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RESUMO

Os microrganismos sao essenciais para a vida na Terra, ja que promovem a ciclagem
de nutrientes e além disso, com o advento da biotecnologia sdo responsaveis por
diversos bioprodutos atualmente produzidos pela induUstria, como enzimas e
biopolimeros. Esse tipo de producdo apresenta vantagens ambientais, uma vez que
sdo provenientes de fontes renovaveis, além de serem biodegradaveis. Fator de
extrema importancia jA que muitos produtos e processos como a producdo de
plasticos convencionais deixam residuos permanentes no planeta. O presente estudo
teve como objetivo a bioprospeccdo de bactérias com o potencial de producéo das
enzimas de interesse comercial amilase e xilanase e também com o potencial para
produzir o biopolimero polihidroxialcanoato (PHA) a partir de amostras de agua do Rio
Mimoso (Bonito, MS). O meio minimo contendo amido ou xilana como Unica fonte de
carbono selecionou aquelas culturas com potencial de producdo das enzimas
amilases e xilanase, respectivamente. Foram obtidos dez isolados potencialmente
produtores de amilase e dez isolados potencialmente produtores de xilanase. Estas
bactérias foram submetidas a avaliagdo do indice Enzimatico (IE) calculado a partir
da razéo entre o diametro da colbnia e do halo de degradacao formado ao redor das
colbnias. Das dez bactérias isoladas com amido sete apresentaram (IE)>2,0. Dos dez
isolados em xilana como fonte de carbono, oito apresentaram (IE)>2,0. Visando a
producado de PHA o isolamento foi procedido em meio ISP9 suplementado com glicerol
(2%), no qual 10 bactérias foram isoladas e avaliadas quanto a producdo de PHAs
através de um screening inicial com coloracéo de colénias com Sudan Black B 0,02%,
as colbnias positivas foram posteriormente avaliadas apds crescimento em meio de
cultivo contendo corante Red Nile (25 pug.mlt). Apdés 24 e 48 horas as placas foram
avaliadas no fotodocumentador para verificar fluorescéncia conferida quando as
bactérias produzem PHAs. Os resultados obtidos neste estudo demonstram que 0s
isolados estudados possuem um alto potencial de produzir os bioprodutos PHA,

amilase e xilanase quando comparados com os dados da literatura.
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ABSTRACT

Microorganisms are essential for life on Earth, since they promote nutrient cycling and
in addition, with the advent of biotechnology are responsible for several bioproducts
currently produced by industry, such as enzymes and biopolymers. This type of
production has environmental advantages, since they come from renewable sources,
besides being biodegradable. An extremely important factor since many products and
processes such as the production of conventional plastics leave permanent waste on
the planet. The present study aimed to bioprospect bacteria with the potential
production of enzymes with commercial interest amylase and xylanase and also with
the potential to produce the biopolymer polyhydroxyalcanoate (PHA) from water
samples of the Mimoso River (Bonito, MS). The minimum medium containing starch or
xylana as the only source of carbon selected those strains with production potential of
amylase enzymes and xylanase, respectively. Ten potentially producing amylase
isolates and ten potentially xylanase-producing isolates were obtained. These bacteria
were submitted to the evaluation of the Enzymatic Index (EIl) calculated from the ratio
between the diameter of the colony and the degradation halo formed around the
colonies. From the ten bacteria isolated with starch, seven presented (IE)>2.0. From
the ten xylana isolates as a carbon source, eight presented (EI)>2.0. Aiming at the
production of PHA isolation was carried out in ISP9 medium supplemented with
glycerol (2%), in which 10 bacteria were isolated and evaluated for the production of
PHAs through an initial screening with colony color with Sudan Black B 0.02%, the
positive colonies were later evaluated after growth in the medium of cultivation with red
nile dye (25 pg. ml?t). After 24 and 48 hours the plates were evaluated on the
photocumenter to check for fluorescence conferred when bacteria produce PHAs. The
results obtained in this study demonstrate that the isolates studied have a high
potential to produce PHA, amylase and xylanase bioproducts when compared to the
literature data.

Keywords:.Bioproducts; Biopolymers; Biotechnological Potential; Microorganisms.
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1. INTRODUCAO

A biotecnologia estuda a aplicacdo de organismos e de sistemas biologicos na
producdo de bens e servigcos. Os microrganismos sdo um dos maiores aliados da
producdo biotecnoldgica sendo responsaveis por gerar grande parte dos produtos
consumidos pela sociedade.

O Brasil tem um grande potencial para obter esses organismos. J& que
considerado uma nagéo megadiversa, devido ao seu imenso espaco territorial abriga
diferentes espécies, organismos, climas, biomas — incluindo o bioma Cerrado.
Entretanto, se faz necessario mais pesquisas que explorem o potencial biotecnolégico
dessa megadiversidade. Portanto, necessario é de extrema importancia um maior
levantamento a respeito dos microrganismos existentes e suas possiveis aplicagdes.
Nesse sentido, a bioprospeccdo é uma ferramenta que permite a obtencdo de
organismos do ambiente que tenham potencial econémico e, eventualmente, levam
ao desenvolvimento de um produto.

O bioma do cerrado, é reconhecido como um local de ampla biodiversidade
sendo classificado como uma das regides de maior diversidade do mundo (SILVA E
BATES, 2002). Desse modo, é grande a possibilidade de prospeccéo de diferentes
espécies de bactérias, dentre elas, aquelas com capacidade de producdo de
biopolimeros e enzimas.

