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Resumo

Polihidroxialcanoatos (PHAs) sdo poliésteres biodegradaveis sintetizados por muitas
bactérias, que por se assemelhar ao polietileno, sdo uma alternativa na substituicdo de
plasticos derivados do petroleo. PHAs sdo acumulados intracelularmente como reserva
de carbono e energia sob certas condi¢Oes de deplecéo de alguns nutrientes e excesso
de uma fonte de carbono. Chromobacterium violaceum é uma bactéria de dgua doce e
solo das regides tropicais e subtropicais, como no Parque Nacional da Serra do Cip6
(PNSC), MG, e pode acumular co-polimeros de 3-hidroxibutirato (3HB) e 3-
hidroxivalerato (3HV). Em estudo prévio, cerca de 400 isolados foram coletados durante
0s anos de 2004, 2005 e 2006 (Bittencourt, 2003). Empregando-se os corantes “Sudan
Black B”, “Nile Blue A” e “Nile Red”, foram isoladas bactérias produtoras de PHA em
diversos substratos. Foi padronizado entdo, o tempo e concentracdo de agucar no meio
ideal para o acumulo de PHA, tendo sempre Cupriavidus necator, jA conhecida
produtora como controle, e selecionados 30 isolados com potencial produtivo.
Empregando-se sequenciamento de rDNA 16S, alguns isolados foram re-confirmados
como C. violaceum. O gene codificador de PHA sintase (phaC), enzima chave que
catalisa o ultimo passo na via de producdo de PHA, foi amplificado por PCR. Foi
evidenciada a presenca de phaC nos isolados. A sequéncia de phaC, embora de baixa
gualidade, indicou similaridade com phaC de C. violaceum, bem como com outras
bactérias produtoras de PHA. Os isolados tidos como melhores produtores nos ensaios
anteriores, foram utilizados para testes posteriores. O PHA presente nas bactérias foi
evidenciado através da analise da curva de crescimento (coloracdo com “Nile-Red” e
analise espectrofluorimétrica), microscopia de fluorescéncia (“Nile-Red”) e microscopia
eletrdnica, evidenciando-se a presencga de enzimas envolvidas na sintese (PHA sintase).
O isolado SC48 foi cultivado em meio mineral (M9) contendo diferentes fontes de
carbono. Os PHA produzidos foram extraidos, parcialmente purificados e submetidos a
diferentes andlises fisico-quimicas: Ressonancia Magnética de *C (RMN *3C),
Ressonancia Magnética de Prétons (RMN 'H) e Infravermelho (IV). Estas andlises

revelaram se tratar realmente de um polihidroxialcanoato.

Palavras-chave: Polihidroxialcanoatos (PHA), Chromobacterium violaceum, Parque Nacional da Serra do
Cip6 (PNSC) e PHA sintase (phaC).



Abstract

Polyhydroxyalkanoate (PHAs) are biodegradable polyesters synthesized by many
bacteria which properties are similar to conventional plastics like polyethylene.
Therefore, they can work as an alternative for petrochemical derivatives. They are found
intracellularly and have function of carbon and energy reserve at nutrient depletion and
abundance of carbon source. PHAs are synthesized and accumulated by several
bacteria such as Chromobacterium violaceum. This bacterium occurs in water and soil of
tropical and subtropical regions such as Parque Nacional da Serra do Cipé (PNSC),
which is located in Minas Gerais, Brazil. C. violaceum can accumulate copolymers of 3-
hydroxy-butirate (3HB) and 3-hydroxy-valerate (3HV). In a previous study, about 400
isolates have been collected during the years of 2004, 2005 and 2006 (Bittencourt,
2003). Cultures of these isolates were spotted on plates containing media with different
sugars as carbon source and PHA-producing bacteria were isolated by using “Sudan
Black B”, “Nile Blue” and “Nile Red” staining. We have standardized the culture time and
sugar concentration, as well as the ideal medium for the PHA accumulation, using
always Cupriavidus necator, a well-known PHA producer, as the positive control. We
selected 30 isolates by this approach that showed production potential. Sequencing
rDNA 16S confirm these isolates as being C. violaceum. The gene coding for PHA
synthase (phaC), the key enzyme that catalyze the last step of polymer production was
amplified for PCR, indicating the presence of the gene in the isolates. Sequence analysis
of phaC (although the sequence presented poor quality) showed similarity with phaC of
C. violaceum and other PHA producer bacteria. These isolates have been used for
further tests. The presence of PHA in the isolates was evidenced through the
spectrofluorometry analysis of growing cells (stained by “Nile-Red”), fluorescence
microscopy (staining with “Nile-Red”) and electronic microscopy. SC 48 isolate was
cultivated in mineral medium (M9) containing glucose, sucrose and glycerol as carbon
sources. The PHA produced was extracted, partially purified and submitted to different
physical-chemical analyses: 13C Nuclear Magnetic Resonance (RMN 13C), Proton
Nuclear Magnetic Resonance (RMN 1H) and Infrared (IR). These analyses indicated that

the product is actually a polyhydroxyalkanoate. Keywords: Polyhydroxyalkanoates (PHA),
Chromobacterium violaceum, PHA synthase (phaC), biodegradable polyesters, Parque Nacional da Serra
do Cip6 (PNSC).
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1. Introducao

1.1. Plasticos e 0 meio ambiente

Os plasticos sdo materiais sintéticos obtidos por meio de processos de polimerizagdo ou
multiplicacéo artificial dos atomos de carbono, derivados na sua maioria, do petroleo.

A partir do século XX, houve um aumento da populacdo humana, seguido de um
desenvolvimento acelerado da industria, com a utilizacdo de inUmeras técnicas de
processamento e producdo de novos polimeros. Isso tudo colaborou para a exploséo do
consumo de produtos que tem pelo menos algum plastico na sua composi¢cdo. Desde
entdo, alguns polimeros se destacaram por seu baixo preco e grande facilidade de
processamento, 0 que incentivou seu uso em larga escala, como polietileno (PE),
polipropileno (PP), poliestireno (PS) e o policloreto de vinila (PVC). Com inumeras
possibilidades de uso tanto doméstico quanto industrial, em pouco tempo o plastico foi
popularizado e hoje, esta presente em quase na totalidade dos utensilios de uso
cotidiano.

Dentre os principais componentes do lixo urbano, que aumenta a cada ano, estdo os
polimeros usados como matéria prima na confeccao de diversos produtos, como sacos
de supermercados e garrafas pet, cujo excesso de uso nos saltam aos olhos. Outros
produtos, de uso diario, passam despercebidos como, hastes de cotonetes®, tintas de
parede, revestimentos de panelas, mamadeiras, préteses, pneus, para-choques de
veiculos, tapetes, cobertores, entre outros (Rosa et al, 2001). Em 2000, o Brasil
produziu aproximadamente 23 mil toneladas de lixo/ dia. Em média 20% desse volume,
correspondente aos plasticos (Coutinho et al., 2004).

Inicialmente se buscou o desenvolvimento de polimeros sintéticos, devido as suas
caracteristicas de relativa inércia e resisténcia a biodegradacgéo, diferente de polimeros
naturais como amido, celulose e proteinas (Coutinho et al., 2004). A crescente alta do
preco mundial do barril de petrdleo, bem como a instabilidade geopolitica das regides
onde se localizam as grandes reservas mundiais, assim como as formas de descarte
dos plasticos hoje utilizados, como a incineragdo, o aterramento e o baixo volume da
reciclagem, tém despertado nas sociedades desenvolvidas e em desenvolvimento, a

consciéncia da necessidade da criagdo de tecnologias limpas ou verdes e tém levado a
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busca por matérias-primas como fontes renovaveis para a biossintese de produtos como
os polimeros (Lee, 1996).

Os polihidroxialcanoatos bacterianos constituem uma classe de polimeros que possuem
caracteristicas de biodegradabilidade e de uso interessantes e, atualmente, séo alvo de
muitos estudos em todo o mundo (Solaiman et al., 2005).

1.2. Polimeros biodegradaveis

N&o existe um consenso ao se definir polimero biodegradavel. Para tal, a maior parte
das definicbes se guia por aquela adotada pela 1SO:1472:1998:

“Um plastico determinado que, sofre alteragbes na estrutura quimica, sob especificas
condi¢cbes ambientais, resultando na perda de algumas propriedades que devem ser
mensuradas por testes com métodos padrao apropriados, em periodos de tempo pré-
determinados, sendo que estas mudancas na estrutura quimica devem resultar da acéo
natural de microorganismos”.

Outras definicdes também sé&o utilizadas, como a da “American Society for Testing and
Materials (ASTM)” (proposta D20.96): “Plasticos biodegradaveis sdo plasticos que
sofrem cortes nas ligagbes da cadeia do polimero, sejam estes cortes quimicos,
bioldgicos e/ ou por forca fisica no meio ambiente levando a uma fragmentacéo ou
desintegragdo do plastico” (www.astm.org).

Os polimeros biodegradaveis podem ser agrupados em sintéticos e naturais.

1.2.1. Polimeros biodegradaveis sintéticos

Séo ésteres alifaticos, considerados biodegradaveis por possuirem cadeias carbbnicas
hidrolisaveis. Os principais representantes sao acido polilatico (PLA), acido poliglicélico
(PGA), poli(acido glicélico-acido latico) (PGLA), poli(e-caprolactona) (PCL).

1.2.2. Polimeros biodegradaveis naturais

Sao polimeros formados durante o ciclo de crescimento de organismos vivos. Na
maioria das vezes, sua sintese envolve reacdes catalisadas por enzimas e reacdes de
crescimento de cadeia a partir de mondémeros formados intracelularmente por processos

metabodlicos complexos. Eles sdo os polissacarideos (celulose, amido e carboidratos
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complexos: quitosanas, quitinas e xantanas), acidos alginicos (formados por monémeros
de acidos manurdnico e gulurénico) e os poliésteres bacterianos (polihidroxialcanoatos —
PHAS) (Franchetti e Marconato, 2006).

1.3. Polihidroxialcanoatos (PHA)

Sdo poliésteres biodegradaveis, sintetizados e acumulados por pelo menos 300
microrganismos diferentes j& descritos. Sao sintetizados quando no meio, ha excesso de
fonte de carbono e falta ou limitagdo de algum outro nutriente necesséario para o
crescimento celular: pode ser nitrogénio, oxigénio (para aerobicos estritos), enxofre,
fésforo e magnésio entre outros e acumulados em corpos de inclusdo (usualmente
chamados de granulos) de estocagem de carbono e energia para as bactérias que 0s
produzem. Uma célula pode conter varios granulos de PHA

(http://www.clt.astate.edu/dgilmore/Research%20students/phas.htm). Quando o

nutriente em falta reaparece, o PHA dos granulos é quebrado e o carbono é utilizado
para a biossintese celular (Anderson, Dawes, 1990).

