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POLIPHASIC SCREENING OF POLYHYDROXYALKANOATE-PRODUCING MICROORGANISMS. Polyhydroxyalkanoates
(PHAs) are fully biodegradable biopolyesters produced by many prokaryotes and accumulated as insoluble cytoplasmatic inclusions.
The detection of these intracellular granule is usually provided using lipofilic azodyes, which are not specific. Another way to screen
PHA-producing bacteria is through culture-independent molecular techniques such Polymerase Chain Reaction (PCR), and the search

for new PHA-producer strains is essential to reduce the cost at industrial level. The application of these both methods is desirable.

In the present study, 24 bacteria isolated from soil of the Atlantic forest in Macei6é (AL, Brazil) and from agri-industrial sludge
(Coruripe-AL, Brazil) were studied regarding to their capacity of growing in mineral salt medium, as indicative of PHA synthesis.
All strains were submitted to biochemical characterization, whilst PCR has proved that isolates BMA-05, BMA-10, BMA-13 and
BDL-07 has the gene phaC, which encodes a PHA synthase, the key for PHA synthesis. The amplification and sequencing of their
16S r-DNA region was able to identify these bacteria respectively as Pseudomonas fluorescens, Enterobacter aerogenes, Klebsiella

oxytoca and Bacillus pumilus. The same minimal medium supplement with peptone demonstrated to induce growing of those strains.

Keywords: polyhydroxyalkanoate; molecular identification; PhaC synthase.

INTRODUCAO

Para ser considerado um plastico degraddvel, a molécula deve
apresentar cadeia com ou sem ramifica¢do ou com grupos funcio-
nais éster, amida ou acetal.! Comumente, tais caracteristicas nao sdo
atendidas pelos polimeros sintéticos, e sua degradag¢do no ambiente
dé-se muito lentamente. Por outro lado, os plasticos denominados
biodegraddveis possuem os requisitos apresentados para tal e por
isso sdo rapidamente decompostos por muitas espécies bacterianas
e microalgas. Conforme descrito por Khanna e Srivastava,’ distri-
buem-se em trés categorias: a) a dos polimeros sintéticos suscetiveis
a degradagdo e/ou ataque enzimdtico de microrganismos, mas que
ndo atendem a todas as caracteristicas necessarias para exploraciao
comercial; b) a dos bioplasticos baseados no polissacarideo amido,
que sdo parcialmente degradéveis, pois os microrganismos degradam
0 amido mas néo o polimero sintético que faz parte da composicio
desses produtos; c) a dos polihidroxialcanoatos (PHAs) produzidos
por diversos microrganismos e armazenados intracelularmente
como inclusdes amorfas, mas que sdo totalmente degradaveis por
0rganismos vivos.

Nesse sentido, desde a década de 90 do século passado, o Brasil
vem dedicando um considerdvel esforco para o desenvolvimento de
processos visando a gera¢do em larga escala e utiliza¢do de polihi-
droxialcanoatos (PHAs) em produtos.? Cerca de 150 mondmeros
diferentes ja foram identificados como constituintes de PHAs pro-
duzidos por bactérias a partir de diversas fontes de carbono.* Vale
ressaltar que, na maioria das vezes, esse polimero biodegradavel é
produzido em condi¢des ndo balanceadas pela limitagao de algum
nutriente (como fésforo e nitrogénio) e rico na fonte de carbono.’
Cupriavidus necator (também conhecida como Wautersia eutropha,
Ralstonia eutropha e Alcaligenes eutrophus) € a espécie bacteriana
mais estudada na producédo desses biopolimeros,® mas a busca por
outros isolados em amostras ambientais diversas que favorecam o
mesmo tem se intensificado. Do ponto de vista econdmico, embora
os PHAs apresentem vantagens ambientais sobre os pldsticos de
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origem petroquimica, seu alto custo de produgdo, em especial com
utilizagdo de fontes de carbono puras, e também de metodologias
de extragdo, ainda limita a aplicacdo comercial.* Por isso, a busca
de substratos ricos em carbono, de baixo custo, e que agreguem a
remocao de residuos poluentes do ambiente, tem aumentado. Diversas
pesquisas destacam o uso de melago e caldo-de-cana. Outra opgao €
o soro de leite, um substrato abundante em laticinios de producao de
queijo e caseina,’ geralmente descartado de modo a poluir o ambiente
ou utilizado como suplemento alimentar ou bebida lactea de baixo
valor no mercado.

Este trabalho visou a sele¢do de bactérias com o gene habilita-
dor da producdo de polihidroxialcanoatos entre isolados obtidos em
amostras de solo (horizonte A de regido selvagem de Mata Atlantica)
e de lodo de esgoto da Estagdo de Tratamento de Efluentes (ETE)
de industria sucroalcooleira, coletados em Coruripe, litoral Sul de
Alagoas (Brasil).