A cidade de Bonito, localizada no estado de Mato Grosso do Sul, Brasil, esta
integrada ao complexo turistico do Parque Nacional da Serra da Bodoquena. Essa
regido possui como vegetacao dominante o cerrado e seus rios pertencem a bacia do
rio Paraguai. Nessa regido, os rios tem como caracteristica a transparéncia cristalina
de suas aguas, que sao originarias principalmente de rochas calcéarias (SILVA e
FONSECA, 2018). Apesar de sua importancia como reservatorio de varias espécies,
0 conhecimento sobre sua microbiota com potencial biotecnolégico é muito limitado.
Até o presente momento, nenhum artigo a respeito de bioprospeccéo de bactérias de
agua doce, com potencial de producéo biotecnolédgica foi publicado na regido de
Bonito, MS.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Producédo de Bioprodutos por bactérias

Os microrganismos sdo fundamentais para a existéncia do mundo como
conhecemos. Esses organismos microscopicos possuem diversas aplicacdes, seja na
manutencao do equilibrio dos organismos vivos ou na geracao de produtos. Com a
demanda diaria cada vez maior por produtos e bens de servicos e uma maior
preocupacao em relacdo ao meio ambiente, o uso dos microrganismos se apresenta
como uma boa alternativa para os problemas de consumo desenfreado de matéria
prima ndo renovavel e acumulo de lixo.

Dentre as diversas aplicacdes, pode-se destacar a area industrial, na qual os
microrganismos séo usados na sintese de produtos quimicos como vitaminas, acidos
organicos, enzimas, biopolimeros, alcoois e farmacos. S&o também bastante
importantes na industria de alimentos, que os utiliza para producdo de vinagre,
bebidas alcodlicas, azeitonas verdes, molhos, queijos, iogurte e péo, por exemplo
(TORTORA, 2012).

Uma éarea de bastante interesse comercial é o de producdo enzimatica. As
enzimas sao um dos grupos de produtos biolégicos mais importantes, pois sao
utilizadas em vérias etapas de processos industriais, especialmente na area de
biotecnologia ambiental, industrial e de alimentos (FERNANDES, 2009). Os
microrganismos podem ser manipulados geneticamente de modo que passem a
produzir substancias que normalmente ndo sintetizariam. Estas substancias incluem
a celulose, digestivos e compostos para limpeza de tubula¢des, além de substancias
de grande importancia terapéutica como a insulina (TORTORA, 2012).

Outro exemplo de utilizacdo enzimatica sdo as amilases. Estas sdo aplicadas
em processos de hidrdlise do amido para producdo, entre outras coisas, de
biocombustiveis a partir de fontes vegetais. As xilanases sdo essenciais para a
industria de papel e celulose durante o branqueamento do papel sem a necessidade
de utilizacdo de compostos clorados.

Além das enzimas, outro importante bioproduto sdo os biopolimeros. Muitos
microrganismos podem armazenar inclusdes intracelulares inorganicas e / ou
organicas denominadas polihidroxialcanoatos (PHA). Esses compostos, quando em
grande quantidade, sdo uma alternativa aos polimeros de origem féssil, sendo assim

mais sustentaveis do ponto de vista ambiental (POLI, 2011).
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2.2. Bioprospecc¢ao de Microrganismos de Agua Doce

Apesar de haver um interesse econémico, social e ambiental cada vez maior a
respeito da preservacdo e importancia da agua doce, esses ecossistemas sao muito
menos pesquisados que outros ecossistemas como o terrestre e marinho. Menos de
10% dos dados de limnologia sdo focados em virus, bactérias, fungos e protistas e
seus processos metabadlicos em aguas doces (DEBROAS, 2009). Os bio-recursos nos
ecossistemas de agua doce sdo amplamente inexplorados, especialmente no campo
da microbiologia (ZOTHANPUIA, 2018).

A despeito de despertarem menor interesse de estudo, os ecossistemas de
agua doce se apresentam como uma area promissora para a obtencdo de
microrganismos de interesse comercial. Zothanpuia e colaboradores (2018)
conseguiram isolar actinomicetos de agua doce com potencial para producao de
compostos antimicrobianos. Silva e Fonseca (2018), bioprospectaram diferentes
espécies de microalgas de agua doce em Bonito, MS.

Porém, ndo ha registros na literatura de bioprospeccéo de microrganismos com
potencial biotecnolégico em ambiente de agua doce de Bonito, MS, onde foram
coletadas as amostras deste estudo.

2.3. Biopolimeros

Ao longo dos anos o acumulo de residuos plasticos tem se tornando um sério
problema ambiental. Esses polimeros provenientes de fonte de petrdleo possuem
como caracteristicas principais grande durabilidade, facil manipulacao e baixo custo o
gue os tornam de grande interesse industrial, entretanto, por essas mesmas razdes
seu descarte ocorre na grande maioria das vezes de forma inadequada gerando
grande acumulo de materiais ndo degradaveis.

Esse tipo de residuo quando no ambiente, sofre apenas degradacdo mecénica,
gerando a fragmentacdo desse material até tamanhos mindsculos (<5 mm), os
chamados microplasticos, que podem ser encontrados em praticamente todos os
ambientes naturais (ARAUJO e SILVA-CAVALCANTI, 2016). Eles sdo um poluente
anico e potencialmente acumulavel no ecossistema marinho que compromete a
capacidade dos oceanos ja estressados de fornecer servicos essenciais ao
ecossistema que sustentam a vida em terra (ANDRADY, 2017). No cenario nacional,

o Brasil apresenta apenas 1 % de reciclagem do material plastico p6s-consumo. Dos
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6,2 milhdes de toneladas de produto gerado somente 615 mil recebe uma destinacéo
correta (ABIPLAST, 2018).

Diante disso, outras fontes tém sido utilizadas. Os bioplasticos surgiram como
uma alternativa aos plasticos derivados de petroleo, que ao contrario desses sao
produzidos a partir de fontes renovaveis e apresentam biodegradacdo (DELGADO e
CORDOBA, 2015). Polimeros biodegradaveis, ou biopolimeros, sdo aqueles
polimeros nos quais a degradacao resulta da acdo de microrganismos de ocorréncia
natural como bactérias, fungos e algas, podendo ser degradados ou decompostos em
semanas ou meses sob condi¢bes adequadas. A origem desses biopolimeros pode
ser diversa como fontes naturais renovaveis (milho, celulose, batata, cana-de-agucar),
ou sintetizados por bactérias (BRITO, 2011).