1.3.1.Histoérico

Em 1923 Lemoigne relatou quequando culturas de Bacillus megaterium sofriam autélise
em agua destilada, tinham seu pH diminuido de vido a liberagédo de algum tipo de &cido.
Lemoigne descobriu que se tratava do acido 3-hidroxido butirico acumulado no interior
das células bacterianas. Em 1925, Lemoigne descreveu a presenca de granulos de
lipidio no citoplasma de células bacterianas de Bacillus megaterium e os identificou
como polimeros de acido hidroxibutirico (PHB) (Gomes e Bueno Netto, 2001). Em 1958
foi observado por Macrae e Wilkinson que a producdo de PHB s6 ocorria em B.
megaterium em abundancia de glicose e restricdo de nitrogénio e que o polimero era
rapidamente degradado quando a fonte de carbono se tornava escassa. Essa
observacéo os levou a conclusé@o de que este polimero produzido se tratava de reserva
de carbono e energia para a célula. Na década de 60, foi descoberta a existéncia de
outros polimeros, que ndo eram somente PHB produzidos e acumulados em corpos de

inclusdo por diversas bactérias, tanto gram negativas quanto positivas, e Archaea. Foi
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empregado, entdo, o termo polihidroxialcanoato (PHA) para se denominar essa familia
(Anderson e Dawes, 1990).
Os PHAs foram, a partir disso, objeto de estudos, mas o0 grande interesse por eles se

deu ndo por ser um material natural, e sim apdés a descoberta de que, além da sua

similaridade aos termoplasticos como o PP, poderia ser completamente degradado por

microrganismos .

O aumento das pesquisas revelou a diversidade de estruturas moleculares que pode ser

biossintetizada (Tabela 1) de acordo com o organismo e substratos utilizados
(Anderson, Dawes, 1990).

Tabela 1: Sintese Bacteriana de PHAS

Linhagens Fonte de carbono Polimeros | Referéncia
bacterianas produzidos
Aeromonas hydrophila | Acido Laurico, acido oléico mcl-PHAs Lee et al. 2000; Han et al.
2004
Alcaligenes latus Malte, dleo de gergelim, PHB Wong et al. 2004, 2005
rejeito da producéo de soja,
leite, e vinagre
Bacillus cereus Glicose, e-caprolactona, PHB Labuzek e Radecka 2001,
melaco de aglcar de Yilmaz e Beyatli 2005;
beterraba Valappil et al. 2007
Bacillus spp Caldo nutriente, glicose, PHB, Katircioglu et al. 2003;
alcanoatos, e-caprolactona, PHBV, Shamala et al., 2003;
melago de soja co- Tajima et al. 2003; Yilmaz
polimeros et al.,2005; Full et al. ,2006
Burkholderia sacchari | Adonitol, arabinose, arabitol, | PHB, PHBV | Bramer et al. 2001
Sp. nov. celobiose, frutose, fucose,
lactose, maltose, melibiose,
rafinose, ramnose, sorbitol,
sacarose, trealose, xilitol
Burkholderia cepacia Oleo plamitico, estearina, PHB, PHBV | Keenan et al. 2004; Nakas
6leo de palma cru, 6leo de et al. 2004; Alias e Tan
semente de palma, acido 2005; C, elik et al. 2005
oléico, xilose,
acido levuliinico , melago de
aclcar de beterraba
Caulobacter Meio para Caulobacter, PHB Qi e Rehm, 2001
crescentus glicose
Escherichia coli Glicose, gliceral, 6leo PHB Mabhishi et al. 2003; Kahar
mutantes palmitico, etanol, sacarose, et al. 2005; Park et al.
melagco (UHMW) 2005a; Nikel et al. 2006;
Sujatha e Shenbagarathai
2006
Halomonas boliviensis | Amido hidrolizado, maltose, PHB Quillaguaman et al. 2005,
maltotetraose e 2006
maltohexaose
Legionella Caldo nutriente PHB James et al. 1999
pneumophila
Methylocystis sp Metano PHB Wendlandt et al. 2005
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Microlunatus Glicose, acetato PHB Akar et al. 2006

phosphovorus

Pseudomonas Glicose, acido oléico, rejeito mcl-PHAs Hoffmann e Rehm 2004,

aeruginosa de &cidos graxos, resto de Fernandez et al. 2005
6leo de fritura.

Pseudomonas Acido octandico mcl-PHAs Durner et al. 2000; Foster

oleovorans et al. 2005

Pseudomonas putida Glicose, acido octandico e mcl-PHAs Tobin e O’Connor 2005;
4cido undecandico Hartmann et al. 2006

Pseudomonas putida, | Glicose, monémeros Polimeros Tobin e O’Connor 2005;

P. fluorescens, P. aromaticos aroméaticos | Ward e O’Connor 2005;

jessenii Ward et al. 2005

Pseudomonas stutzeri | Gjicose, dleo de soja, alcéois, | MCI-PHAs | Xu et al. 2005

alcanoatos
Rhizobium melilot, R. Glicose, sacarose, galactose, | PHB Mercan e Beyatli 2005
viciae, Bradyrhizobium | manitol, trealose, xilose,
japonicum rafinose, maltose, dextrose,

lactose, piruvato
Rhodopseudomonas Acetato, malato, fumarato, PHB, PHBV | Mukhopadhyay et al. 2005
palustris succinato, propionato,

malonato, gluconato, butirato,
gliceral, citrato

Spirulina platensis Dioxido de carbono PHB Jau et al. 2005

(cyanobacterium)

Staphylococcus Malte, rejeito da producdo de | PHB Wong et al. 2004, 2005

epidermidis soja, leite, vinagre e 6leo de
gergelim

Cupriavidus necator Glicose, sacarose, frutose, PHB, Kim et al. 1995; Kichise et
valerato, co - al. 1999; Taguchi et al.
Octanoato, acido latico, oleo | polimeros 2003; Kahar et al. 2004;
de soja Khanna e Srivastava

2005a; Volova e Kalacheva
2005; Volova et al. 2005
Cupriavidus necator 16 | Hidrogénio, diéxido de PHB Pohimann et al. 2006
carbono

Adaptado de Verlinden et al., 2007.

1.3.2.Estrutura Quimica do PHA

Como todos os plasticos, PHAs sdo polimeros, ou seja, longas moléculas feitas de
pequenas subunidades (mondmeros) que se encontram ligados. Os monémeros de
PHAs sao 3-hidroxialcanoatos(figura 1). Um alcanoato € um acido graxo simples, uma
molécula linear contendo somente carbono e hidrogénio (um alcano) com um grupo
carboxila em uma das pontas (compondo um alcanoato). Além disso, esses mondmeros

tém um grupo hidroxila (OH) no carbono trés (posicéo beta), sendo assim beta ou 3-
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hidroxialcanoatos. O grupo hidroxila de um mondémero € atacado pela carboxila do outro

por uma ligacdo éster, entdo esses plasticos séo poliésteres (Rhem et al., 2003).

T i
O—CH—(CH,)— C
100-20000
n=1 R= hidrogénio poli (-3-hidroxipropionato)
metil poli (-3-hidroxibutirato)
etil poli (-3-hidroxivalerato)
propil poli (-3-hidroxihexanoato)
pentil poli (-3-hidroxioctanoato)
nonil poli (-3-hidroxidodecanoato)
n=2 R= hidrogénio poli (-4-hidroxibutirato)
n=3 R= hidrogénio poli (-5-hidroxivalerato)

Figura 1: Estrutura geral dos polihidroxialcanoatos. Ojumu et al, 2004.

Os PHAs podem ser homopolimeros, formados por unidades de um sé tipo ou
copolimeros, formados por repeti¢des tipos de unidades diferentes (Tabela 2).

Os copolimeros possuem propriedades materiais interessantes para sua utilizacdo pela
industria.

PHAs sdo normalmente agrupados em duas grandes categorias de acordo com o
namero de repeticdo dos mondmeros. A maioria das bactérias sintetizam PHAs
denominados de cadeia curta (small chain length - PHAsc) com cadeias laterais
formadas de 3 a 5 atomos de carbono (X, figura 2) e, os de cadeia média (medium chain
length - PHAycL que contém acima de 6 atomos de carbono nas unidades repetidas (n,
figura 2). Estes PHAs tem caracteristicas gomosas e elasticas e sdo sintetizados a partir
de substratos de acidos graxos longos, bem como de solventes como octano (conhecido
componente da gasolina), outros Oleos e produtos derivados do

petréleo.(http://www.clt.astate.edu/dgilmore/Research%20students/phas.htm).
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Tabela 2. Estrutura de co-polimeros de PHA contendo (R)-3HB como constituintes.

Linhagem Bacteriana Substrato de Co-polimero
carbono
Cupriavidus necator Acido
r,)rqé)iénico, cHa"‘c’H E c:,H5
acido
AN c
pentandico o CH, Jy o’ \CHJ
(R)-3HB (R)-3HV
Aeromonas caviae Oleo de
plantas, CH, H @ C,H 0
. o » I
acidos graxos > c a, S “
~ c
0" er, 0" Nery
(R}3HB (R)}-3HHx
Pseudomonas sp. 6 -3 | Agucar
CH:‘.; ,H E
~ G
07 “eH, cw-""' EH/
(R)-3HB (R)-3HA
{n=3~8)
Cupriavidus necator 4-4cido cH H o
Alcaligenes latus hidroxibutirico Ya, A I
Comamonas acidvorans | y-Butirolactona U—f’c“xm_g’c GHZ‘-\ I-l: -'rac
1,4-Butanodiol X
1,6-Hexanodiol (R)-3HB 4HB 0

Tsuge et al., 2002.

3HB: 3-hidroxibutirato, 3HV: 3-hidroxivalerato, 3HHX: 3- hidroxihexanoato, 3HA: 3-
hidroxialcanoato, 4HB: 4- hidroxibutirato.

CH3

(CH2) O
£ O- CH CH, - c+

n=0,1,2,3.
X = ndmero de mondmeros

Figura 2. Forma estrutural dos monémeros que compde as unidades do PHA. Berlanga et al.,
2006.

Essa composi¢cdo monomérica, por sua vez depende da especificidade da linhagem pelo
substrato determinada pelo tipo de PHA sintase do organismo (Tabela 3).
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Tabela 3: PHA sintases séo divididas em quatro classes.

Classe Subunidade Espécies Substratos

| @ Cupriavidus necator IHAGe-CoA (~C3-C5) 4HAge-CoA, SHAg-CoA, IMAge-CoA
~b0-73 kDa

|| @ Pseudomonas aeruginosa - 3HAycr-CoA (~203)
~b0-63 kDa

11l Allochromatium vinosum — 3HAyic1-CoA (3HAmcr-CoA [~C6-C8], 4HA-CoA, SHA-CoA

~40 kDa ~40 kD

IV Bacillus megaterium JHAge-CoA

~4 kDa ~22 kDa

Rehm, 2006.

1.3.3.Propriedades Fisicas

Os PHAs possuem propriedades termoplasticas, ou seja, podem ser reprocessados
diversas vezes pelo mesmo ou por outro processo de transformacgdo, sdo também
termoplasticos, quando aquecidos a certas temperaturas, amolecem, fundem e podem
ser moldados novamente (Steinbtlichel, 2001). Essas caracteristicas sao similares a dos
plasticos convencionais como o PP. O homopolimero PHB, os scl-copolimeros PHBYV,
PHB4B e os mcl-copolimeros PHBHX, possuem estas propriedades comuns, cada um
tem apesar disso, caracteristicas proprias de acordo com sua composicado monomeérica.
PHB tem uma limitagdo na sua aplicagdo na industria devido a sua alta cristalinidade,
baixa elasticidade e fragilidade, o que o torna quebradico (Déi, 2000; Sudesh et al.,
2000). Isso dificulta seu uso, na medida em que é facilmente quebravel e a sua
temperatura de fusdo é muito proxima a de decomposicdo. O PHA utilizado
comercialmente é o PHBV com o nome de Biopol, é um copolimero de hidroxibutirato e
hidroxivalerato (5 carbonos) que cristaliza, mas é mais “plastico” e funde- se a uma
temperatura mais baixa. A flexibilidade dos polimeros aumenta, devido a perda de
cristalinidade. Polimeros compostos majoritariamente por hidroxioctanoatos sao
elasticos. Quanto mais longa é a cadeia lateral dos polimeros, mais macia é. Os

polimeros se tornam gomosos ou tipo cola. Essas caracteristicas representam o grande
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potencial dos PHAs, ja que podem ter propriedades materiais desejaveis dependendo
dos microrganismos produtores, cada qual com sua via especifica, e das fontes de
carbono utilizadas como substrato para a sintese destes polimeros

(http://www.clt.astate.edu/dgilmore/Research%20students/phas.htm).