PARTE EXPERIMENTAL
Coleta de amostras de solo e lodo e isolamento de bactérias

A coleta de solo de Mata Atlantica (Coruripe-AL) foi reali-
zada num local onde ndo hd interferéncia antrépica (10°17°07°S,
36°21°07”W). A camada superior do horizonte “O” foi removida com
auxilio de ferramentas de jardinagem e amostras do solo do horizonte
“A” foram coletadas, depositadas no interior de tubos tipo Falcon
previamente esterilizados e transferidas para caixa de isopor com gelo
(24 °C) para o transporte ao laboratério de Bioquimica do Parasitismo
e Microbiologia Ambiental (LBPMA) da Universidade Federal de
Alagoas (UFAL), onde foram mantidas sob refrigeracdo (= 6 °C) até
seu processamento. As amostras de lodo de lagoa de sedimentacio
da Estagdo de Tratamento de Efluentes (ETE) da “Usina Coruripe
Actcar e 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. A partir daf, inoculou-se individualmente 4 g de cada amostra
em meio minimo mineral (40 mL) com a seguinte composi¢do e
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posterior ajuste do pH para 7,0 (g L!): (NH,),SO,, 0,2; KH,PO,.7H,0,
13,3; MgSO,, 1,3; 4cido citrico, 1,7; solucdo de elementos trago es-
terilizada por filtracdo, 10 mL [FeSO,.7H,0, 10; ZnSO,.7H,0 2,25;
CuS0O,.5H,0, 1; MnS0O,.5H,0, 0,5; CaCl,.2H,0, 2; Na,B,0,.10H,0,
0,23; (NH,);Mo,0,,, 0,1; 35 % HCI, 10 mL] e glicose, 20.” Quando foi
necessdrio utilizar esse meio s6lido, acrescentaram-se 20 g L' de dgar.
Ap6s 72 h de incubag@o sob agitacio orbital (120 rpm, 30 = 1 °C),
as culturas foram submetidas a diluicdes seriadas e aliquotas dessas
dilui¢des reinoculadas em meio s6lido Agar Nutriente com 0,03 g L”!
do antifingico fluconazol (Medley®).®

Caracteristicas morfobioquimicas das bactérias isoladas

Nos testes para a identificaciio presuntiva dos isolados bacteria-
nos, foram realizadas investigacdo da motilidade, colora¢des (Gram
e verde malaquita) e testes para expressdes da catalase e oxidase.’
O sistema de galerias API®20E foi utilizado de acordo as recomen-
dagdes do fabricante para avaliar a presenca das seguintes enzimas/
reacoes: 3-galactosidase, arginina dihidrolase, lisina descarboxilase,
ornitina descarboxilase, utiliza¢@o de citrato, produgdo de H,S, urease,
expressao da triptofanase, produgdo de indol, produgdo de acetoina,
gelatinase, fermentacdo/oxidacao de glucose, manitol, inositol, sorbi-
tol, 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.®

Selecio de bactérias produtoras de PHAs

Turbidez das culturas

Cada bactéria isolada foi reinoculada em meios liquidos con-
tendo a mesma composi¢cdo daquele descrito para isolamento,
diversificando-se, entretanto, a fonte de carbono original (glicose),
a qual foi substituida por 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 producio de PHAs, foi registrada atribuindo-se a le-
genda: + (pouco turvo); ++ (turbidez mediana); +++ (muito turvo),
por inspecdo visual apds 72 h de cultivo (30 + 1°C).”

Coloragdo das colonias

Duas metodologias de coloracdo das coldnias microbianas
produtoras de polihidroxialcanoatos foram utilizadas com o meio
mineral s6lido descrito para o isolamento das bactérias. Na primeira,
uma solucdo do corante preto de Suddo (0,3 g em 100 mL de etanol
70%) foi aplicada diretamente a colonias obtidas apds 72 h de cultivo
(30 = 1 °C). Ap6s 20 min, efetuou-se a lavagem das colonias com
etanol 100% e as coldnias que retiveram o corante e permaneceram
escurecidas representaram resultado positivo. Na segunda estratégia
de sele¢@o, um volume de 0,5 puL de solugd@o do corante azul do Nilo
(1% em DMSO) foi adicionado a um litro de meio minimo antes
da esterilizacdo. Apds utilizagdo desse meio para inoculagdo e a
incubacdo conforme condi¢des descritas na primeira metodologia,
as coldnias com brilho alaranjado apds excitagdo luminosa de luz
ultravioleta (UV-longo, 360 nm) foram considerados positivas para
a produgdo de bioplastico.

Detecgdo do gene codante da phaC sintase

Ap6s 24 h de incubagdo dos isolados bacterianos, sob agi-
tagdo orbital (120 rpm, 30 = 1 °C), em caldo nutriente, efetuou-
-se a extracdo de seu material genético por meio de kit comer-
cial (Norgen Biotek).> O par de oligonucleotideos iniciadores
(primers) G-D (GTGCCGCCSYRSATCAACAAGT) e G-2R
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(GTAGTTCCASAYCAGGTCGTT), desenhado por Romo et al.,"
foi sintetizado pela empresa GenOne. A amplifica¢do por PCR seguiu
o seguinte protocolo de reacio (volume final de 25 uL): 100 pg de
DNA, 10 pmol de cada oligonucleotideo iniciador, 0,8 mmol L' de
dNTPs, 2,5 mmol L' de MgCl,, 2,5 ml de tampéo 10X (Biosystems),
5ugde BSA,DMSO e 1 U de Tag DNA Polimerase (Biosystems).!" O
DNA amplificado foi visualizado com auxilio de transiluminador (UV
emitido diretamente no gel de agarose corado com brometo de etidio).

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 anterior, exceto pelo fato
de que nas reagdes de PCR utilizou-se o par 356F/1064R como
oligonucleotideos iniciadores da amplificacdo do gene 16S r-DNA
e ndo houve acréscimo de DMSO."” O amplicon de cada um dos
isolados foi purificado por meio de kit comercial (Norgen Biotek)
e, depois, sequenciado em ambas as dire¢des pela Plataforma de
Sequenciamento de DNA da Universidade Federal de Pernambuco.
As sequéncias foram editadas, convertidas para o formato FASTA e
comparadas com aquelas registradas para tal gene identificador nos
bancos do NCBI (National Center for Biotechnological Information)
e do RDP (Ribosomal Database Project). Tais sequéncias também
foram depositadas no GenBank (NCBI). O dendograma foi criado
no programa CLUSTALW."