Dentre os biopolimeros estdo os polihidroxialcanoatos endocelulares (PHAS),
que sdo uma familia de poliésteres compostos de &cidos graxos que sao
biossintetizados e armazenados no citoplasma de alguns microrganismos como
inclus@es lipidicas de geralmente 0,2 — 0,5 um de diametro (Figura 01) (SUDESH,
2000). Sua estrutura € composta de poliésteres lineares de 3, 4, 5 e 6-hidroxiacidos
(Figura 02).

Figura 01. Granulos de PHA no interior de Rastonia eutropha. Fonte: TIAN, 2004.
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Figura 02. Estrutura geral dos polihidroxialcanoatos. R1 e R2 = grupos alquila; x=1 —
4; n= 100 — 30000. Fonte: PHILIP, 2007.
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Esses biopolimeros sdo geralmente encontrados em microrganismos isolados
de um ambiente natural e pobre em fontes de nutrientes, provenientes do solo ou da
agua de nascentes (POLI, 2011). As bactérias envolvidas na producdo de PHA podem
compor dois grupos distintos. No primeiro, estdo as bactérias que s6 acumulam
biopolimeros se houver limitacdo de um nutriente e a producdo do PHA néo ocorre
durante o crescimento celular. J& o segundo grupo € composto das bactérias que nao
precisam de um limitante e acumulam PHA durante a fase de crescimento (RAZA et
al., 2018).

S&o conhecidos trés tipos de PHA, que variam de acordo com o comprimento
da cadeia lateral, sdo estes: PHA scl (comprimento da cadeia curta), PHA mcl
(comprimento da cadeia média) e PHA Icl (comprimento da cadeia longa), onde a
cadeia lateral alquil varia de 1 a 14 carbonos (SUDESH, 2000; DELGADO, 2015). A
sintese dos PHAs pode ocorrer por diferentes microrganismos e servem como
reservas energéticas quando em presenca de excesso de fonte de carbono ou
restricdo de um nutriente essencial. Quando carbono e energia sdo necessarios, 0
PHA é normalmente despolimerizado em &acido D (-) - hidroxibutirico e depois
metabolizado para acetoacetato e acetoacetil-CoA (POLI, 2011).

O substrato utilizado para a sintese é importante, pois o PHA formado depende
da fonte de carbono para a formacédo de monémeros e sua polimerizacao, duas etapas
fundamentais do processo de biossintese (PHILIP, 2007). A fonte de carbono pode
dar origem a mondmeros com estrutura idéntica a esse substrato e por isso sao
classificadas como fontes “relacionadas”, ja as matérias que que originam mondémeros
completamente diferentes de sua estrutura sdo chamadas de “nao relacionadas”. A
diferenca na assimilacdo dessas fontes de carbono pode ser compreendida pelas
diferentes vias metabdlicas que operam no microrganismo (PHILIP, 2007). S&o trés
as vias biossintéticas bem conhecidas para formagéo de PHA (Figura 03).
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Figura 03. Vias da biossintese de PHA. Fonte: SUDESH, 2000.

A via | usada por Rasltonia eutopha € a mais conhecida entre as vias
biossintéticas do PHA. Nesta via, duas por¢coes de acetil-CoA sdo condensadas em
acetoacetil-CoA por uma b-cetotiolase (PhaA). O produto sofre entdo uma reducao
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por uma redutase dependente de NADPH (PhaB), que produz o isomero (R)-3-
hidroxibutiril-CoA. Finalmente, a enzima PHA sintase catalisa a polimerizagdo via
esterificacdo de 3-hidroxibutiril-CoA em poli (3-hidroxibutirato) (P (3HB)) (SUDESH,
2000; PHILIP, 2007).

Devido as variacdes estruturais nos mondmeros que constituem os PHAs,
esses biopolimeros se diferem na composi¢édo quimica como homo ou copolimeros e
também apresentam propriedades fisicas distintas (DELGADO, 2015). Por exemplo,
o poli(3-hidroxibutirato) ou PHB, um tipo de PHA, é comparavel ao polipropileno (PP)
em temperatura de fusdo, cristalinidade, forca de tensdo (JENDROSSEK;
HANDRICK, 2002), além de também mostrar boa resisténcia a umidade e adquirir
excelentes propriedades de barreira aos gases.

Os PHAs séo insollveis em agua, apresentam boa resisténcia ao ataque
hidrolitico, séo resistentes aos raios UV, caracteristicas interesses do ponto de vista
comercial, porém afundam na agua, facilitando a biodegradacdo anaerdbica em
sedimentos (RAZA, 2018). Os polihidroxialcanoatos possuem uma grande capacidade
de serem degradados sob condi¢Bes aerdbias e anaerdbicas, por meios térmicos ou
por hidrélise enzimética. Em um sistema bioldgico, os PHAs podem ser degradados
usando despolimerases microbianas, bem como por hidrélise ndo enzimética e
enzimatica em tecidos animais (PHILIP, 2007).

Gracas a sua compatibilidade, facil degradacédo e menor impacto ambiental, os
PHAs tém sido amplamente utilizados em diferentes setores (RAZA, 2018). Na area
industrial o PHA latex pode ser usado para criar superficies resistentes a agua
(LAUZIER et al, 1993), a empresa alema Biomer produz P (3HB) em larga escala.
usando para fabricacdo de artigos comerciais como pentes, canetas e balas de
borracha, também os granulos de polimero sdo vendidos comercialmente (CHEN,
2005).

Os polimeros de PHAs também podem ser utilizados como biocombustiveis
através da técnica de esterificacdo de metila, sintese de dispositivos médicos e
farmacéuticos e possuem muitas outras aplicagbes como: engenharia de tecidos,

aplicacoes cirurgicas, bio-implantes (RAZA, 2018).
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2.4. Enzimas microbianas

As enzimas sao catalizadoras das reacdes que ocorrem nos sistemas
bioldgicos. A funcéo do catalisador € aumentar a velocidade de uma reacao, tendo um
grau de especificidade por seus substratos (NELSON, 2014).