1.3.4.Biodegradabilidade

Biodegradacado é o processo em que substancias quimicas organicas contidas no meio
sdo convertidas a componentes simples, como carbono e nitrogénio, e depois
mineralizados e redistribuidos através de ciclos elementares. A degradacédo interna do
polimero é um processo onde microrganismos utilizam suas enzimas para degradar
suas proéprias reservas armazenadas em granulos e utilizam o produto obtido como
fonte de energia. De outro modo, estes microrganismos podem degradar polimeros
presentes no ambiente utilizando suas enzimas e absorvendo os produtos dessa
degradacgéao (Rosa et al.,2002).

Uma das caracteristicas que tornam os PHAs mais atrativos como substitutos dos
plasticos convencionais é a sua biodegradabilidade. Na natureza, diversos
microrganismos sao capazes de degradar PHA através de PHA hidrolases e PHA
despolimerases (Jendrossek and Handrick 2002; Choi et al. 2004).

A atividade dessas enzimas de degradacao varia de acordo com a composi¢do do
polimero e com as condi¢cdes do meio ambiente e pode durar de alguns meses (em
condicdes anaerdbicas) a anos (no mar) (Madison e Huisman 1999). A composi¢do dos
polimeros, bem como suas caracteristicas fisicas, tem grande influéncia no processo de
degradacdo. A quantidade de unidades repetitivas ao longo da cadeia quimica, massa
molar, a hidrofobicidade, interferem na biodegradacao das cadeias de carbono (Brandlet
al., 1990). Além das condi¢Bes ambientais, fatores como a luz UV ou raios X podem
acelerar a degradacao dos polimeros. Os PHAs sdo considerados biocompativeis, o
que significa que n&do sdo téxicos a organismos vivos e dentro de mamiferos séo
hidrolizados vagarosamente. Um implante realizado por 6 meses tem uma perda de
menos de 6% (p/p) (Brandlet al., 1990).
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1.3.5. Aplicacdes de uso

O PHBYV, utilizado na fabricagéo de recipientes, foi distribuido pela Europa e uma série
de paises pelo British Chemical Conglomerate (ICl). Nos anos 90, os direitos foram
vendidos para a Monsanto que o comercializou com o nome de Biopol. Em 2001 a
Metabolix comprou os direitos de producéo deste polimero (www.metabolix.com).

PHAs sozinhos ou associados podem ser destinados a fabricacdo de uma série de
objetos, com utilizacdes em areas bastante diversas; em embalagens (Bucci e Tavares
2005), na fabricacao de tecidos, tonalizadores para tintas, adesivos para revestimentos
(Madison e Huisman 1999), em produtos eletrbnicos, como telefones mdéveis, na
agricultura para encapsulacédo de sementes ou fertilizantes de liberacéo lenta, filmes
para protecdo de colheita e recipientes para estufas. Também tem aplicacbes médicas
como suturas, pinos ortopédicos, reposi¢cao de tecido, implantes com encapsulacédo de
drogas direcionadas (Zu e Chen, 2007).

As perspectivas de novas utilizagdes s crescem; a barreira, por enquanto, se encontra
no alto valor da producdo dos biodegradaveis, quando comparados aos plasticos

tradicionais.

1.3.6.Sintese de PHA em Bactérias

A sintese de PHAs esta associada a capacidade da bactéria sintetizar hidroxiacil-CoA e
da presenca da enzima PHA sintase, que € responsavel na unido dos monémeros ao
poliéster. Desde a descoberta por Lemoigne em 1923, foi revelado que a producédo de
PHA se dava por uma via biossintética (figura 3) modelo entre 0s organismos,
guardadas as particularidades de cada um, que podia ser virtualmente separada em trés
passos, com trés reacfes enzimaticas catalisadas por trés enzimas distintas.
Posteriormente foram descritos também os genes que determinavam essas enzimas. A
primeira reacdo € a condensacao de duas moléculas de acetil coenzima A (acetil-CoA)
em acetoacetil-CoA pela B-cetoacetil CoA tiolase (codificada por phaA). A segunda
reacdo é a reducdo de acetoacetil-CoA em R-3-hidroxibutiril-CoA por uma
desidrogenase dependente de NADPH a acetoacetil CoA (codificada por phaB). Por
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ultimo os monbémeros de R-3-hidroxibutiril-CoA s&o polimerizados em poli (3-
hidroxibutirato) por uma polimerase (codificada por phaC) (Rhem, 2006)

)k SCaA Acetil-coA

phaA (B-cetiolase) GoasH <-/i

o 0
/J L\Ascgn Acetoacetil-coA

NADPH
til- i
phaB (acetoace » NADP

COA redutase)

CoH O
SCoA  D-(-)- B

CoASH hidroxibutiril-coA
phaC (PHA
Polihidroxialcanoato

sintase)
S
(PHA)

Figura 3. Via de sintese de PHA por Cupriavidus necator (Kranz et al., 1997).

A enzima que regula esta via metabolica é a B-cetotiolase. Em condi¢des normais de
crescimento bacteriano, onde todos os nutrientes necessarios a multiplicagdo celular
estdo disponiveis, tem-se altos niveis de coenzima A (CoA) livres, isto gracas a grande
demanda por grupos acetil pelo ciclo de Krebs para formagéo de esqueletos carbdnicos
e a geracao de energia. Supde-se que as altas taxas de CoA tem efeito inibitdrio sobre a
enzima B-cetotiolase, impedindo a sintese de PHB. Em excesso de fonte de carbono e
energia e limitacdo de alguns nutrientes como: nitrogénio, ferro, fésforo, magnésio,
impedem a multiplicagdo da bactéria, a demanda por acetil diminui, e com isso 0s niveis
de CoA livre se tornam reduzidos, diminuindo a inibicdo sobre [-cetotiolase e

desencadeando a sintese de PHB (Gdmez e Bueno Neto, 2000).

21



1.3.6.1. Genes envolvidos na Biossintese de PHA

Os genes mais bem estudados e um dos primeiros a serem descritos sao os de C.
necator. Neste organismo os genes phaBAC que codificam as enzimas da via de trés
passos de sintese de PHA estédo dispostos em tandem, com um promotor a montante

gue transcreve o operon inteiro (figura 4).

0 o o OH o .
)I\SCnn —_— MSGGA —_— /'\)\scgg —FM
n

B- cetiolase Acetoacetil coA redutase PHB polimerase

s

Figura 4. Operon da via de biossintese de P(3HB) em Cupriavidus necator. Modificado de Madison e
Huisman, 1999.
Apds essa primeira descoberta, muitos genes codificadores de enzimas para a via de
PHA em diversos organismos foram caracterizados (Kranz et al.,, 1997). Pela
diversidade de vias que ja haviam sido descritas entre os produtores de PHA, nao foi
surpresa verificar que existem vérios loci de PHA diferentes, distribuidos entre os mais
diversos organismos (figura 5).
A organizagdo dos genes de sintese de PHA varia entre os organismos que 0S
produzem.
As quatro principais classes de genes para biossintese de PHA (figura 5) foram
descritas por Madison e Huisman, (1999) e Steinbuchel, (2001):

o Classe I: O gene que codifica PHA sintase (phaC) é adjacente a phaB e phaA

o Classe II: Consiste em dois genes de PHA sintase (phaCl e phaC2) separados
por um gene de despolimerizacao de PHA (phaZz).

o Classe lll: A enzima PHA sintase é composta por duas subunidades codificadas
pelos genes phaE e phaC.

. Classe IV: Os genes phaR e phaC séo separados por phaB.
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Figura 5. Organizacdo molecular dos genes envolvidos na sintese de PHA em bactérias representativas
de cada classe. Modificada de Rehm, 2003.

Muitas sequéncias de PHAs sintases ja se encontram depositadas nos bancos de
dados. Com elas é possivel deduzir estrutura primaria, especificidade por substrato das
enzimas e composicao de suas subunidades. A filogenia tracada a partir da sequéncia
de PHA sintase (Rehm, 2003) mostra agrupamentos de bactéria que apresentam
enzimas de mesma classe (figura 6).

As PHA sintases de classe |, utilizam como substrato a 3-hidroxiacil-coenzima A (3HA-
Coa) de cadeia curta (contendo de 3 a 5 atomos de carbono), sendo a PHA sintase de
C. necator, a enzima mais estudada deste grupo, produzem o homopolimero PHB
(Polihidroxibutirato) ou o co-polimero PHB-co-HV (polihidroxibutirato-co-valerato). As
PHA sintases de classe I, utilizam como substrato 3- HA-CoA de 6 a 14 atomos de
carbono, Pseudomonas aeruginosa que representa esse grupo, produzindo mclPHA

(PHA de cadeia média). As PHA sintases de classe lll, utilizam como substrato atomos

23



de cadeia longa, maiores de 14 carbonos, como em Chromatium vinosum; e PHA
sintases de classe IV que utilizam como substrato atomos de cadeia média ou longa
tendo como exemplo Bacillus megaterium (Rhem et al, 2003 e Maehara et al., 2001).

1.3.6.2. PHA sintase

O produto do gene phaC, a PHA sintase € uma das enzimas principais na producao dos
polimeros e, principalmente na geracdo da diversidade dos polimeros. A performance
dessa enzima é intimamente relacionada ao nivel de producdo de PHA, peso molecular,
polidispersdo do plastico gerado e a variagdo dos co-poliésteres no processo de co-
polimerizacdo. Ja foram identificados, mais de 40 genes de PHA polimerase e
importantes residuos de aminoacidos responsaveis pela polimerizacdo e estruturacao

da proteina foram determinados (Tagushi et al., 2001, Susuki et al., 2001).

1.4. PHA em Chromobacterium violaceum

Chromobacterium violaceum é uma beta-proteobactéria, Gram-negativa e anaerdbica
facultativa, com formato de bastonete (Holt et al.,, 1994) encontrada em amostras de
solo e agua de regibes tropicais e subtropicais em diversos continentes. Pode atuar
também, como patdégeno oportunista de animais e homens, causando septicemia fatal,
com lesdes na pele e/ ou abscesso no figado e no pulméao (Midani e Rathore, 1998).

C violaceum produz uma série de metabdlitos secundarios com potencial biotecnoldgico
(Vasconcelos et al., 2003). Apesar disso, existem poucos relatos sobre a producgéo de
polihidroxialcanoatos em C. violaceum. E sabido que esta bactéria de solo e agua
acumula polimeros compostos primariamente de 3HB e 3HV e pode produzir também
homopolimero de 3HV quando crescida em valerato (Tim e Steinblchel, 1993), possui
também a capacidade aumentada de incorporar mondmeros de hidrocarbonetos (HC).
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Figura 6. Filogenia baseada na seqiiéncia do gene pha sintase (phaC) em diversas bactérias produtoras
de PHA. As ramificacdes e distancias foram calculadas pelo programa TREE. A barra indica distancia
correspondente a uma troca de aminoacidos a cada dez posi¢cfes de aminoacidos. Rehm, 2003.
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Enquanto C. violaceum crescida em acidos graxos como fonte de carbono acumula PHB

ou PHB-co-PHV, Klebsiella aerogenes e C. necator recombinantes, carregando o gene

de PHA sintase de C. violaceum (phaCc,), acumulam os polimeros mencionados mais

poli(3-hldroxIbutlrato-co-3-hidroxihexanoato). Isso mostra que além do gene phaC e os

genes do operon de PHA, o metabolismo desses organismos é capaz de alterar o

produto da PHA sintase de C. violaceum. Mais um exemplo disso temos na tabela 4,

onde E. coli e Pseudomonas putida recombinantes carregando o mesmo gene phaCcy

produzem PHAs diferentes e em quantidades também diferenciadas. A analise da

seqUéncia da enzima PHA sintase, produto do gene phaCc, mostra homologia com

varias PHA sintases, mais notadamente com 48% de similaridade com Alcaligenes

latus (GenBank n°. AAD10274)(Kolibachuk et al., 1999).