Cinética de crescimento das bactérias produtoras de PHA

A fim de determinar qual a composi¢ido do meio de cultura mais
favordvel ao crescimento dos microrganismos produtores de PHAs
obtidos neste trabalho, a composi¢do do meio descrito anteriormente
foi modificado quanto a variagao da concentragio de glicose e quanto
a presenga de peptona. As culturas receberam as seguintes codifica-
¢des: 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). Culturas submersas de
cada isolado em meio caldo nutriente com 24 h de incubacdo foram
utilizadas para inocular os diferentes meios de cultura liquidos,
distribuidos em volume de 10 mL em tubos tipo Falcon (50 mL),
com aliquotas que no final rendessem 10° céls mL™'. Triplicatas das
culturas foram incubadas (65 rpm, 30 £ 1 °C) por um periodo de 96
h e a cada intervalo de 24 h foram colhidas amostras para determi-
nagdo de pH, biomassa seca, concentracdo de proteinas e glicideos
redutores totais.'* Todas as andlises foram realizadas em triplicatas.
Os resultados de cada pardmetro nos diferentes tempos foram com-
parados por meio de andlise de varidncia (ANOVA) e suas médias,
através do teste de Tukey, sempre ao nivel de 5% de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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. O pequeno niimero de isolados pode
ser explicado pela composi¢do do meio de cultura que foi utiliza-
do para o isolamento, isto €, limitado em nitrogénio [0,2 g L' de
(NH,),SO,]. As linhagens produtoras de PHAs sdo classificadas
em dois grupos principais, baseado nas condi¢des de cultivo que
estimulam a produc@o do polimero: hd aquelas que necessitam da
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limitagdo de um elemento essencial como N, P, Mg, K, O ou S, e
aquelas que produzem o polimero mesmo quando hd abundéncia de
todos os nutrientes. Porém, mesmo nesse ultimo caso, as bactérias
sintetizam maior quantidade de PHA quando o meio € limitante e,
por isso, 0 meio minimo limitado em nitrogénio € escolhido pelos
pesquisadores quando buscam selecionar microrganismos autdctones
produtores do polimero.'

A quase totalidade das bactérias utiliza compostos inorganicos
de nitrogénio, em especial sais de amonio e ocasionalmente nitratos
(raramente nitritos), mas alguns isolados exigem fontes organicas,
representadas por um nuimero varidvel de aminodcidos. Assim, a
auséncia de fontes organicas impediu o crescimento de colOnias repre-
sentativas dos microbiomas presentes nas amostras, restringindo-se ao
aparecimento somente daquelas de interesse, isto €, potencialmente
produtoras de PHAs. Apesar de géneros formadores de endésporos
serem comumente encontrados no solo (como Bacillus, Clostridium,
Sporosarcina e Streptomyces), nenhum dos 17 microrganismos iso-
lados do solo de Mata Atlantica apresentou tal estrutura no interior
celular apds serem corados com verde malaquita. Por outro lado,
das sete bactérias isoladas do lodo da ETE, duas (BLDO05 e BLDO07)
sdo Gram positivas formadora de endésporos. A catalase, enzima
importante para as bactérias no combate ao excesso de radicais
livres na célula, foi detectada em todos os microrganismos isolados.
As caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas dos isolados obtidos
neste trabalho estdo expostas na Tabela 1.

Selecdo dos produtores de polihidroxialcanoatos

Fontes de carbono e turbidez em meio minimo
A procura por bactérias produtoras de PHAs deve levar em

Silva et al.
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consideragdo o substrato disponibilizado a elas, visto que o mesmo
determinard o tipo de biopolimero sintetizado e os custos do processo.
Fontes mais puras podem aumentar em até 80% os gastos de produ-
¢do, mas em geral aumentam a produtividade do PHA.'*!" Por outro
lado, pesquisas com C. necator cultivada em 6leo de canola revelam
alto rendimento de sintese de PHA (92%).'° Essa bactéria também
¢é capaz de acumular maior quantidade de PHA em meio contendo
metanol — uma das fontes de carbono mais baratas que existem — do
que glicose.'® O butirato € 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."

A verificag@o de quais fontes de carbono sio utilizadas por cada
microrganismo serve para direcionar a escolha do substrato para a
produgdo de PHAs em grandes volumes, isto €, cultura submersa em
biorreatores.” Todos os microrganismos obtidos no presente trabalho
utilizam a glicose como fonte de carbono e a maioria utiliza também
sacarose e manitol (Tabela 2). Para verificar a utilizagdo de outras
fontes de carbono como 6leo e soro de leite, os microrganismos
foram cultivados em meio minimo e a turbidez averiguada apds 72
h. A turbidez do meio de cultura geralmente estd relacionada com a
concentracio 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, devido a
opacidade da cultura presente, provavelmente houve mais sintese do
biopldstico. Verificou-se, dessa forma, que a maioria dos isolados uti-
lizam outros substratos além da glicose para crescer e provavelmente
produzir PHAs. 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 coloragd@o de suas coldnias com os corantes preto de Sudio
e azul do Nilo, e para o rastreamento do gene phaC.