Os microrganismos apresentam caracteristicas desejaveis em relacdo a
producao industrial de enzimas em relacéo a fontes vegetais e animais. Apresentam
grande variedade da atividade catalitica, possuem baixo custo de producao, o cultivo
pode ser feito em pouco tempo e em grande escala, o bioprocesso independe das
variacoes climéaticas ambientais e espaco geografico e h4 menor gasto com matéria
prima (ZIMMER, et al., 2009).

Os microrganismos com potencial para producdo enzimatica podem ser
selecionados pelo uso de meios liquidos ou solidos. Também deve-se considerar o
rendimento na produgédo da enzima, a facilidade no cultivo e se aquele organismo
apresenta o status GRAS (geralmente reconhecido como seguro) (FERNANDES,
2009; HASAN et al., 2005).

Em relacdo a geracdo de capital, a indlstria enzimética possui um gigantesco
mercado financeiro. O estudo conduzido pela Freedonia Group Incorporated, “Word
Enzyme to 2009”, mostrou que a industria mundial de enzimas faturou um total de
US$ 3,7 bilhdes em 2004, com uma previséo de crescimento da demanda de 6,5% ao
ano até 2009, com projecdo para 0 mercado norte americano no ano de 2012 de
aproximadamente US$ 2,5 bilhdes em demanda por enzimas (MONTEIRO e SILVA,
2009). O mercado externo brasileiro foi avaliado no ano de 2005 em 147,2 milhGes de
dolares, correspondendo a 3,7% do mercado internacional (ZIMMER, 2009).

As enzimas possuem diversas funcdes na industria, ndo apenas restrita a
despolimerizagcdo de um produto como o amido, por exemplo, mas como também de
outros carboidratos complexos como a celulose e xilana, e s&o mais facilmente obtidas
de microrganismos como fungos e bactérias (GONCALVES, 2019). Dentre as enzimas
de importancia industrial podemos destacar a amilase e a xilanase, devido as suas

amplas aplicabilidades.

2.5. Amilases

As amilases sdo enzimas que hidrolisam a molécula de amido gerando

pequenos polimeros provenientes das unidades de glicose e obtendo-se outros
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diversos produtos. Essas enzimas catalisam a hidrélise do amido em oligossacarideos
curtos através da clivagem das ligagbes a-D1, 4 glicosidicas (GUPTA et al., 2003).

Hoje em dia, as amilases sdo de maior interesse devido a suas potenciais
aplicacbes comerciais, como liquefacdo de amido, fabricacdo de cerveja,
dimensionamento de industrias téxteis, industrias de papel e detergente. No entanto,
a aplicacdo da amilase é expandida para campos médicos, clinicos e quimicos
analiticos, envolvidos na formulacao de lo¢cdes, pomadas, producdo de biopolimeros,
como suturas cirurgicas e sistemas controlados de administracdo de medicamentos
(FERNANDES, 20009).

O amido, principal carboidrato de reserva das plantas, é constituido por uma
mistura de polimeros de a-glicose unidos por ligacbes glicosidicas, a amilose e a
amilopectina (Figura 04). Enzimas capazes de quebrar as ligagdes a-1,4 e a-1,6 da
amilose e amilopectina, permitem a formacdo de compostos de baixa massa
molecular, como glicose, maltose e dextrinas, utilizados em industrias de alimentos
(bebidas, panificacdo, confeitaria, sorvetes, etc) e de alcool combustivel

(DAMODARAN et al.; 2010).
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Figura 04. Estrutura Molecular do Amido. Fonte: UNESP Bioquimica de alimentos.

A principal vantagem do uso de microrganismos para a producao das amilases
€ a capacidade econd6mica de producdo em massa e a facil manipulacdo desses
organismos para obter enzimas com as caracteristicas desejadas. A a-amilase tem
sido obtida de vérios fungos, leveduras, bactérias e actinomicetos, no entanto,
enzimas de fontes fungicas e bacterianas dominam aplicagdes em setores industriais
(GUPTA et al., 2003).
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2.6. Xilanases

As hemiceluloses sdo uma classe heteropolissacaridicos ramificados que
representam de 15 a 30% da biomassa vegetal (Figura 05) e tem como func¢do unir
guimicamente a celulose e a lignina. Sdo formadas principalmente por pentoses
(xilose, raminose e arabinose), hexoses (glicose, manose e galactose), acidos

urdnicos e radicais acetila (GIRIO et al., 2010).
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Figura 05. Estrutura da biomassa vegetal lignocelulésicas. Fonte:
RATANAKHANOKCHALI, 2013.

As hemiceluloses mais relevantes sdo as xilanas e glucomanos, sendo as
xilanas as mais abundantes. As xilanas (Figura 6) sdo 0s principais componentes da
hemicelulose das paredes celulares secundarias, constituindo cerca de 20 a 30% da

biomassa de madeiras duras e plantas herbaceas (GIRIO et al., 2010).
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Figura 06. Estrutura quimica parcial das xilanas. Fonte: Palmeiras et al., 2010.

As xilanases representam uma classe de enzimas responsaveis pela hidrolise
completa do polissacarideo linear B-1,4-xilana em compostos mais simples,
compostos principalmente por xilose, quebrando assim a hemicelulose (BURLACU et
al., 2016).



27

As xilanases s@o as enzimas que mais se destacam na industria de papel e
celulose e possuem grande aplicacdo desde a década de 1980. Sdo empregadas nas
indUstrias de papel, como auxiliares no branqueamento de polpas Kraft; uso na
industria alimenticia, na fabricacdo de pées de melhor qualidade; no processamento
de sucos, frutas e vegetais, visando a clarificagéo de sucos e vinhos; assim como, na
etapa da filtragdo da cerveja (BECKER et al., 2009).
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3. OBJETIVOS

3.1. Gerais

e Bioprospectar bactérias com potencial biotecnolégico de amostras de agua

do Rio Mimoso localizado no municipio de Bonito-MS.