Tabela 4: Acamulo de PHA E. coli e Pseudomonas putida, expressando o gene phaC clonado

de C. violaceum

Composicao Polimérica (mol%)

Fonte de Carbono % PHA®

3HB 3HV 3HC
Glicose 38 98 2 Tr
Frutose 26 92 8 Tr
Gluconato 2 100
Acido Butirico Tr 100
Acido Valérico 28 12 88
Acido Hexanoico 9 68 32 Tr
Acido Heptanoico 15 5 95 Tr
Acido Octanoico 4 78 22
Acido Nonanéico 22 10 90
Acido Decanoic o 14 90 9 Tr
Acido Miristico 41 97 3 Tr
Acido Palmitico 41 99 Tr Tr
Acido Estearico 50 99 1 Tr

a Rendimento % PHA peso/peso seco celular .
b Tr, traco; menos que 0.45 mol%.

Kolibachuk et al., 1999.
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1.4.1.Potencial Biotecnologico

O alto custo de producéo dos bioplasticos, junto a disponibilidade de plésticos derivados
de petréleo a baixo custo, relegam o uso dos plasticos biodegradaveis para segundo
plano. Para que essa situagcdo mude, varias estratégias para diminuicdo dos custos
empregados na producédo tem sido desenvolvidas, como linhagens novas, selvagens ou
recombinantes, que utilizam varios substratos simultaneamente e que produzam plastico
em alta concentracdo (Taguchi et al. 2001), bem como uma fermentacado mais eficiente,
melhor extracdo e purificagdo (Jung et al. 2005) e uso de substratos de menor custo
(Lemos et al. 2006). Ja existem no mercado biopolimeros de PHA, que se presta a
fabricacdo dos mais diversos produtos. O Brasil se destaca por ter matérias-primas
renovaveis a baixo custo (substratos), por possuir pesquisas envolvendo biodiversidade
microbiana com possilbilidade de exploracdo de uma gama imensa de organismos ainda
inexplorados e por possuir mao-de-obra qualificada formada por grupos de pesquisa
nessa area. Com tudo o nosso pais tem grande potencial para a fabricacdo em larga
escala e baixo custo de biopolimeros, isso poderia se tornar realidade com acdes de
financiamento e de organizacdo das atividades de pesquisa e desenvolvimento pelos
orgaos publicosjunto aos setores produtivos.
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2. Objetivos

O presente projeto de pesquisa teve como objetivo identificar entre os isolados
bacterianos coletados do Parque Nacional da Serra do Cip6 (PNSC), organismos
produtores e acumuladores de biopolimeros (PHA) com énfase em Chromobacterium
violaceum. Integrar areas da biologia molecular e bioquimica para analise e exploracao
do potencial biotecnoldgico na producao de PHA, definir condi¢cdes experimentais 6timas
para a producdo deste polimero, bem como métodos de identificacdo e de avaliacdo
dessa producdo de PHA em diversos substratos, realizando também, a visualizacdo do
granulo de acumulo e identificacdo da PHA sintase, gene chave no processo de

polimerizacgéo.
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3. Justificativa

Em 2003, foram finalizados os trabalhos de sequenciamento e anotacdo do genoma da
bactéria Chromobacterium violaceum, realizados por um consércio nacional de
sequenciamento de DNA, composto de 27 grupos de pesquisa de todo o Brasil. Uma
das véarias motivacdes para o sequenciamento do genoma desta bactéria € a sua
capacidade de sintetizar e acumular poliésteres de acidos hidroxialcandicos,
biodegradaveis, com propriedades plasticas muito similares as dos plasticos de origem
petroquimica. Este trabalho foi desenvolvido utilizando-se C. violaceum ATCC 12472,
uma linhaggem tipo, vinda da Malasia (Vasconcelos et al., 2003). No mesmo ano foi
registrada a ocorréncia de C. violaceum nas aguas e solo do Parque Nacional da Serra
do Cip6 (PNSC) (Bittencourt, 2003). Até 2006 foram coletados cerca de 400 organismos
sendo destes 100 confirmados como sendo C. violaceum, conseguindo-se manter em
laboratdrio 71 isolados.

Levando em consideracdo o potencial de uso biotecnologico envolvido, j& que os
polimeros biodegradaveis vém ganhando campo e sendo utilizados em diversos
segmentos da industria, viu-se entdo, a oportunidade de identificar e analisar a producéo
de PHA desses isolados nunca antes estudados para esse fim.
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4. Material e Métodos

4.1. Bactérias

Foram utilizados para esse estudo 0os microrganismos isolados de solo e agua, obtidos
no Parque Nacional da Serra do Cipdé (PNSC), que possui 33.733 hectares e perimetro
de 85 Km e se localiza no centro de Minas Gerais (19-20°S; 43-44°W), dividindo as
aguas das bacias dos rios Sao Francisco e Doce (figura 7). Os sitios de coleta no
PNSC foram nos trechos de 12, 22 32 42 e 52 ordens do cdOrrego Indaid, a 1275 m de
altitude (Vieira et al., 2005), que séao considerados adequados para o isolamento de C.
violaceum com base na temperatura, coloracdo, pH e elementos como sais e nutrientes,
presentes na agua. As coletas ocorreram durante os anos de 2004, 2005 e 2006 e foram
realizadas por Claudia Bittencourt, Departamento de Biologia Geral da UFMG. Todos os
isolados bacterianos utilizados para esse estudo foram cedidos pela mesma, com trés
excecdes: a linhagem de Cupriavidus necator H16 DSMZ 428, que € uma linhagem
selvagem padrdo produtora de PHA, cedida pela Prof.? Dra. Elisabete José Vicente da
USP, utilizada como controle positivo de producdo de PHA, o outro controle positivo
Chromobacterium violaceum ATCC 12472, bactéria utilizada pelo Consorcio Nacional de
Genoma da Chromobacterium violaceum cedida pelo Prof. Dr. Fabricio Santos, e a
linhagem Escherichia coli MC1061 (Stratagene) utilizada como controle negativo para a
producéo de PHA. A coleta e o isolamento dos isolados utilizados neste trabalho foram
realizados conforme descrito em Bittencourt, 2005 e a tabela 5 mostra os parametros
usados para identificagdo. Esses isolados também tiveram o0 gene RNA 16S
sequenciado (Bittencourt, 2005).
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Figura 7: Parque nacional da Serra do Cip6, em evidéncia as areas de coleta. Modificado de Bittencourt,
2005 e Vieira et al., 2005.

Tabela 5. Relagéo de isolados coletados na Serra do Cipd nos anos 2001, 2004 e 2006.

Isolado/ Presenca de | ldentificacao | Isolado/ Presenca Identificacao
2001, violaceina fenotipica 2004, de fenotipica
1% ordem 3%ordem | violaceina

11(1) + + 1-4-404 + +

28 (1) + + 2-4 - 404 + +
43(1) + + 3-4 - 404 + +
55(1) + + 4-4 - 404 + +
81(1) + + 6-4 - 404 + +
85(1) + + 7-4 - 404 + +
86(1) + + 8-4 - 404 + +
95(1) + + 9-4 - 404 + +
177(1) + + 11-4 - 404 + +
178(1) + + 13-4 - 404 + +
239(1) + + 14-4 - 404 + +
295(1) + + 15-4 - 404 + +
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Isolado/ Presenca de | ldentificacdo | 16-4 - 404 + +
2001, 2* violaceina fenotipica

ordem

11(2) + + 18-4 - 404 + +
12 (2) + + 19-4 - 404 + +
72(2) + + 21-4 - 404 + +
77(2) + + 22-4 - 404 + +
80(2) + + 24-4 - 404 + +
84(2) + + 26-4 - 404 + +
92(2) + + 27-4 - 404 + +
335(2) + + 29-4 - 404 + +
Isolado/ Presenca de | ldentificacdo | 30-4 - 404 + +
2006 violaceina fenotipica

SCO01 - + 31-4 - 404 + +
SCO02 + + 32-4 - 404 + +
SCO03 - + 33-4 - 404 + +
SC04 + + 34-4 - 404 + +
SCO05 - + 36-4 - 404 + +
SCO06 + + 38-4 - 404 + +
SCO08 - + 39-4 - 404 + +
SCo09 + + 40-4 - 404 + +
SC10 + + 41-4 - 404 + +
SC11 - + 42-4 - 404 + +
SC12 - + 44-4 - 404 + +
SC13 + + 45-4 - 404 + +
SCi14 - + 46-4 - 404 + +
SC15 - + 48-4 - 404 + +
SC16 + + 49-4 - 404 + +
SC17 - + 50-4 - 404 + +
SC19 + + 51-4 - 404 + +
SC20 + + 52-4 - 404 + +
SC21 + + 53-4 - 404 + +
SC22 + + 54-4 - 404 + +
SC23 + + 55-4 - 404 + +
SC24 + + 56-4 - 404 + +
SC25 + + 57-4 - 404 + +
SC26 + + 58-4 - 404 + +
SC27 - + 59-4 - 404 + +
SC28 + + 60-4 - 404 + +
S29 + + 61-4 - 404 + +
SC30 + + 63-4 - 404 + +
SC31 - + 64-4 - 404 + +
SC32 + + 65-4 - 404 + +
SC33 - + 66-4 - 404 + +
SC34 + + 67-4 - 404 + +
SC35 + + 68-4 - 404 + +
SC36 + + 69-4 - 404 + +
SC37 - + 70-4 - 404 + +
SC38 + + 72-4 - 404 + +
SC39 + + 74-4 - 404 + +
SC40 - + 75-4 - 404 + +
SC41 + + 76-4 - 404 + +
SC42 - + 77-4 - 404 + +
SC44 + + 78-4 - 404 + +
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SC45 + + 79-4 - 404 + +
SC46 - + 80-4 - 404 + +
SC47 + + 81-4 - 404 + +
SC48 - + 82-4 - 404 + +
SC49 + + 83-4 - 404 + +
SC51 + 84-4 - 404 + +
SC52 - + 86-4 - 404 + +
SC53 - + 87-4 - 404 + +
SC54 - + 88-4 - 404 + +
SC55 - + 90-4 - 404 + +
SC56 + + 91-4 - 404 + +
SC57 + + 93-4 - 404 + +
SC58 + + 95-4 - 404 + +
SC59 - + 96-4 - 404 + +
SC60 + + 97-4 - 404 + +
SCo61 - + 98-4 - 404 + +
SC62 + + 99-4 - 404 + +
SC63 - + 100-4 - 404 + +
SCo64 + + 101-4 - 404 + +
SC65 + + 102-4 - 404 + +
SC66 + + 103-4 - 404 + +
SC67 + + 109-4 - 404 + +
SC69 + + 110-4 - 404 + +
SC71 - + 111-4 - 404 + +
SC72 - + 112-4 - 404 + +
SC73 - + 113-4 - 404 + +
SC74 + + 114-4 - 404 + +
SC75 + + 115-4 - 404 + +
SC77 - + 116-4 - 404 + +
SC78 + + 117-4 - 404 + +
SC79 - + 118-4 - 404 + +
SC80 + + 120-4 - 404 + +
SC81 - + 122-4 - 404 + +
SC83 + + 124-4 - 404 + +
SC84 - + 128-4 - 404 + +
SC85 + + 130-4 - 404 + +
SC86 + + 133-4 - 404 + +
SC8 + + 137-4 - 404 + +
SC87 - + 138-4 - 404 + +
SC88 + + 143-4 - 404 + +
SC89 + + 148-4 - 404 + +
SC90 + + 150-4 - 404 + +
SCa1 - + 153-4 - 404 + +
SC92 + + 155-4 - 404 + +
SC93 - + 156-4 - 404 + +
SC9%4 + + 159-4 - 404 + +
SC95 + +