Tabela 1. Algumas caracteristicas morfobioquimicas dos isolados bacterianos estudados. Bactérias com codificacdio 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 Agticar e Alcool (Coruripe-AL, Brasil)

Teste Forma Gram  En Cat Ox Gal Ar Lis Or Cit H,S Ure  Trip Ac Gel Nit
BMA-01 Bastonetes - - + - + + + + + + + -
BMA-02 Cocobacilos - - + - + + + + + - - — + - +
BMA-03 Bastonetes - - + - + + + - + — + — — +
BMA-04 Bastonetes - - + - + + + + - - + - - +
BMA-05 Bastonetes - - + - + — — + — _ + _ + +
BMA-06 Cocobacilos + - + - + + - + + - - + + - +
BMA-07 Bastonetes + — + - — + + + - + - — + +
BMA-08 Cocobacilos + - + - - - - - - — + _
BMA-09 Cocobacilos - - + - + + - + + - - + - - +
BMA-10 Cocobacilos - - + + + + + + + - - + + + +
BMA-11 Cocobacilos - - + - + + - - - — _ _
BMA-12 Cocobacilos - - + - + + - + + - - — — +
BMA-13 Cocobacilos - - + + + - + - + - + + + - —
BMA-14 Cocobacilos + - + - + + + + + - - - - - +
BMA-15 Bastonetes + - + - + + - — + - + + _ +
BMA-16 Cocobacilos - - + - + + + + + - - - - +
BMA-17 Cocos - - + + + + + + + - - - + - +
BLD-01 Cocobacilos - - + - + + - - - + - + + - -
BLD-02 Cocobacilos - - + - + + - - + - + + + - +
BLD-03 Cocobacilos - - + - + + + + + - + - + _ +
BLD-04 Cocobacilos - - + - + + + + + - - — + - +
BLD-05 Bastonetes - + + + + - - - - + + - +
BLD-06 Cocobacilos - - + - + + + + + - + - + - +
BLD-07 Cocobacilos + + + - - - - + + - + + +

Legenda: End = endésporos, Cat = catalase, Ox = oxidase, Gal = B galactosidase, Ar = arginina dihidrolase. Lis = lisina descarboxilase, Cit = utiliza¢do de
citrato, H,S = produciao de H,S, Ure = urease, Trip = expressdo da triptofanase, Ac = producio de acetoina, Gel = gelatinase, Nit = redu¢do de nitratos em nitrito.
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Tabela 2. Fontes de carbono utilizadas pelos microrganismos isolados e turbidez apresentada em meio minimo. Bactérias com codificacdio BMA foram isoladas
de solo de Mata Altantica, enquanto aquelas codificadas como BLD sao oriundas do lodo da Estac@o e Tratamento de Efluentes da S.A. Usina Coruripe Ag¢ticar

e Alcool (Coruripe-AL, Brasil)

Turbidez do meio minimo

Teste Gli Man Ino Sor Ram Sac Mel Ami Ara - Z - - -
Glicose Oleo de soja Glicerol Soro de leite
BMA-01 + - - - - - + - + +++ + ++ ++
BMA-02 + + + + + + + + + + + + +++
BMA-03 + - - - - - - - + + - ++
BMA-04 + + - + - + - + + + - - ++
BMA-05 + - - - - - + - - +++ ++ +++ +++
BMA-06 + + - + + + + + + +
BMA-07 + - - - + - + - + - - +
BMA-08 + + - - - - - - - - - -
BMA-09 + + - + + + + + + + - - +++
BMA-10 + + - + + + + + + +++ +++ +++ +++
BMA-11 + - - - - - - - - + + + ++
BMA-12 + + - + + + + + + + + + ++
BMA-13 + + + + + + + + + +4++ +++ ++ +++
BMA-14 + + - + + + + + + ++ + + +++
BMA-15 + + - + - ++ + +
BMA-16 + + - + + + + + + + +++ +++
BMA-17 + + + + + + + + + ++ + +
BLD-01 + + - - - - - - - ++ + + +++
BLD-02 + + - - + + + + ++ + + +++
BLD-03 + + + + + + + + + ++ +++ ++ +++
BLD-04 + + - + - + - + + + + + +++
BLD-05 + + - - - - - + + + ++
BLD-06 + + - + + + - + + ++ + +++ ++
BLD-07 + + - - - + - - - +++ +++ ++ +++

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).

Coloragdo das colonias

Os quatro microrganismos selecionados retiveram o preto de
Sudao em suas coldnias, mesmo apds lavagem com dlcool. Entretanto,
apenas o isolado codificado como BMA-10 produziu fluorescéncia
sob luz UV, embora com intensidade inferior a da bactéria de refe-
réncia, Cupriavidus necator ATCC 17699. Alguns corantes sdo muito
utilizados para sele¢do de microrganismos produtores de PHAs devido
a sua capacidade de penetrar na membrana e corar granulos desses
polimeros.?! O preto de Suddo € um corante ligeiramente soltivel em
solvente orginico e insolivel em dgua, capaz de conferir coloracio
negra azulada as estruturas hidrofébicas visiveis em microscépio
optico. Quando em contato com as coldnias, o corante € retido pelos
microrganismos produtores de PHA, tornando-as azuladas.”> O uso
do preto de Suddo antes da descoberta de outros corantes foi consi-
deravelmente grande, porém, ele ndo € especifico para PHA, uma vez
que € capaz de agir em todos materiais lipidicos presente na célula.
Contudo, seu uso na identificagdo de microrganismos produtores € a
etapa inicial de muitas pesquisas.?