3.2. Especificos

e |solar bactérias com capacidade de producdo de polihidroxialcanoatos

(PHA) em meio com excesso de fonte de carbono;
e Isolar bactérias com capacidade de producdo da enzima amilase;

e Isolar bactérias com capacidade de producdo da enzima xilanase.

4. HIPOTESE

Existem bactérias com o potencial de producéo de polihidroxialcanoatos (PHA),

amilase e xilanase em amostras de 4gua provenientes do Rio Mimoso em Bonito, MS.
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5. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos do presente trabalho foram realizados conforme o fluxograma

abaixo (Figura 07).

Amostra de agua do
Rio Mimoso (10 mL)

|

Bioprospecg¢dao nos meios
ISP9 + glicerol, ou amido

ou xilana

Amido ou

Coloragao PHA Xilana Teste do halo de

Sudan Black - L. crescimento com os
Analise das bactérias isoladas < "
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SIm Cultivar bactéria Caracterizacio

A cultura corou de azul? em meio contendo mthaintoHal
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i
! NAO ‘
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provavelmente ndo . Produtora de PHA
fluorescéncia
produz PHA
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Figura 07. Fluxograma dos experimentos.

5.2. Coletada Amostra

As amostras de agua utilizadas para o isolamento das bactérias nesse estudo
foram coletadas no Rio Mimoso, localizado a 25 km de Bonito, MS, entre as
coordenadas 20°58’23,517”S e 56°32'44,328”W (Figura 08). A coleta foi realizada em
outubro de 2018.



30

-55257 200000 455257 -108313 -74056 " -39799
“§ Mato Grosso “é ¢ o Bonito
g do Sul =i 9 ~ kkn\,iq‘"t s
3 8 2 3 2 z
R v 2 g
A
= \\TI._S"\'“ f!r’ {&
J c
o ) o Vi ~K
I ? N / L
2 J @ — 5
S S o S =
ENNRRY g { 5 g
\\\}/J 8 C 8
S h ~. . h
. Y s ! {
& \ & - )
—— 2
) Ny
8 { i i
% \ ’— 5
E \ =
R \ gﬂ"} R
\\ o,
-55257 200000 455257 Mo~
-108313 74056 -39799

\ o/
Parque Nacionalda 77 ) AN \ (‘A i H "LN—;
Sefra-daBodogquena > \kC; ; 2_\\\‘ ) {i >\ i/
| \RE
- o N

Figura 8. Localizacdo Geografica do Rio Mimoso. Fonte: Adaptada de MEDEIROS;
BEREZUK; SILVA, 2019.

5.3. Bioprospeccao de Bactérias

Para a selecéo de bactérias produtoras de biopolimeros, utilizou-se o meio de
cultivo ISP9 na composi¢éao de: (NH4)2S0O4, K2HPO4 e KH2PO4 — macronutrientes;
CuS04.5H20, FeS0O4.7H20, MNnS0O4.H20 e ZnS0O4.7H20 — micronutrientes. A fonte de
carbono utilizada neste meio foi glicerol 2%.

Foram pesados 13,2 g de (NH4)2S04, 28,25 g de K2HPO4 e 11,9 g de KH2POa.
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Cada um dos sais foi diluido, separadamente, em 200 mL de &gua destilada,
esterilizados por autoclavagem a 121°C por 20 minutos e armazenados em geladeira.

A solucdo micronutriente foi composta por 0,64 g de CuS04.5H20, 0,11 g de
FeS04.7H20, 0,79 g de MnS04.H20 e ZnS04.7H20. Os sais foram diluidos, juntos,
em 100 mL de agua destilada, esterilizados por autoclavagem a 121 °C por 20 minutos
e devidamente armazenados.

Para o preparo de 200 mL de meio de cultivo foram utilizados: 168 mL de agua
estéril; 8 mL de cada sal (macronutrientes); 0,2 mL de solu¢cdo micronutriente; 4,76
mL de glicerol; 1,36 g de extrato de levedura. Para meio solido foram adicionados 4 g
de &gar bacteriologico (2% do volume final de meio).

Para a selecdo de bactérias produtoras de xilanase utilizou-se 0 meio minimo
de sais contendo xilana como Unica fonte de carbono: xilana beechwood Sigma 2,0 g;
extrato de levedura 0,5 g; NaNOs 0,5 g; KH2PO 1,0 g; FeSO4 0,01 g; agar
bacteriolégico 15 g.

Para selecionar bactérias produtoras de amilase, também se utilizou o meio
minimo de sais, acima citado, porém a fonte de carbono utilizada foi a xilana. O pH de
ambos os meios foi ajustado para 7,0 antes da adicdo do agar, e entdo foram
autoclavados a 121°C por 20 minutos.

5.4. Isolamento e Selecdo de Bactérias

Para o isolamento das bactérias, 10 mL da amostra de 4gua foram adicionadas
em frascos Erlenmeyer contendo 90 mL de solucéo salina (NaCl, 0,9%) esterilizada,
os frascos foram agitados em agitador orbital shaker a 300 rpm durante 30 minutos.
Realizou-se diluicdes seriadas da suspensdo da amostra e 100 pL das diluicdes 104
e 10° foram inoculadas pelo método de espalhamento em superficie em placas de
Petri com os meios ISP9 com 2% de glicerina como fonte de carbono, e em placas de
Petri com meio minimo e contendo amido ou xilana como fontes de carbono.

A cada 1 litro de meio seletivo foram adicionados 3 mL de solug&o fluconazol
0,01g/mL para evitar o crescimento de outros microrganismos indesejados como 0s
fungos.