(+) Resultados positivos, (-) Resultados negativos
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4.2. Plasmidios

Os plasmidios empregados na clonagem do gene pha sintase de C. violaceum foi o

pG EM'T Easy (Promega) (Flgura 8) eo pCR®21' TOPO® (|nvitrogen) (Flgura 9 )

Jmn 12009
7 1 start
Szal 1890 Maz 12707 | Apal | 14
) Aatll | 20
H o al | 26
sZ] | 2
Mool | A7
- I?szl 43
ST LGEMe-TEasy ez e | 43
Vector EcoR 1| 52
301 Ebp) &4
Sps | .
E'EEFEI 70
Mot | 7
BsiZ | 7
Pai | =
ofi Zail )
Noe | 97
Sac| (102
Bz | |12 &
RE 127 “Q"'
T M 5
SPs [

Figura 8 - Esquema do vetor pGEM-T Easy (promega)-

laeZo ATG
W13 Reverse Primer |
TG ACE ATG ATT AL
AC TGR TAC TAA TG

Bst 1 EcoRI
3T GTG CTG GAR TTC

CAC GAC CIT ARG

Nef | Xba | Aps |

EcoR V
GCA TCT AG

AGA TAT CCA TCA CAC TGG T
TCT CGT AGA TC

ATA GGT AGT GTG

AG G TAT
IC AGC ATA

Figura 9 - Esquema do vetor pCR®2.1- TOPO® gniogen)-
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4.3. Estocagem e cultivo das bactérias

Os isolados bacterianos foram repicados em tubos com Caldo Nutriente (CN) e

incubados por 15 horas a 25°C. ApGs esse periodo foram utilizados dois métodos para

estocagem das bactérias: uma aliquota de cada cultura foi misturada, separadamente,

com glicerol a 15%, armazenados a temperatura de -20 °C por 24 horas e, em seguida,

estocados em um ultrafreezer a -80°C; uma aliquota de cada cultura foi inoculada em

meio Lignéres permanecendo em temperatura ambiente.

4.4. Meios de Cultura

Os meios de cultura descritos a seguir devem ser esterilizados em autoclave

(20kgf/cm2) por 15 minutos antes de serem utilizados. E as quantidades indicadas sao

para 1 litro de meio. Para meios solidos acrescentar agar 2,0%.

4.4.1. Meio de Lignéres (Sambrook et al., 2001)

Caldo nutriente (Difco) 50¢g
Gelatina (Difco) 50¢g
Agar (HIMEDIA) 709
Agua q.s.p. 1000ml

4.4.2. Meio T.I. (Mahishi et al., 2002)

Peptona (bioBRAS) 59
Extrato de levedura (HIMEDIA) 59
Na,HPO4 (Merck) 19
MgSO,4 (BERZOG) 0, 29
Glicerol (VETEC) 10g
Agua q.s.p. 1000ml

Fundir antes

de distribuir
nos tubos
pH =7,0
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4.4.3. TSB (Trypitic Soy Broth) instru¢cdes conforme o fabricante(Merck)

4.4.4. LB (“Luria Bertani”) (Sambrook et al, 2001)

4.4.5. Meio LB/X-GAL (Sambrook et al, 2001)

4.4.6. Meio SOC (Sambrook et al, 2001)

4.4.7. Meio Minimo M9 (Sambrook et al, 2001) :

KH,PO,4 (Merck) 39
Na,HPO4. 7H,0O (Merck) 10,87g ou
Na,HPO,4 (Merck 6
2HPOA( ) J pH =7,4
NaCl (VETEC) 0,59
NH4CI (J.T. BACKER) 19

Apds autoclavar meio minimo M9, adicionar as seguintes solu¢cdes de sais tracos

previamente autoclavadas:

MgSO,. 7 H,O (BERZOG) M 2ml
Glicose (ISOFAR) 20% 10 ml
CacCl, (Merck) M 0,5ml

Obs: Como a glicose é fonte de carbono para producdo de PHA, foi suprimida do meio

minimo original sendo somente utilizada quando necessério.

4.5.Solucoes e tampodes

As solugdes foram esterilizadas a 120°C, durante 15 minutos. Quando termosensiveis,
foram filtradas em membrana filtrante do tipo Millipore de poro 0.22 uM.
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A composicao e o modo de elaboracao de todas as solugdes, descritas a seguir, foram
retiradas do manual de Sambrook et al., 2001.

45.1. SET

45.2. Tampao de corrida TAE 1X

45.3. Tampdo de amostra 10X:

45.4. Fontes de carbono

O meio T.l. apresenta o glicerol como fonte de carbono. J4 os demais meios foram
acrescidos de uma solugdo de glicose, glicerol ou sacarose de forma que estas
estivessem na concentracdo de 2% (p/ v) na placa ou no meio liquido. Todas as
solucbes-estoque foram feitas a 20% em agua destilada

4.5.5. Solucdes para extracdo de plasmidios (Mini-prep) (Sambrook et al., 2001) :

4.5.6. Solucéo cloroférmio/ alcool isoamilico (24:1):

45.7. Solucdo de Ampicilina:

Solucao estoque a 100 mg por ml de agua destilada estéril. Concentracao final para uso:
100 pg para cada ml de meio ou seja 1yl para cada 1 ml de meio.

45.8. Gelde agarose 0,8% em TAE e solucdo de Brometo de Etidio
(Sambrook et al., 2001).
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4.6. Producdo e analise do PHA produzido

46.1. Métodos de coloracdo para a identificacdo de bactérias produtoras

de biopolimeros

4.6.1.1. Coloracao por “Sudan Black” (Schlegel et al., 1970)

Utilizou-se uma solugédo do corante em po6 0,02% “Sudan Black” dissolvido em etanol
96% para corar colénias crescidas em meio solido. Recobriu-se a placa onde estavam
as bactérias com a solugcdo de “Sudan Black” 0,02% por 15 min. O corante foi
despejado da placa até o completo esgotamento da solugcdo. Em seguida recobriu-se a
placa com a solugao descorante etanol 96% por 5 min. Retirou-se a solugéo da placa e
procedeu-se a andlise. A bactéria que acumula o polimero cora-se em azul escuro e

ndo é descorada pela solucdo de etanol a 96%.

4.6.1.2. Coloracéo por “Nile Blue A” (Ostle ; Holt, 1982)

Para corar as colonias com o corante “Nile Blue A”, recobriu-se as colbnias bacterianas
crescidas em meio sélido com uma solucdo aquosa de “Nile Blue A” 1% (p/v), por 15
minutos. O corante foi removido da placa até o completo esgotamento da solugdo. Em
seguida, recobriu-se as coldénias com a solucdo descorante (acido acético 8% v/v), por 1
minuto. Retirou-se a solucdo descorante e procedeu-se a analise. As colbnias que
acumulam polimeros coram-se em azul claro e ndo sdo descoradas pela solu¢do de

acido acético 8%(v/v).

4.6.1.3. Coloracao por “Nile Red” (Spiekermann et al., 1999)

Foi adicionado 1 pl de Nile Red (solugédo estoque de 25 pg/ml em DMSO) a cada ml de
meio de cultura (James et al., 1999). A avaliacdo da producgéo e do acumulo de PHA foi
feita pela deteccao de fluorescéncia vermelha em luz U.V.
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Para avaliacdo do tempo necessério para o acumulo de PHA com ambos os métodos,
as placas foram incubadas em estufa a 25°C e mantidas por 24, 48, 72h e até duas
semanas para depois serem analisadas para producao de PHA. Para tal avaliacao foi

utilizado um transiluminador com luz ultravioleta (UV)

4.7. Curva de crescimento

O crescimento celular em meio LB foi acompanhado pela medida da Absorbancia
a 600nm, em espectrofotometro (Eppendorf BioPhotometer). Para leitura da
absorbancia, foram retiradas aliquotas da cultura celular nos diferentes tempos de
incubacgéao (tempo: zero, 1,2,4,6,8,24, 26, 28, 30, 32, 48, 50, 52, 54 horas de incubacao).
As leituras foram realizadas 600 nm e foram plotadas em um grafico. Estas leituras
sereferem ao numero de células na suspenséao e nao tiveram a influéncia da violaceina

ja que os isolados utilizados eram brancos.

4.8. Espectrofluorometria (Berlanga et al., 2006).

A producao de PHA foi monitorada por espectrofluorometria utilizando Nile Red como
fluocromo. Os isolados foram crescidos overnight em meio LB a 30°C. Aliquotas (1/100)
de cada cultura foram transferidas em frascos de 100ml cada contendo meio M9
suplementado com glicose, sacarose ou glicerol, ambos a 2%, e 0.5 pg do corante Nile
red (dissolvido em dimetilsulféxido — DMSO). Essas culturas liquidas foram incubadas
em shaker a 30°C, aliquotas de 5ml foram coletadas: no tempo zero, apdés 2, 4, 6, 8, de
duas em duas horas até 48 horas de incubacéo e foram tratadas com formalina (1% v/v
de formaldeido). Em seguida, as células do sedimento foram lavadas novamente com
formalina, centrifugadas e ressuspensas em agua deionizada até se obter uma
concentragdo equivalente a uma absorbancia de 0,5 a 600nm e, novamente
centrifugadas a 10.000 rpm em temperatura ambiente. As células foram entéo,
incubadas com uma solugao 1ul/ ml de Nile Red (25mM em DMSO), por 60 minutos. O
montante relativo ao PHA dentro destas células sera indicado pela intensidade da

fluorescéncia vermelha de Nile Red, medida no espectrofluorimetro calibrado para o
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comprimento de onda de excitagdo de 545 nm e a emissao de 600 nm e que havia sido
zerado usando-se uma amostra de células ndo coradas (Delegau et al. 1995).

4.9. Microscopia de fluorescéncia (modificado de Jendrossek et al.,
2005)

Uma aliquota de bactérias foi fixada com formalina 1% (v/v) como descrito em Material e
Métodos item 4.8, ressuspendida em agua e corada com “Nile Red” (Material e Métodos
item 4.6.1.3). Essa suspensédo de bactérias foi imobilizada na l1amina ao ser misturada a
1% agarose (50 °C) e, imediatamente coberta por uma laminula. As bactérias foram
visualizadas no maior aumento de um microscopio de fluorescéncia Zeiss Axioplan, com
uma objetiva de imerséo a 6leo com um filtro F41-007 Cy3, adequado para visualizagédo
de dos granulos de PHA, corados por “Nile red’. Esse ensaio foi realizado no
Laboratorio de Biologia Celular do Prof. Luiz Renato de Frangca. Os modelos do

microscoépio e da camera sédo, respectivamente: Olympus BX60 e Olympus C7070.