O azul do Nilo, por sua vez, ¢ um corante basico de oxazina, soltivel
em dgua e dlcool etilico. Em virtude da oxidag@o espontanea do azul do
Nilo em solugdo aquosa, resultando na produgio de vermelho do Nilo,
suspeita-se que este seja o responsdvel pela coloracdo e fluorescéncia
dos granulos de PHA nas c€lulas bacterianas. Esse corante possui pro-
priedades de maior sensibilidade e seletividade para a identifica¢@o de
granulos intracelulares de PHA, pois as membranas celulares e outros
componentes celulares lipidicos ndo absorvem quantidades suficientes
de corante para emitir fluorescéncia.’* Apesar da maior especificidade
do azul do Nilo aos PHAs, Mesquita et al.* compararam as imagens

de células bacterianas coradas com preto de Sudéo (obtidas em mi-
croscopio de campo pulsado) com as imagens obtidas de esfregacos
corados com azul do Nilo (obtidas em microscépio de fluorescéncia)
e constataram que nao somente a detec¢do de microrganismos com a
habilidade de acumular o polimero por meio de qualquer um desses
corantes € igualmente eficiente, como também € confidvel para estimar
a concentragio dos polihidroxialcanoatos presentes nas células.

Detecgdo do gene codante da phaC sintase

As pesquisas mais recentes sobre PHAs abordam o estudo das
enzimas que estdo diretamente envolvidas na sintese de polihidro-
xialcanoatos. Existem quatro classes de PHA sintases, das quais
destacam-se as PHA sintases da classe I, capazes de polimerizar uni-
dades 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).? Independentemente de qual classe a PHA sin-
tase 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 questao.

Os quatro microrganismos avaliados apresentaram o amplicon
esperado de 492 pb, sendo que os primers utilizados nareagdo de PCR
hibridizam internamente o gene codante da PhaC sintase (classes I e
I1) de maneira universal.!” Lopez et al.?’ foram os primeiros pesqui-
sadores a utilizar a técnica de PCR para identificar organismos que
apresentassem o gene em questdo, mas na ocasiao os primers foram
baseados apenas no genoma de Cupriavidus necator. Com a popu-
larizacdo dessa técnica molecular aliada a crescente disponibilidade
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de microrganismos sequenciados, diversos autores comegaram a
desenhar iniciadores com degeneracéo das suas bases em diferentes
proporgdes. Sheu er al.® foram alguns desses pesquisadores: eles
elaboraram, com sucesso, um protocolo para detectar isolados bac-
terianos produtores de PHAs obtidos de amostras ambientais, por
meio de colony PCR. As sequéncias altamente degeneradas propostas
pelo grupo sdo utilizados para detectar genes phaC das classes I e
II. Até o presente momento, ndo hd primers universais para detectar
genes phaC das classes III e/ou IV,?® embora existam aqueles que sdo
especificos para bactérias redutoras de sulfato e haloarchaea que codi-
ficam para a PhaC sintase de classe IT11.*> Shamala et al.* publicaram
um trabalho divulgando primers ndo degenerados que delimitam o
gene phaC especifico da PhaC sintase IV, presente em Bacillus spp.,
porém os autores nio conseguiram amplificaciio desse gene em B.
anthracis e B. thuringensis. O referido trabalho levou Solaiman e
Ashby?®' 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 subgrupo B. cereus (incluindo B. anthracis e
B. thuringensis). Sendo assim, isso significa que apesar da deteccao do
gene nos isolados BMA-05, 19, 13 e BLD-07, ndo € possivel afirmar
qual classe de phaC estd presente em cada uma dessas bactérias.

Identificacdo molecular (16S rDNA) das bactérias produtores
de PHA

Os primers utilizados nas reacdes de PCR deste trabalho para
amplificar a regido 16S rDNA resultaram em fragmentos génicos com
cerca de 700 pb em todos os quatro isolados testados. A comparacio
entre as bases nucleotidicas obtidas e os bancos de dados permitiram
identificar que os microrganismos produtores de PHAs pertencem
ao dominio Bacteria, sendo um representante do filo Firmicutes
(BLD-07) e os outros do filo Gammaproteobacteria. A andlise do
alinhamento multiplo das sequéncias nucleotidicas mostraram que a
regides 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 (Figura 1). Os
nimeros de acesso no GenBank (NCBI) das sequéncias depositadas
sdao: KU555925 (Pseudomonas fluorescens BMAOS), KU555926
(Enterobacter aerogenes BMA10), KU555927 (Klebsiella oxytoca
BMAI13) e KU555928 (Bacillus pumilus BLD-07).

Bacillus pumilus (BLD-07)
_: Cupriavidus necator ATCC 17699
Pseudomonas fluorescens (BMA-05)
rKlebsiella oxytoca (BMA-13)
Enterobacter aerogenes (BMA-10)

0.1

Figura 1. Dendograma obtido em decorréncia do alinhamento miiltiplo das
sequéncias 16S rDNA dos isolados BMA-05, 10, 13 e BLD-07, os quais tive-
ram 99 % de identidade com as bactérias Pseudomonas fluorescens P10-1,
Enterobacter aerogenes KCTC 2190, Klebsiella oxytoca KCTC 1686 e Bacillus
pumilus SAFR-032, respectivamente

Conhecer a espécie precisa dos microrganismos isolados € essen-
cial para direcionar futuros estudos para uma determinada finalidade.
Dos quatro géneros identificados no presente trabalho, Pseudomonas
e Bacillus sdo os mais largamente utilizados na producdo de PHAs.