As placas foram incubadas pelo periodo de 48 horas em incubadora BOD a
temperatura de 30 °C. ApOs o crescimento, as colbnias foram estriadas por

esgotamento para a obtencéo de col6nia isoladas puras.
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5.5. Teste de Halo de Crescimento: Xilanase e Amilase

A determinacdo do potencial enzimatico das bactérias isoladas dos meios
minimos de amido e xilana, respectivamente, ocorreu pelo método qualitativo cup
plate (DINGLE et. al, 1953). Nessa técnica, com o auxilio de uma alca estéril, uma
colénia isolada € aplicada no centro da placa de petri contendo o meio especifico.
Desse modo, a coldnia crescera em apenas um ponto especifico da placa.

Os isolados foram repicados nos meios minimos com amido e xilana,
respectivamente, e incubados em BOD a 30 °C por 24, 48, 72 horas. Recobriu-se as
placas com solucgéo lugol (2,0 g Kl e 1,0 g de iodo em 300 ml de 4gua) por 10 segundos
até os halos de degradacdo ao redor das colbnias se evidenciarem. O teste foi
realizado em triplicata.

A determinagdo do potencial enzimético foi encontrada através do calculo do
indice Enzimético (IE) que mede a relagdo entre o didametro médio do halo de

degradacédo e o diametro médio da colonia.

Diidmetro halo
IE

" Diidmetro colonia

Segundo este método os isolados que obtiverem maior IE nos meios de cultivo,
S840 0S que possuem maior atividade enziméatica. A colénia que apresentar um indice
maior que 2,0 mm pode ser considerada como uma boa produtora enzimatica
(OLIVEIRA et al., 2006).

5.6. Screening de Producéao de PHA

5.6.1. Coloragédo com Sudan Black

Para verificar o acumulo de lipideos utilizou-se a metodologia de Schlegel e
colaboradores (1970) modificada. Corou-se as colbnias isoladas com uma solugéo do
corante 0,02% “Sudan Black B” dissolvido em etanol 96%. Recobriu-se a placa com a
solugdo de “Sudan Black B” por 15 min. O corante foi despejado da placa até o
completo esgotamento da solugdo. Em seguida recobriu-se a placa com a solucao

descorante etanol 96% por 5 min. Por fim, retirou-se a solugdo da placa. A bactéria
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positiva para o acumulo de polimeros permanece azul pois ndo é descorada pela

solugéo de etanol.

5.6.2. Coloragdo com Nile Red

Foi adicionado 1 pl de Nile Red (25 pug.mlt) a cada mL de meio de cultura. A
avaliacao da producao e do acumulo de PHA foi feita pela deteccéo de fluorescéncia
sob luz U.V. em fotodocumentador (Loccus). As placas de agar foram expostas a luz
ultravioleta apds periodos de cultivo apropriados para detectar o acimulo de PHAs
(SPIEKERMANN et al., 1999).

5.6.3. Caracterizacdo Morfotintorial e Bioquimica

ApOs o crescimento de colbnias puras, foi realizada a caracterizacdo
morfotintorial e bioquimica das bactérias, através de coloracdo de Gram, testes de
KOH, catalase e/ou oxidase.

55.3.1 Teste de Gram

Esse teste teve por objetivo a identificacdo morfologica inicial das bactérias. O
meétodo de coloracdo de Gram constitui na fixacdo de corantes nas bactérias para
classifica-las em Gram-positivos e Gram-negativos (TORTORA, 2012). Diferencas
nas estruturas da parede celular das bactérias afetam a retencéo ou a liberacdo do
complexo formado pelo corante cristal violeta e iodo.

As bactérias Gram-positivas possuem uma parede celular de peptideoglicano
(dissacarideos e aminoacidos) mais espessa que as bactérias Gram-negativas, por
isso, retém o corante permanecendo da cor purpura. J& as bactérias Gram-negativas
contém uma camada de lipopolissacarideo (lipideos e polissacarideos) como
componentes de sua parede celular, que é removida durante a lavagem com alcool,
perdendo a coloracéo inicialmente conferida pelo complexo cristal violeta e iodo
ficando incolor até serem novamente coradas de rosa pelo corante safranina.
(TORTORA, 2012).

A coloracdo de Gram foi realizada em bactérias com crescimento maximo de
48 horas conforme a indicagcdo do fabricante do kit utilizado (Laborclin), sendo

realizado esfregaco das bactérias estudadas, uma a uma. O esfregaco foi coberto por
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cristal violeta por de 30 a 60 segundos, logo apoés foi aplicada a lamina solucdo de
lugol pelo periodo de 60 segundos. Apos, a lamina foi lavada com solugéo
descolorante composta por etanol e acetona, por aproximadamente 15 segundos ou
até que o corante parasse de desprender-se. A lamina foi lavada com agua destilada
e por ultimo foi aplicada fucsina, que agiu por 30 segundos, em seguida foi lavada
com agua destilada até que o excesso fosse retirado, e lamina foi avaliada apo6s
secagem. A visualizacao foi feita em microscopio Optico, utilizando a lente objetiva de
100 vezes, para isso foi necessario a aplicacdo de uma gota de dleo de imersao sobre
0 esfregaco. As coldnias que apresentavam coloracédo rosa ou avermelhada foram
consideradas bactérias Gram negativas, e as que apresentaram coloracao roxa ou

azulada, Gram positivas (figura 09).
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Figura 9. Diferencas de coloragdo das bactérias. Fonte: Mariana Bulhfes
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A imagem da esquerda corresponde a Gram-negativas e a da direita corresponde as bactérias
Gram-positivas.