4.10. Eletromicroscopia de Transmissdo - TEM (Berlanga et al., 2006)

Para analise de TEM, foi coletada uma aliquota de 1 ml de cultura dos isolados
crescidos em meio minimo liquido M9 suplementado com glicose, sacarose ou glicerol,
com 48h de crescimento. Essa aliquota € centrifugada a 10.000 rpm em temperatura
ambiente, os pelets resultantes lavados em 1 ml of PBS (pH 7.0), e fixados com 2% de
glutaraldeido-PBS e entdo fixados com tetréxido de 6smio e uranil acetato. Esta andlise
foi feita em microscopio eletrdnico de transmissdo Zeiss-EM10 instalado no Centro de
Microscopia Eletronica da Universidade Federal de Minas Gerais (CEMEL).
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4.11. Preparacdo das células bacterianas e extracdo de polimero

Apods as 48 horas de cultivo bacteriano nos diferentes meios de cultura, as células foram
centrifugadas e as massas celulares obtidas foram liofilizadas.

Em um baldo de 50 mL munido de condensador de refluxo, foram adicionados de 0,259
a 1g de massa celular seca (liofilizada) e 10mL de diclorometano. Esta mistura foi
agitada por 24 horas, a 50°C. Em seguida, apos resfriamento, a mistura foi filtrada e o
solvente evaporado. O material que restou da evaporacao do solvente foi submetido as
analises por Infravermelho (V) e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).

4.12. Determinacdo dos grupamentos funcionais da amostra

utilizando espectrometro de IV

Os grupamentos funcionais da amostra resultante da extragdo de polimero de CV SC 48
foram determinados por espectros na regido do infravermelho que foram registrados em
espectrometro ATR-IR, Spectrum One, Perkin Elmer no Laboratério de Quimica
Farmacéutica, FaFar, UFMG.

4.13. Determinacao da composicdo do PHA por RMN

As andlises por RMN foram realizadas diretamente a partir das amostras obtidas em
Material e Métodos item 4.11. Os espectros de RMN de *H e de RMN de *C foram
registrados nos aparelhos BRUKER AVANCE DPX-200 e BRUKER AVANCE DRX-400
(Laremar, Departamento de Quimica, ICEx, UFMG), utilizando-se sonda dual **C e 'H
de deteccéio direta de 5 mm para os experimentos unidimensionais de RMN de *H, de
13C e DEPT 135 e sonda de deteccdo inversa de 5 mm equipada com bobina para o
emprego de pulsos de gradiente de campo para os experimentos bidimensionais (COSY
e HMQC). Como referéncia interna utilizou-se o tetrametilsilano (TMS).
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4.14. Extracao e purificacdo de DNA plasmidiano de E. coli por

minipreparacoes (Mini-preps)

As colbnias de clones recombinantes de E.coli foram transferidas para tubos de 50 mi
contendo 10ml de LB liquido suplementado com ampicilina (100ug/ mL). As culturas
foram incubadas por 16 horas, a 37°C, com agitagdo a 110 rpm. ApGs esse periodo as
culturas foram centrifugadas em um tubo do tipo “Eppendorf’, a 3.500 rpm, por 10
minutos, sendo o0 sobrenadante cuidadosamente descartado e o 0 precipitado
ressuspendido em 300ul de solucéo | gelada,sendo homogeinizados e transferidos para
um outro tubo tipo eppendorf de 1,5ml. A seguir, adicionou-se 300ul de solucgédo Il, que
foi homogeinizada e mantido em gelo por 5 minutos. Foi entdo adicionada 300ul de
solugcao l1ll gelada, que foi novamente homogeinizada e incubada em gelo por 5
minutos. Decorrido este tempo, os tubos foram centrifugados por 5 minutos, a 4°C, a
13.200g e o sobrenadante foi transferido para outro tubo e a este foram adicionados
500ul de isopropanol e deixado em repouso em temperatura ambiente por 15 min. Apés
esse periodo de precipitagdo do plasmidio os tubos foram centrifugados por 15 minutos,
a 13.200rpm, sendo o sobrenadante descartado e o precipitado lavado com 1ml de
etanol 70 %. O precipitado resultante contendo os plasmidios foi seco em temperatura
ambiente dentro do fluxo, durante pelo menos 10 minutos.e, posteriormente
ressuspendido em 50ul de agua bi-destilada esterilizada, contendo 1ug de RNAse
(Sambrook et al.,, 2001). O material foi submetido a corrida eletroforética em gel de
agarose a 0,8%.

Para verificar se realmente havia o inserto de tamanho esperado, uma aliquota de 1pl
do volume de cada mini prep foi digerida com enzima de restricdo FastDigest® EcoRl,
por 2 horas, a 37°C. Ao final de 2 horas, as digestdes foram interrompidas e os DNAs
digeridos foram submetidos a corrida eletroforética em gel de agarose 0,8%. Os géis
foram corados com brometo de etidio e os fragmentos de DNA foram visualizados

empregando-se um transiluminador com luz ultravioleta (UV).
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4.15. Amplificacdo do gene de RNA ribossdémico 16 S

Para identificacdo dos isolados foi feita a amplificacdo do gene ribossémico 16S

utilizando os iniciadores descritos abaixo.

Tabela 6 - Sequéncia de oligonucleotideos utilizados para a amplificacdo do rDNA
codificador do RNA 16S e sequenciamento, a partir do DNA gendmico.

Nome Sequéncia Referéncia Gerando
um

PA (5-TCCTGGCTCAGATTGAACGC-3)) Bittencourt, 2003. g:gmento
1,496 bp

u2 (5-ATCGGYTACCTTGTTACGACTTC-3'  Bittencourt, 2003.

Tabela 7 - Sequéncias de oligonucleotideos utilizados para a detecgdo e amplificacdo de
insertos clonados no vetor pGEM-T EaSsy (promega) € NO vetor pCR®2.1- TOPO®jnvitrogen)-

Nome Sequéncia Referéncia
TOPO T7 ATTATGCTGAGTGATATCCC Promega cat # Q5021
TOPO SP6 AAGATATCACAGTGGATTTA Promega cat # Q5011
M13 Forward (-20) GTAAAACGACGGCCAG Invitrogen cat# K4500-01
M13 Reverse CAGGAAACAGCTATGAC Invitrogen cat# K4500-01

4.16. Extracao de DNA gendmico (adaptado de Sambrook et al., 1989

com modificacdes).

Uma colbnia de bactéria é utilizada para inocular 2ml de meio rico LB e deixado sob
agitacdo 100 rpm durante 24h.

Lise de Bactéria:

A cultura é centrifugada a 12000 rpm durante 2 min seu sobrenadante € descartado. O

precipitado é ressuspendido em 60ul de solugéo de lise (para Sml; 200ul de NaOH 5N,
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500ul de SDS 10% e H,O mili-Q para completar o volume), que deve ser preparada

imediatamente antes do uso e encubado a 37 °C durante 1 hora.

Remocao de proteinas:

A suspenséo é adicionada 3ul de proteinase K (200 mg/ml), 507ul de T.E. (pH 7,5) e
30ul de SDS 10%, misturada e incubada a 37 °C por 1 hora. Ao se tornar clara e
viscosa, entdo é adicionado 100ul NaCl 5M e mistura-se. Adicionar 80ul de CTAB/ NacCl
(1:1). Misturar, a solucéo deve se tornar leitosa. Incubar por 10min a 65 °C, A solucéo
deve ficar clara. Adicionar 750 ul de cloroférmio &lcool isoamil (24:1) e misturar (vortexar
por 1min).

Centrifugar por 15 min a 13.000 rpm. Transferir o sobrenadante para um outro tubo
adicionar 375ul de cloroférmio &lcool isoamil (24:1) e 375ul de fenol e misturar. Repetir
Centrifugar por 15 min a 13.000 rpm. Transferir o sobrenadante para um outro tubo e

Centrifugar por 15 min a 13.000 rpm. Transferir o sobrenadante para um outro tubo.

Precipitacdo do DNA:

Adicionar o minimo de 1 volume de isopropanol misturar e deixar descansar por 1 min
Centrifugar por 1 min a 12.000 remover o sobrenadante, repetir a centrifugacao e
retirada do sobrenadante. Adicionar entdo, 1,5ml de etanol 70-80% e misturar levemente
por 5 min Centrifugar por 2 min a 12.000 rpm e remover sobrenadante. Secar o DNA por
5 min no fluxo adicionar 100ul de TE-RNAse e incubar por 30min em temperatura

ambiente ou overnight a 4°C.

4.17. Amplificacdo de fragmentos de DNA para a identificacdo dos

genes responsaveis pela informacao genética da PHA sintase

Esta reacdo é uma amplificacdo de um fragmento de DNA usado como molde. Tem
como objetivo a identificacdo do gene de PHA sintase (phaC). Para um DNA purificado
foi utilizado em torno de 1ng deste na reacgdo. Para as reacdes sdo utilizadas aliquotas
de 20ul para cada amplificacdo contendo um tampé&o de PCR (50mM de KCI , 10mM de
Tris-HCI pH9, 0,1% de Triton X100 e 0,15 mM de MgCl,), 0,2ul de cada
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desoxinucleotidio trifosfatado (2,5 mM), 1 U de Taq DNA polimerase, 20uM de cada
iniciador e 0 molde de DNA a ser amplificado (1ng). A solug¢édo seréd acondicionada em
termociclador e o resultado é analisado em gel de agarose 0,8% contendo brometo de
etidio.

O protocolo da reacdo de Pcr semi-nested € composto de um ciclo de 94°C por 1 min,
seguido de 24 ciclos de 94°C por 1min, 57°C por 45s, decrescendo 1°C por ciclo e
sendo repetido 1x cada temperatura até atingir 45°C, fechando o ciclo a 72°C por 1 min.
Em seguida um periodo de extencdao final por 20 min a 72°C e incubacéo final a 10°C.

4.18. Iniciadores

Em C. necator o ultimo passo na via de producédo de PHA é catalisado por PHA sintase,
produto do gene phaC. Seis Iniciadores foram desenhados e sintetizados para
identificacdo do gene, modificados de outros iniciadores ja descritos em Sheu et al.2000.
As sequéncias dos iniciadores, e os tamanhos dos amplicons esperados se encontram

na tabela 8.

Tabela 8: Iniciadores desenvolvidos baseados nas seqiiéncias de PHA sintase de

C. necator
Nome do Iniciador | Seqliéncia Regido Tamanho esperado do
correspondente | amplicon (pb)
no gene phaC
de C. necator
phaCmF1 5'- ATCAACAAGTTCTACATCCTCGACCT - 3 | nt 741-766 496 (utilizando o iniciador
reverso CmR4)
phaCmF2 GTCTTCGTGATCTCCTGGCGCAACCC nt 846-871 406 (utilizando o iniciador
reverso CmR4)
PhaCmR4 AGGTAGTTGTTGACCAAGTAGTTCCA nt 1237-1212
phaCiF1 ATCAAITICTACITCITIGACCT nt 741-766 496 (utilizando o iniciador
reverso CiR4)
phaCiF2 GTITTCITHTHICTGGCGCAACCC nt 846-871 406 (utilizando o iniciador
reverso CiR4)
phaCiR4 AGGTAGTTGTIGACHIITAGITCCA nt 1237-1212

Modificada de Sheu et al.2000.