Enquanto o género Pseudomonas é conhecido por produzir
PHAs contendo mondmeros de cadeia média, algumas bactérias
Gram-positivas, tais como espécies de Bacillus, Clostridium,

Quim. Nova

Corynebacterium, Nocardia e Rhodococcus, t€m sido estudadas tanto
na produgdo de PHB como também de copolimeros. O género Bacillus
compreende mais de 50 espécies, cujo rendimento da produgdo de
PHAs varia de 11 a 69% (p/p de massa seca celular) e esse polimero
biodegraddvel pode ser produzido em condi¢des de excesso ou limitan-
tes de algum nutriente. Segundo Parvathi ez al.,**a espécie B. pumilus
caracteriza-se por ser altamente resistente a condi¢cdes ambientais
extremas, como a disponibilidade de baixo ou nenhum nutriente,
dessecacdo, irradiagdo, presenga de H,0O, e desinfeccdo quimica. Seu
papel ecoldgico € 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 ndo serem frequentemente documentados como produtores
de PHAs, sdo capazes de hiperexpressar genes relacionados a sintese
desse polimero e t€m sido usados com sucesso para esse fim em
experimentos de engenharia genética.”

Cinética de crescimento dos isolados

Condig¢oes de fermentagdo como a relagio C:N, a concentragio
de oxigénio dissolvido e quantidade de células no meio de cultura®
aliada a otimizagdo das vias metabdlicas®® sdo fatores de extrema
importancia quando se busca maximizar a biossintese de PHA pelos
microrganismos. A presenca da fonte orgdnica de nitrogénio nos
meios 02, 03 e 05 permitiu que os microrganismos utilizassem o
substrato disponivel gerando maior biomassa em comparagdo ao
meio 04 (Tabela 3).

Esse resultado estd de acordo com Sreekanth et al.,’® que estu-
daram como diferentes fontes de nitrogénio (0,2 g N L) afetam o
rendimento da produgdo de PHA e -amilase numa cepa de Bacillus
sp. cultivada em meio contendo 20 g L' de sacarose como fonte de
carbono. Os autores observaram que fontes orginicas de nitrogénio
resultaram em maior biomassa e também maior quantidade de PHA
dentro das células. Rendimentos de PHA diferenciados como reflexo
da fonte nitrogenada presente no meio de cultura também foram
documentados em outros experimentos semelhantes.*** Yiiksekda
et al.,*® por exemplo, demonstraram que em meio contendo peptona,
duas linhagens de Bacillus apresentaram os maiores rendimentos de
PHB em comparagdo com os meios contendo sulfato de amonio,
nitrato de potdssio, e os aminodcidos L-cisteina e L-glicina (sempre
na concentragdo de 20 g L!). J4 Gomaa et al.*® avaliaram o efeito de
19 fontes de nitrogénio na producdo de PHA em Bacillus subtilis e
verificaram que sulfato de amdnio e nitrato de amdnio na concentra-
¢do de 1 g L' foram as melhores fontes para o crescimento da cepa.

No presente trabalho, € possivel afirmar que a adi¢do de hidroli-
sado de proteinas favoreceu o crescimento de Enterobacter aerogenes
BMA-10 Klebsiella oxytoca BMA-13. Todavia, os crescimentos ob-
servados no meio 01 foram equiparaveis aos do meio 04. Nesta tltima
condic¢@o, as células bacterianas conseguiram se multiplicar em meio
ausente de glicose provavelmente devido a presenca de alguma fonte
de carbono que ainda tenha restado no meio de cultura que foi introdu-
zido juntamente com o inéculo, pois quando qualquer microrganismo
se multiplica no meio de cultura, hd um decréscimo proporcional na
quantidade de nutrientes até o ponto em que a concentragdo de nu-
trientes por organismo atinja um nivel critico e a multiplicagio cesse.

Pseudomonas fluorescens BMA-05 foi o tnico isolado que nao
acidificou nenhum dos meios de cultura, em nenhum dos tempos. Para
os outros trés isolados, os meios 02, 03 e 04 mantiveram-se préximos da
neutralidade em todos os intervalos de tempo amostrados. Os meios 01
e 05, por sua vez, sofreram acidificacdo ja ap6s 24 h de cultivo, perma-
necendo na mesma faixa de pH até o final do experimento. Entretanto,
como o meio 01 € limitado em nitrogénio [0,2 g L' de (NH,),SO,], os
microrganismos consumiram somente até 50% da glicose apds 96 h



787

Selecdo polifdsica de microrganismos produtores de polihidroxialcanoatos

Vol. 39, No. 7

*QUOWILATIEOYTUSITS TS QIUS WAIJIP OkU soduId) SoJUIdJIp SOU SOPIIqO SAIOTEA
so anb weotpur srenst senoy ojuenbuo ‘(go°0 > d) AN, 2159} o[od LINSMILISS BIUISJIP WLIIPUT ONotwEIed OWSIUT OP SBUN[OD SBU SAJURIJIP SEIII] Sk ‘OWSIUBSIOI eped ered "oeiped O1Asdp F sejeor[din sep erpow & wejuasaidar satofea sQ euoydod
9p -1 3 ¢ 9950013 ap 1T 8 g = SO ORIN ‘Buoidad 9 95091]3 9p AUAIsNE A[ONU0D = () OIIA ‘Buoydad ap T 3 ¢ 9950013 ap T 3 ¢ = €0 O1IN ‘Buoidad ap T 8 ¢ = 7() OIIA ‘9$021[3 9p T T )7 WO ‘[RUOIIUIAUOD OWIUIW OIAW = [() OIDJA] :BPUITT