5.6.3.2. Teste de KOH

Para a confirmacdo do teste de Gram, quando o resultado foi inconclusivo,
realizou-se o teste de KOH. Com auxilio de uma alca bacterioldgica foi realizado um
esfregaco das bactérias isolados em lamina de vidro, e uma gota da solucdo de KOH
na concentracdo de 3 M foi adicionada sobre a lamina. Ainda com o auxilio da alga, a
solugdo foi homogeneizada e, no caso de surgimento de uma mistura viscosa e

pegajosa, o resultado foi interpretado como Gram-negativo

5.6.3.3. Teste de Catalase

Com o auxilio da al¢a bacterioldgica foi realizado um esfregago de uma colénia

isolada em uma lamina de vidro até sua fixacdo. Entdo, sobre o esfregaco, uma gota
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de agua oxigenada (H202 3%) foi adicionada e observou-se a formacao de bolhas
provenientes da reagdo de oxidagdo da agua em H20 + O2. (ANVISA, 2016). O
surgimento de bolhas significa resultado positivo e 0 ndo surgimento, resultado

negativo. Esse teste € utilizado para a distincdo dentre as bactérias Gram-positivas.

5.6.3.4. Teste de Oxidase

Essa etapa auxilia o processo de identificacdo de bactérias Gram-negativas.
Usando uma alga bacteriolégica em platina, uma ou duas colbnias da bactéria sao
transferidas e emulsionadas sobre a superficie da tira de oxidase (Laborclin).
Observar o resultado em até 2 minutos: o desenvolvimento de uma coloracéo violeta

caracteriza a prova da oxidase positiva.

5.7. Preservacao dos isolados

As bactérias isoladas e caracterizadas foram preservadas em microtubos
criogénicos em glicerol estéril 20% (BAATI, 2000). As bactérias foram, anteriormente,
inoculadas com auxilio de al¢a de platina e cultivadas em frascos Erlenmeyers de 125
ml contendo meio liquido e incubadas agitador orbital tipo shaker 100 rpm (Nova
Técnica) por 24 horas a 30 °C. Ap6s crescimento da biomassa, aliquotas de 0,8 ml do
meio liquido foram adicionadas ao tubo criogénico contendo 0,8 ml de glicerol 20% e

armazenadas em freezer -20 °C.
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1. Bioprospeccao de Bactérias

Os seguintes isolados foram obtidos por meio do plagueamento da amostra de
agua nos meios seletivos. Do meio seletivo ISP9 + glicerol 2%, especifico para
crescimento de bactérias produtoras de PHA, foi possivel obter 10 isolados. Dos
meios de cultivo seletivos contendo amido como fonte de carbono foram obtidos 10
isolados bacterianos e do meio contendo xilana como fonte de carbono foram obtidos
10 isolados bacterianos.

A escolha das col6nias seguiu 0s seguintes parametros: diferenca morfolégica
a olho nu (quanto a cor, textura, brilho), colonias isoladas (evitando a chance de que
a colénia escolhida ndo esteja contaminada por colénias vizinhas. As bactérias
escolhidas foram repicadas por esgotamento até obtencéo de colbnias puras e entao

cultivadas em tubo inclinado para sua preservacao e uso posterior.

5.2. Indice enzimatico

O teste de halo de crescimento foi realizado com as bactérias isoladas dos
meios com amido e xilana como fonte de carbono, respectivamente, apos 48 horas de
crescimento. A atividade enzimética foi calculada a partir da razéo entre os diametros
dos halos e das colbnias. A tabela 1 corresponde aos diametros dos halos e das
colbnias dos isolados do meio contendo amido como Unica fonte de carbono.

Das dez bactérias isoladas dos meios contendo amido como Unica fonte de
carbono, sete apresentaram boas atividades enzimaticas e uma (Bnt.AM-04) obteve
o indice enzimatico inferior a 2,0 mm e, portanto, ndo deve ser considerada como
potencial produtora enzimética, assim como os isolados Bnt.AM-05 e Bnt.AM-07, que
nao apresentaram atividade enzimatica.

Conforme Oliveira e colaboradores (2006) e Lealem e Gashe (1994) os indices
enzimaticos superiores a 2,0 mm sédo considerados bons valores para a producao

enzimatica daquela colonia.
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Tabela 01. Atividade de amilase produzidos pelos isolados calculados a partir do
diametro dos halos.

Diametro do halo Diametro do

Isolados de degradacéao halo da colbnia IE
(mm) (mm)

Bnt.AM-01 17,00 6,67 2,55
Bnt.AM-02 21,33 8,67 2,46
Bnt.AM-03 13,67 5,33 2,56
Bnt.AM-04 9,67 5,67 1,71
Bnt.AM-05 - - -
Bnt.AM-06 21,67 7,67 2,83
Bnt.AM-07 - - -
Bnt.AM-08 19,00 7,33 2,59
Bnt.AM-09 21,00 7,67 2,74
Bnt.AM-12 20,00 9,67 2,07

Os valores dos indices enzimaticos (IE) representam a relacdo entre o didmetro médio do halo de
degradacédo e o didmetro meédio da colbnia.

A tabela 2 corresponde aos didmetros dos halos e das col6nias e ao indice

Enzimatico dos isolados do meio contendo xilana como Unica fonte de carbono.

Tabela 2. Atividades de xilanase produzidos pelos isolados calculados a partir do
didmetro dos halos.

Diametro do halo Diametro do

Isolados de degradagdo  halo da col6nia IE
(mm) (mm)

Bnt.XL-01 27,33 5,00 5,47
Bnt.XL-02 19,67 4,00 4,92
Bnt.XL-03 17,33 5,00 3,47
Bnt.XL-04 15,00 7,33 2,05
Bnt.XL-05 - - )
Bnt.XL-06 22,00 5,67 3,88
Bnt.XL-07 - } )
Bnt.XL-08 27,00 7,67 3,52
Bnt.XL-09 23,67 7,33 3,23
Bnt.XL-13 19,67 6,33 3,11

Os valores dos indices enzimaticos (IE) representam a relagdo entre o diametro médio do halo de
degradacéo e o diametro médio da coldnia.
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Fernandes (2009), considerou como melhores potenciais para producéo
enzimatica os isolados que que obtiveram (IE)>2,0, destacando Penicillium
verrucosum IE=4,25 mm e Penicillium roqueforti IE=2,83 mm. Desse modo, 0s
isolados Bnt.XL-01 e Bnt.XL-02 possuem excelentes desempenhos de producao pois
apresentaram indices enzimaticos iguais a |IE=5,47 e |E=4,97, valores esses
superiores aos indices considerados bons.