Dois iniciadores especificos para o gene de PHA sintase foram desenhados baseados
na sequéncia de Chromobacterium violaceum ATCC 12472, depositada no Gene Bank.
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Tabela 9: iniciadores especificos baseados na seqiiéncia de Chromobacterium violaceum

Nome Sequiéncia Regiéo Referéncia | Tamanho
correspondente esperado
em no gene Pha do

Cem C. amplicon
violaceum no
Genebank
PHAPF Este
b 3022983 -
5-CGTTTCGCTCTCCAG TCCTC-3’ P 3023002 estudo
1775 pb
PHAPR pb 3024776 - Este
5-GTCTTCTCCAGCAACGCCT- 3 3024758 estudo

4.19. Eletroforese em gel de agarose (Sambrook et al., 2001):

A agarose 0,8% (p/v) é acrescida de TAE 1X e aquecida até sua dissolucdo. Em
seguida, apos a solucao esfriar, é adicionado brometo de etidio na concentracdo de 0,5
ug/ ml. Espera-se até o gel solidificar, a temperatura ambiente, aplica-se a amostra de
DNA nas canaletas do gel e realiza-se a corrida a uma voltagem de 80 V na cuba de

eletroforese mergulhada em TAE 1x.

4.20. Precipitacao de DNA com polietilenoglicol (PEG 8000)

Foi adicionado ao produto de PCR, PEG 20% (P/V) + NaCl 2,5M em eppendorf 1,5 ml
na razao de 1:1 (PEG/ produto de PCR) e bem homogeneizado utilizando o vortex. Os
eppendorfs sdo entdo, incubados em banho-maria 37°C por 15 min, centrifugados a
velocidade maxima (13000 rpm) por 15 min. O sobrenadante é entdo, retirado
cuidadosamente com uma pipeta. Ao pelet é adicionado 125 ul de etanol80% (p/v)
gelado, centrifugado a velocidade maxima (13000 rpm) por 5 min. Novamente o
sobrenadante é cuidadosamente retirado com uma pipeta e os procedimentos de
centrifugagéo seguido de retirada do sobrenadante repetidos. Os tubos s&o deixados

secando em estufa a 37 °C por no minimo de 5-10 min para a completa secagem dos
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pelets. Quando secos, 0s pelets sédo ressuspendidos em agua mili-Q estéril, vortexados

e por fim armazenados em freezer a -20°C.

4.21. Clonagem e expressao do gene de PHA sintase

O fragmento de DNA do produto de PCR amplificado de interesse foi eluido do
gel de agarose com o auxilio do kit de extracdo ou da técnica de extracdo com Ia de
vidro e ressuspendido na concentracéo de 20 ng/ uL. O fragmento de DNA foi clonado
no vetor pGEM-T Easy (figura 7) ou pCR®2.1- TOPO®(figura 7) e introduzido em E. coli
DH5a., por eletroporagdo (Material e Métodos, item 4.22.2). Apds crescimento em meio
LB/ X-gal, as colbnias brancas foram cultivadas para extragcdo e purificacdo dos
plasmideos (mini-preparacdo; Material e Métodos, item 4.14). Para a comprovacao do
sucesso da clonagem foi feita uma reagcdo de PCR com os mesmos primers utilizados
para a producéo do inserto clonado. Os produtos destes PCR foram eluidos do gel de
agarose 0,8%, ressuspensos na concentracdo de 20ng/uL, e submetidos a

sequenciamento.

4.22. Transformacao de células de E.coli por eletroporacao

4.22.1. Preparo de células competentes

A partir de uma cultura de DH5a pré-crescida durante a noite, 1ml foi inoculado em 100
ml de meio 2XYT e incubada, a 37°C, com agitacdo a 110 rpm em “shaker”, até atingir
uma absorbancia, em 600 nm, em torno de 0,2-0,3. A suspenséo foi coletada em tubos
de centrifuga, deixada em repouso no gelo, por cerca de 15-30 minutos e centrifugada a
4.500g, por 15 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi removido e o sedimento foi
ressuspendido em 100 ml de glicerol 10% estéril, a 4°C. As células foram
ressuspendidas em 50ml de glicerol 10%, estéril, a 4°C e centrifugadas, novamente
ressuspendidas em 10ml de glicerol 10% e centrifugadas, repetido nesta Ultima
condicao por mais trés vezes. As células foram entdo ressuspendidas em 2ml de glicerol
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a 10%, a 4°C e centrifugadas pela ultima vez. Apés a ultima centrifugagéo, as células
foram ressuspendidas a um volume final de 300ul com glicerol 10%, a 4°C
(concentracdo de 1-3 x 10 células/ ml). A suspensdo de células foi distribuida em
aliquotas de 40ul em tubos “Eppendorf” de 1,5 ml, resfriados por gelo seco e
imediatamente armazenados no ultrafreezer a uma temperatura de -70°C (Sambrook et
al., 2001).

4.22.2. Eletroporacao

As células foram retiradas do freezer -70°C e colocadas imediatamente no gelo. Ap6s 15
minutos, foram adicionados 2ul de ligacdo, em 40ul da suspensdo de células DH5a
eletrocompetentes. A suspenso de células juntamente com o DNA foi transferida para
uma cubeta de eletroporacdo previamente resfriada, que foi por sua vez, inserida no
eletroporador. Em seguida foi aplicado um pulso de 2,5 KV, capacitancia de 50uF e
resisténcia de 100 ohms por 5s. Imediatamente ap6s o0 pulso, as cubetas foram
removidas da camara de aplicacdo e foi adicionado as células 0,6 ml de meio SOC. A
suspensao bacteriana foi entdo transferida para eppendorf e incubada em banho a
37°C, por 1 hora (Sambrook et al., 2001).

4.23. Reacodes de seglienciamento

4.23.1. Seqguenciamento dos produtos de PCR clonados nos vetores pGEM-T

Easy (promega) € DCR®2-1' TOPO® (Invitrogen

4.23.2. Reacdo de seqlienciamento

A reacao de sequenciamento foi preparada utilizando o kit comercial “DYEnamic ET Dye
Terminator Cycle Sequencing Kit for MegaBACE DNA Analysis Systems”. Cada reacao
continha 4 pl de pré-mix (reagente fornecido pelo fabricante contendo a enzima Termo
Sequense e deoxi/ dideoxinucleotideos), 5 pmoles de primer e cerca de 200ng de DNA.

Sendo o volume final completado para 10 yl com agua deionizada. A reagédo de

48



sequenciamento foi realizada em termociclador totalizando 30 ciclos, cada um deles era
composto por trés etapas. A primeira etapa (desnaturacéo) ocorreu a temperatura de
95°C durante 20 segundos, a segunda (anelamento do primer) ocorreu a 50°C por 15
segundos, a terceira (extensdo) a 60°C durante 1 minuto e ao término, a placa foi

armazenada a 4°C.

4.23.3. Precipitacdo da reacao de segiienciamento

O processo de precipitagdo da reacdo de seqlenciamento tem como fungao limpar a
reacdo retirando os dNTPs e ddNTPs que ndo foram incorporados, os restos de
enzimas que ndo foram utilizadas e sais em geral que poderiam atrapalhar o processo
de seqUenciamento no sequenciador automatico. Durante a precipitacdo foram
utilizados acetato de aménio 7,5 M, etanol absoluto e etanol 70% que promoveram a
precipitacdo do DNA, o sobrenadante foi descartado e para ressuspender o DNA foi
adicionado loading buffer (tampé&o fornecido pelo fabricante) para que houvesse a
diluicdo da amostra. Até sua injecdo no sequenciador automatico, a amostra era
mantida a 4°C e protegida da luz. O sequenciamento das amostras de DNA plasmidiano
foi feito em um seqiienciador automatico capilar MEGABACE 1000 (Amersham Biotec)
no Laboratério de Biodiversidade e Evolugcdo Molecular (LBEM) do Prof. Fabricio R. dos

Santos.

4.23.4. Andlise das sequéncias dos produtos de PCR

As sequéncias obtidas foram analizadas quanto a similaridaes com outras ja
depositadas no Gene Bank através da ferramenta BLAST (“Basic Local Alignment

Search Tool”).
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5. Resultados e Discussao

5.1. ldentificacdo de bactérias produtoras de PHA

Cerca de 250 espécies bacterianas diferentes, tanto Gram-negativas quanto Gram-
positivas, tém sido relatadas como produtoras e acumuladoras de varios tipos de PHA
na forma de granulos citoplasmaticos de material de reserva (Steinblchel et al., 1991,
Lenz et al., 1992; Steinbiichel, 1992). Estas, encontram-se dispersas em um ndamero
enorme de ambientes.

Neste trabalho, buscou-se a identificacdo de bactérias produtoras de PHA através de
métodos de coloracdo, assim como a producao, isolamento e identificacdo do tipo de
polimero produzido, além do isolamento de genes codificadores de PHA sintase. De
posse de bactérias isoladas do Parque Nacional da Serra do Cipd, cedidas por Claudia
Bittencourt e prof.2 Andréia Amaral, iniciamos nosso estudo com a identificacdo

qualitativa de isolados produtores através de métodos de coloracao.

5.2. Métodos de coloracao
5.2.1. “Sudan Black B”

A identificacdo qualitativa de bactérias capazes de sintetizar PHA foi feita inicialmente
através de método de coloracdo (Material e Métodos item 3.6.1.1) empregando-se
“Sudan Black”, um corante lipofilico ndo especifico para PHA. A cor violeta é
caracteristica de Chromobacterium violaceum, devido ao pigmento violaceina, esse
tom se intensifica ao longo dos dias de crescimento ficando bastante escuro, proximo a
cor preta, sendo assim facilmente confundido com a tonalidade azul escura também

quase preta de “Sudan Black B” quando positivo para lipideos (figura 10).
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Figura 10: Culturas bacterianas de 28 isolados foram inoculadas em meio minimo sélido M9 +2% glicerol
(A e A) e M9 +2% glicose (B e B’), incubadas a 37°C, por 48 horas, antes (A e B) e apés (A’ e B’
coloracdo com “Sudan Black B”). C. violaceum ATCC 12472 e Cupriavidus necator foi utilizada como
controle positivo e E. coli MC1061 como controle negativo.

Foram analisados em torno de 200 isolados do Parque Nacional da Serra do Cipo
(PNSC). Essa primeira triagem visual permitiu a identificagdo qualitativa de todos os
isolados como positivos para a producdo e acumulo de PHA corados em azul escuro por
“Sudan Black B”. A possibilidade de um falso positivo devido a violaceina, além da
inespecificidade deste corante, fez necessario o uso de outros metodos para resultados

confiaveis.
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5.2.2. “Nile Blue A”

ApOs certo periodo s6 71 isolados foram mantidos viaveis no laboratorio, com estes, foi
feita entdo, uma segunda identificagdo também qualitativa com outros métodos de
coloracéo. Foi utilizado “Nile Blue A” (resultado ndo mostrado) cujos resultados também
ndo foram conclusivos, pois apresentam uma colora¢cdo muito préxima da obtida com o
uso de “Sudan Black B”, passivel também de ser confundida com a coloracao prépria de
C .violaceum.

5.2.3. “Nile Red”

O uso do método de coloragdo “Nile Red” (Ostle; Holt, 1982; James et al., 1999,
Spiekermann,1999), um corante fluorescente especifico para polihidroxialcanoato,
permitiu um resultado confiavel, além da sua afinidade por polihidroxialcanoato, sua cor
guando positiva se destaca mesmo nos isolados de cor violeta intensa formando halos

de coloragéo rosada (figura 11).