OE0FTEE OLOFHES Q0 TFOTY I00FEL'S S8OF65'S H0'0FITO oSI°E F LLTT w0000 F 209 9TOF 61T al0'0F IT0 +88°TF 0891 000 F86'S 900 F 611 01'0 F [¥'81 :9V'0FEL'S 000 F 0L  U96
SO0FSTE OLOFLOY 180T LT 0007 SO'S 9I'0F98°C €00 F TT'0 wLI'€ FETOI IOV FF6'S 110 F 8T 4SO'0F 910 w680 F 0091 000 F86'S w000 F 91T W9 IF LI 0TOFOI'S 000FTOL  UTL
STOFLLT H80FTY9 SI0FLET 000FIIS YOOF ¥ S00FET0 w66l FEII I00F E6'S HOOF 6T (TI'0F PTO 6TTFOLSI 000 FH6'S OTOFSIT STEFHELL @6 TFEOY 000FCTL  USY SO ORI
W00'0F 66T (8S0OF LSS «S8TF 088 V00FS6'S 890F LY (80T SE'E (TTTFLSEL 000 F98°C W0I0F LLT «l0°0F0T0 oS80 F LOSI 000 F I8'S wS0°0 F O£ W8€'T F TSIl S'0FEST 000F 969 Ube
2000 F LIS 9L°0F #0'0T 2000 F00'0 «00°0 F66'9 SO0 FTT'E W0S'0F LEOT 2000 F 000 000 F66'9 «9TOF 6T LT FSS'6I «00°0 F 000 000 F66'9 +C0'0F 0T LSO F I8°61 :00°0 ¥ 000 «00'0 F 669 U0
OO F8I0 5000 F 000 «000F 090 «00'0FTIL wl00FOI'0 W000F 100 WLEOFSE al00FLTL LOOFIN0 000F 00 OTOFTE 000FIEL 000F 600 000F 000 «lHOFEIE SI0FSTL U6
JA00F0T0 «I00F 100 LI0FE6CT 000 F ITL «TO0F 110 000F 100 «THOFLEE 000F 6I'L 000FII0 000 F €00 6F'0F EE'E 000 F ST'L wl0'0F80°0 L000F 100 ITOF09E 000F80L UTL
£00F8I0 2000 F 000 «88'TFLIY «00'0F60°L «100F 800 000F 100 OLOFOLT 000F ITL +IOOFHI0 000 F €00 ILOFE09 000FSTL +10°0F80°0 000F 100 (ITOFEET 000FOTL USP PO ORI
Jd0'0F 600 +10°0F P00 ITOF LT wl0'OFOIL [00FTI'0 000F 100 TEOFLET 000F LI'L «l00FHI0 000 F €00 HTOFT'S 000FSIL 10707900 000F 100 000F0T0 0007969  UPT
000 F SO0 @l00FTO0 000F 000 00'0F 669 000F90°0 00°0F 000 400°0F 000 000F 669 >10°0F 00 000 F 00 2000 F 000 000 F 669 6000 F90°0 000 F 000 000 F 000 «00'0F 669 U0
HIOFI6E 000FTI0 1ZI0FELD 000 F 089 wl0OFETT al00F €00 w990 F I'F1 000 F 069 900 F6LT «00°0 900 THOFLOI 00FH8'9 oI1'0FT8T SI0OFSLT «SL'OFEE'9 000 FTTL U6
JASTTF60T 000F 00 6T0F €8'6 w000 F LL'D «E0'0FOLT al00F €00 9E°0 F 08°V1 000 F T6'9 w€0'0F EL'T 000 F 90°0 «T6'0 F S8'TT 400°0 F L8'9 w800 F 18] «S0'0F SS'I o£E€ T FES'L 000FSI'L  UTL
FHOF ST 000F 600 900 F EV'F w000 F LD «E0'0FOLT 000 F 10°0 «TH'0 F LTEL 000 F06'9 +ITOF 86T al00F SO0 90T FOP'ST 000 F98'9 wWI'0F 69T wlOOF VLT x66'0F00°C 000 F8T'L U8y €0 ORI
OI0F 18T G100FSI'0 900 F €8°C 000 F 0L €L0FITT al00F 00 oL9'0F LI'EL 000 F08'9 800 F LL'T 4000 F SO0 «ZE0 F EL'01 w000 F 089 w9S'0F LTT 900 F 8l 61'1 FEI'E [00F 6O UPT
w600 F S8'T +T0'0 F 89T 000 F 000 0007669 8I'0F 68T SO0F 99T 000 F 000 000F 669 w600 F LT w£0'0FTYT 000F 000 000F 669 00T LI'T I00F6LT 10007000 «000F 669 U0
FIOFTLE w000 F €00 660 F LY'E 000 F LEL OI'0FETT 000F €00 HFOF0S0I s[00F6EL HOOFTET ol0°0F V00 oLSOF EV'S 1000 FOF'L oLOOF LT L000F 100 SLOFO6S 000F¥TL  U96
OO FIEE 000 F 200 Z90F00'S (l0'0FHEL o600 F8LT 000 FTO0 OF0 F LI'OL «l00FITL LI FOF'T wl0'0F SO0 oS'EFOFOI pI00F LKL oSO'0FLYT o100FTO0 9SOFOI'9 000FOI'L  UTL
JAT0FOIE wI00FT00 «690F00L «TO0FPYL HTOFELT 000F 100 «£TOFES 000 FHT'L wSOOFE6T o100 F LO'0 oZTT F €8°01 0010 F8TL oEI'0F ST w100 F 1070 oSH'1FEEQ 000FSTL  USY  TOORIW
OIOFI6T I00F 100 1000F 090 V00 FOEL HFOOFS6T (l00OF 100 9E0FIEG w000F I1'L S00F6ST wl00F 00 EOFE6'6 V0OFLIL OI0FTYT 100F 100 SIOFLSE 0H00FTOL  UPT
AL8OFSLT 4000 F 000 1000 F 000 +000F 669 £00FTLT 000F000 000 F 000 000F 669 800F LI'T wl0°0F90°0 000F 000 00°0F 669 00T L6'T +[00FTO0D 0007000 000F669 U0
600 FVET «96'1 FLT6 (I€OF €8T 000 F P9 WTEOFTHT £TTFIL0I SEOFLI'E 000F69% 010 F LT o£9°0 F8SHI €60 F LL'T 000 F08'F +T0'0 ¥ 8TO «h0TF 6€'81 W9STFIT 000 FSI'L U6
JOFIET 00T S0 900FE0T wl00F 199 €00 F 890 £9°0F 60Tl DEOFH'E  000F 48T w800 F V6T 0L F V6'ET 2980 F LOE 000 F 6L <100 F 6T°0 «8L'0F 10°0T ILOFOS'C 000F [1L  UTL
OT'0F S0 «S0'0F LSOT «TI'0F L6'0 «00'0 F 659 4L0'0 F 850 21L6'0 F 69T wSE0 F €6€ STOOF SE'C WSI0FOTT OF0F SSHI wLPOF ELY wI00OF €87 w1070 F 6T0 160 F LF'81 w190 F 08T 000F0TL U8y  10OPW
€00 F 950 TSTFLTTL «SEOF06'T 000 F L9 (TO0OF LF'O £TTF6TST oSE0F 06T »I10°0F9E'9 HI0F 80T b0 F SSLL «0I'0F0S' ([00F T6'S l00F 610 o691 FIECT SSOFET «000F €L UK
ST0'0 FSTO oLLOF €761 2000 F00°0 5000 F 66'9 «[0°0FTT'O «1S0F 10°0T 000 F 00°0 00°0 F66'9 +00°0 F LI0 «8%°0 F 9£°0T s00°0 ¥ 00°0 «00°0 F 66’9 410°0F0T'0 «6L°0 F 6¥'61 000 000 000 F 669 U0
(19 (-19) (Bw) (13) (13) (Sw) (19 (19 (Sw) (19 (13) Bw)
STR)O) S10INpaIX Hd STR)0) $9I0)NPaIX Hd STR)O) S9I0INpPaIX Hd STR)0) SaI0INPAIX Hd
Seura)old SOIPIOID [7101 BSSEIN SeUId10IJ SOIPIOID) [7101 BSSEIN Seura)old SOIPIOID [F103 BSSEIN Seura)old SOIPIOID) [7101 BSSEIN oduay, ORI
L0-A719 snnund snjjong CI-VING p2018x0 v))215q21y 01-VING Sauadotan 12100qo4a1u7g GO-VING Suassaionyf souowmopnasq

