?: Yes

Length of article is: Adequate

Number of tables is: Adequate

Number of figures is: Adequate

Please state any conflict(s) of interest that you have in relation to the review of this paper (state “none”
if this is not applicable).: O artigo esta adequado para publicagéo.

Rating:

Interest: 2. Good
Quality: 2. Good
Originality: 2. Good

Overall: 2. Good