A figura 10 corresponde as fotos dos halos de amilase e xilanase obtidos apos

a adicao do corante lugol.

AM-04 AM-03 XL-06 XL-05

Figura 10. Teste de halo. Fonte: Mariana Bulhdes
A direita estd 0 meio contendo xilana e a esquerda 0 meio com amido.

O indice de atividade enzimética (IE) € um dos parametros semiquantitativos
mais usados para se avaliar a capacidade de producdo de enzimas pelos
microrganismos em meio soélido (OLIVEIRA et al, 2006).

6.2. Coloragdo com Sudan Black B

O screening inicial para o potencial de producdo de PHA nas bactérias isoladas
ocorreu pela adi¢cdo do corante Sudan Black B 0,02%. Como resultado, todas as 10
colbnias foram coradas de azul, indicando o potencial de acumulacdo de PHA, pelo
fato dessa técnica ndo ser tdo precisa para a deteccéo (LICIO, 2011) qualquer tom
azulado foi considerado como resultado positivo (Figura 11).

Licio (2011) utilizou a técnica de detec¢cdo com Sudan Black B em 1520 isolados
em meio soélido e obteve resultado positivo em 154 deles. Mesquita et al. (2015)
compara a metodologia de Sudan Black B com a metodologia Nile Blue A e conclui
gue esse método é valioso para prever inclusdes de armazenamento intracelular de

PHA em bactérias.
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Figura 11. Cultivos ap0s coloracdo com corante Sudan Black

5.4. Coloracdo com Red Nile

Nesta técnica, o corante aplicado ao meio de cultivo se difunde no citoplasma
bacteriano durante o crescimento celular e, consequentemente, cora as inclusdes de
PHA. Os isolados PHA-01, PHA-04, PHA-06, PHA-07, PHA-08, PHA-10 e PHA-11
exibiram forte fluorescéncia e o PHA-03 apresentou fraca fluorescéncia (Figura 12).
Os isolados PHA-02 e PHA-05 néo exibiram fluorescéncia. As fluorescéncias foram
medidas e 24 e 48 horas de crescimento, mas ndo apresentaram diferencas na
intensidade.

Nos ensaios realizados por Spiekermann e colaboradores colbnias de cepas
Ralstonia eutropha, Pseudomonas putida e Azotobacter vinelandii positivas para
producdo de PHA exibiram uma forte fluorescéncia (Spiekermann et al., 1998)

Zuriani et al. (2012) mostrou a correlacdo da concentracdo de PHA e
fluorescéncia em cepa Cupriavidus sp., onde quanto maior a concentragéo (g.L!) de
PHA maior a intensidade da fluorescéncia. Desse modo, é possivel interpretar que a
colénia PHA-03 tem uma menor producédo de PHA que os outros isolados positivos
para a producédo, poia apresentou menor intensidade de fluorescéncia. Zuriani et al.
(2012) também em seu trabalho, conclui que a técnica de Red Nile é uma 6étima

ferramenta para estimar o PHA durante a fase de crescimento.
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Figura 12. Coloracéo Fluorescente do corante Red Nile. Fonte: Mariana Bulhdes

As letras correspondem aos seguintes isolados: A: PHA-01; B: PHA-02; C: PHA-03; D: PHA-04; E:
PHA-05; F: PHA-06, G: PHA: 07, H: PHA-08; I: PHA-10; J: PHA-11. Asimagens B e E representam os
isolados negativos para producdo de PHA. A figura C apresentou fraca fluorescéncia.
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5.5. Caracterizagdo Morfotintorial e Bioquimica das bactérias
produtoras de PHA

ApoOs a obtencao dos isolados em meio ISP9, procedeu-se sua identificacao por
ensaios morfotintoriais. A técnica de Gram serviu para a diferenciacdo dos isolados
em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Dos dez isolados obtidos, oito foram classificados como bactérias bastonetes
Gram-positivas e catalase positivo, e dois como bastonetes Gram-negativas
positivos para o teste de KOH. Todos os isolados Gram negativos foram negativos
para o teste de oxidase (Tabela 03). Desta forma, caso seja necessario optar por
algum dos grupos para uma futura produgcédo de PHA, seria dado preferéncia ao
grupo de bactérias Gram positivas, ja que bactérias Gram negativas e oxidases
negativa pertencem a familia das Enterobacteriaceae e algumas séo descritas como

patogénicas (Octavia; Lan, 2014).

Tabela 03. Caracterizacdo morfotintorial das bactérias produtoras de PHA.

ISOLADO MORFOLOGIA GRAM KOH  CATALASE OXIDASE
EXTERNA

PHA-01 Bastonetes - + NR -

PHA-02 Bastonetes + - + NR
PHA-03 Bastonetes + - + NR
PHA-04 Bastonetes - + NR -

PHA-05 Bastonetes + - + NR
PHA-06 Bastonetes + - + NR
PHA-07 Bastonetes + - + NR
PHA-08 Bastonetes + - + NR
PHA-10 Bastonetes + - + NR
PHA-11 Bastonetes + - + NR

NR: nao realizado
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7. CONCLUSOES

A partir da amostra de agua do Rio Mimoso (Bonito, MS) isolou-se
microrganismos com potencial biotecnoldgico;

e Dez bactérias com potencial de producdo de amilase;

e Dez bactérias com potencial de producao de xilanase;

e QOito bactérias com potencial de producdo de PHA.

Poucos estudos exploram o potencial de bioprospeccdo da agua doce para
obtencéo de microrganismos com potencial biotecnoldgico, desse modo, este trabalho

explora um novo potencial da regiao do cerrado,
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