OBU NO OPEIYIPOW ‘OWTUIW BINI[ND 9P OTW P Tl G W (D, [ F ¢ ‘widr G9)

4 96 dJueInp sopeAnnd syHd ap saroinpoid sjuswerouajod sowsiuediorou onenb sop £as BSSBWOIQ 2 SB[N[ID 9P SAIAI] SAJUBPLRUIIGOS SOP $18)0) seurajold ap 9 sa10inpar SOIpIdIS ‘+[ SUOI Ip SI0ILNUIIU0)) € B[R],



788 Silva et al.

de cultivo. Esse meio de cultura é comumente utilizado por pesquisa-
dores que buscam selecionar possiveis bactérias produtoras de PHAs,
entretanto, tais condicdes nutricionais ndo sdo validas para todos
o0s microrganismos. Shi ez al.,** por exemplo, verificaram que para
Brachymonas sp. P12 as condigdes de excesso de carbono tiveram efeito
negativo no acimulo de PHA quando comparado a condi¢des limitan-
tes de carbono. Nessa cultura, a aeracdo, limitagdo de C, excesso ou
limitagdo de N e excesso ou limitagdo de P afetam a producdo 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. Encontrar a condi¢@o ideal para a produgdo do biopolimero
varia ndo somente de acordo com a espécie bacteriana, mas também
entre as diferentes cepas da mesma espécie,”! e como o nitrogénio
faz parte da composicdo de macromoléculas como proteinas e dcidos
nucleicos, a adigio dele faz-se necessdria a multiplicagdo microbiana.

CONCLUSAO

Quatro bactérias (Enterobacter aerogenes BMA-10, Pseudomonas
fluorescens BMA-05, Klebsiella oxytoca BMA-13 e Bacillus pumilus
BLD-07) entre um total de 24 isoladas de solo de Mata Atlantica e
Lodo de ETE de agroindustria sucroalcooleira foram selecionadas
por serem capazes de turvar acentuadamente o0 meio minimo mineral
indutor de produgdo de PHAs, mediante diferentes fontes de carbono,
além de reterem o corante preto de Suddo e apresentarem em seu
genoma o gene phaC, codante da PhaC sintase. Sob luz ultravioleta,
culturas sélidas contendo o corante azul do Nilo sé apresentaram
fluorescéncia caracteristica de acimulo de PHA para um desses trés
isolados, isto €, Enterobacter aerogenes BMA-10. O meio minimo
acrescido de peptona demonstrou ser um meio de cultivo favordvel
ao crescimento dos isolados.
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