Figura 11 - Coldnias bacterianas crescidas a 37°C, por 48 horas, em meio solido M9 suplementado com
glicerol 2% e coradas com “Nile Red”. (A) placa exposta a luz ambiente e (B) exposta a irradiacdo com luz
uv.

Foram testadas 71 linhagens por este método, destas 30 se apresentaram positivas
para PHA em meios suplementados com glicose 2%, glicerol 2% ou sacarose 2%. Ap0Os
a coloracdo semi-quantitativa com Nile Red, dez isolados foram escolhidos como

melhores produtores de PHA pela maior intensidade de coloragdo. Essas linhagens ou
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foram positivas simultaneamente nos meios de cultura contendo 2% de glicose, glicerol
e sacarose como substrato ou tiveram brilho mais intenso que 0s controles positivos em
pelo menos um substrato.

De todos os métodos de coloragdo, o corante fluorescente Nile red oferece uma técnica
de triagem relativamente facil que pode ser utilizada para isolamento de potenciais
linhagens bacterianas produtoras de PHA de amostras de ambiente (Berlanga et al.,
2006).

5.3. Microscopia 6tica de fluorescéncia

Os isolados escolhidos como melhores produtores foram submetidos a microscopia de
fluorescéncia corados com “Nile Red” (Material e Métodos item. 1.6.1.3) (figura 12).
Todos os isolados analisados apresentaram resultados positivos utilizando-se Nile Red

Ccomo corante.

Figura 12 - Células bacterianas de Cupriavidus Necator (A) e Chromobacterium violaceum SC 51 (B)

crescidas a 37°C, por 48 horas, em meio liquido M9 suplementado com glicose, coradas com “Nile Red” e
submetidas a irradiacdo com luz UV. Apés a coloragdo, dez dos isolados, entre eles SC48, SC51 e SC71,
se apresentavam qualitativamente como bons produtores de PHA.
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6. Granulo de PHA

Podemos confirmar a presenca de corpos de inclusao, possivelmente armazenando
PHA, nos isolados SC 51 (figura 13). Esse experimento foi feito com células crescidas
em meio de cultivo rico (LB) para aumento de massa e, posteriormente repicadas em
meio de producdo de PHA, meio minimo M9 suplementado com glicose, glicerol e
sacarose todos a 2% no meio. Foram utilizados como controle positivo Cupriavidus
necator nas mesmas condi¢des de crescimento supracitadas, mas como néo obtivemos

fotos que pudessem evidenciar seus granulos, utilizamos uma foto da literatura s6 como

forma de demonstracéo.

Figura 13: Eletromicrografia de transmissao de células de C violaceum SC 51 contendo granulos de PHA

acumulados em meio minimo mineral M9 com glicose 2% (A), glicerol 2% (B) e sacarose 2% (C) todas
com aumento 25000x. Cupriavidus necator (D) foi utilizado como controle positivo (Castaneda et al.,
2000).

Esse ensaio possibilitou mais um indicio da producdo e acumulo deste polimero pelos
isolados. ApOs esta analise, passamos para a parte molecular através da identificacdo
da PHA sintase, gene importante da via de producéo do polimero.

7. ldentificacdo da bactéria considerada produtora

Em estudo anterior desenvolvido em nosso Laboratorio, Claudia Bittencourt descreveu
em sua tese de mestrado, analises do gene ribossdmico 16S de diversas linhagens
utilizadas neste trabalho. Os isolados utilizados nos ensaios de espectrofluorometria,
microscopia otica, tendo como corante o Nile Red, bem como de Microscopia eletrénica,
possuiam além de resultados melhores que os demais para a coloracdo em placa, a
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caracteristica de ter sua cor branca. A duvida entdo, se seria ou ndo esse isolado C.
violaceum ja que houve perda de producdo de violaceina pela bactéria e sendo esse
fendmeno raro na natureza poderia ter ocorrido alguma contaminacdo ao longo do
cultivo por mais de um ano em laboratério. Foram feitas entdo, amplificacdes, por PCR,
do gene ribossdmico 16S. Para foram utilizados os iniciadores PA e U2 (Material e
Métodos, item 1.15).

O fragmento de DNA obtido foi submetido ao sequenciamento, utilizando os mesmos
iniciadores (figura 14).

Foram feitas comparacdes entre esta sequéncia com sequéncias de genes 16S
disponiveis no banco de dados (Gene Bank) através do programa Clusta W. Esta
analise mostrou que o fragmento génico SC51 é 98% similar as seqiiéncias de rRNA
16S de Chromobacterium violaceum. ATCC 14742, enquanto SC71 & 97% similar.

Confirmando entédo, ser a Chromobacterium violaceum a bactéria estudada.

SC51 e CGGTTAGCCTACCCACTTCTGGTGAAACT 29
3 o715 e o TGGTGAAACT 13
16S ATGAATCOCACCGTGTAAGCGG0CTCCTTO08GTTAGCCTACCCACTTCTAGTOAAACT &3
R R S e e
SC51 CACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGCAGCATG 89
SG71 CACTCCCATRRTGTGACGRRCGRTATGTACAAGACCCRRGAACGTATTCACCGCAGCATE 73
16S CACTCCCATGGTGTGACGGGCGETGTGTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGCAGCATG 120
SC51 CTGATCTGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCACTCGAGTTGCAGAGTGCGATCCGE 149
SG71 TCTGCGATTACTAGCGATTCE TCGAGTTGCAGAGTGCGATCCGG 133
16S CTGATCTGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCACTCGAGTTGCAGAGTGCGATCCGG 180
SC51 ACTACGATCGETTTTCTGAGATTAGCTCCACCTCACERCTTARCAACCCTCTGTACCGAG 209
SG71 ACTACGATCRRTTTTCTGAGAT TAGCTCCACCTCRCGRCTTGRCAACCCTCTGTACCGAC 193
16S ACTACGATCGG CTGAGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTL GTACCGAC 240
SC51 CATTGTATGAC--GTGTGAAGCCCTGCTCATAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCE 267
SG71 CATTGTATTAACGGTGTGAAGCCCTGCTCATAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCGCE 253
16S CATTGTATGAC--GTGTGAAGCCCTGCTCATAAGGGCCATGAGGACTTIGACGTCATCCCE 208
SC51 ACC - TTCCTCCGGTTTGTCACCARCAGTCTCATTAGAGTGCCCAACTAAATGATGGCAAG 326
SG71 ACCCTTCCTCCGG CACCGGCAGT AGAGTGCOCAACTAAATGATGGGAAG 313
16S ACC-TTCCTCCGG GTCACCGGCAGTCTCATTAGAGTGCCCAACTGAATGATGGCAAC 357
SC51 TAATGACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGAG 386
SG71 TAATGACAAGGGTTGCRCTCRTTGERGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGAG 373
16S TAATGACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGEGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGAC 417
SC51 GACAGCCATGCAGCACCTGTGTTAACGCTCCCTTTCGGGCACCAAGATATCTCTAGCAAG 446
SG71 GACAGCCATGCAGCACCTRTGTTAACGCTCCCTTTCGRRCACCAAGATATCTCTACCAAG 433
16S GACAGCCATGCAGCACCTGTGTTACGGCTCCCTTTCGEGCACCAAGCCATCTCTGGCAAG 477
SC51 TTCGTTACATGTCAAGAGCAGGTAAGG CRCETTGCATCGAATTAATCCACATCAT 506
SG71 TACATGTCAAGAGCAGGTAAGG CGCGTTGCATCGAATTAATCCACGATCAT 493
16S TTCCGTACATGTCAAGAGCAGGTAAGb CGCGTTGCATCGAATTAATCCACATCAT 537
SC51 CCACCECTTETGCAGETCCCCRTCAATTCCTTTGAGTTTTAAGCTTGCAGCCGTACTCCE 566
SG71 CCGCTTRTGCRGETCCCCRTCAATTCCTTTRAGT TTTAACCTTGCGGCCATACTCAE 553
16S CCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCL GAG AACCTTGCGGCCGTACTCCC 597
SC51 CAGGCGGTCAACTTCACGCGTTAGCTTCGCTACCAAGGATTCAAAGCCCCAACAGCTAGT 626
SG71 CAGGCRRTCAACTTCACGCRTTAGCTTCRCTACCAAGGATTCAAACCCCCAAGAGCTAGT 613
16S CAGGCGGTCAACTTCACGCGTTAGCTACGCTACCAAGGATTCAAACCCCCAACAGCTAGT 657
SC51 TGACATCGTTTAGGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTC 686
SG71 TGACATCGTTTAGGGCATGRACTACCAGGGTATCTAATCCTGRTTTRCTCCCCACRCTTTE 673
16S TGACATCGTTTAGGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGETTTC 717
SC51 GTGCATGAGCETCAGTGTCATCCCAGGAGECTRCCTTCGCCATCRGTATICCTCCACATG 746
SG71 GTGCATGAGCGTCAGTGTCATCCCAGGGGRCTROCTTCGCCATCGGTATT 733
16S TR AT GAGCT CAGT G TeATCOCAGRRGaCT GECTTERACATCRTATTCCTCRACATE 35
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TCTACGCATTTCACTGCTACACGTGGAATTCTACCCCCCTCTGACGCACTCTAGTCTTCC 806
TACACGTGGAAT TCTGACGC GC 793
TCTACGCATTTCACTGCTACACGTGGAATTCTACCCCCCTCTGACGCACTCTAGCTGTGQ 837

[v2%%)
00
708

[

SC51 AGTCTCCAATGCCGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGC CACATCAGACTTGCAAAACCGC 866
SC71 AGTCTCCAATGCCGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGC ACATCAGACTTGCAAAACCGC 853
16S AGTCTCCAATGCCCTTCCCAGGTTAAGCCCGGEGE CACATCAGACTTGCACAACCGC 897
SC51 CTGCGCACGC ACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTACGTATTACCGCGG 926
SC71 CTGCGCACGC ACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTACGTATTACCGCGG 913
16S CTGCGCACGC ACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTCGCACCCTACGTATTACCGCGG 957
SC51 CTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGTGCTTATTCTTCCGGTAL G CATCCCCGCCAGGTATT 986
SC71 GCTGGCAC! AGCCGGTGCTT. CTTCCGGTACTG GCCAGGTATT 973
16S CTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGTGCTTATTCTTCAGGTACTGTCATCCCCGCCGGGTATT 1017
SC51 ATCCAGCGGGATTTCCTCCCGAACAAAAGTCL ACAACCCGAAGGCCTTCTTCAGACA 1046
SC71 ATCCAGCGGGATTTCCTCCCGAACAAAAGTCC ACAACCCGAAGGCCTTCTTCAGACA 1033
16S AACCAGCGGGATTTCCTCCCTGACAAAAGTC ACAACCCGAAGGCCTTCTTCAGACA 1077
SC51 CGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTGCGCCCA h CCAAAATTCCCCACTGCTGCCTCCCG 1106
SC71 CGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTGCGCCCA CCAAAATTCCCCACTGCTGCCTCCCG 1093
16S CGCGGCATGGCTGGATCAGGGTTGCCCCCATTGFCCAAAATTCCCCACTGCTGCCTCCCG 1137
SC51 TAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAh G hGCGGATCATCCTCTCAGACCCGCTACT 1166
SC71 TAGGAGTCT TGTCTCAGTCCCAGTGTGGCGGATCA AGACCCG 1153
16S TAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAb G bGCGGATCATCCTCTCAGACCCGCTACT 1197
SC51 GATCGTCGCCTTGGTGAGCTCTTACCTCACCAACTAGCTAATCAGACATCGGCTGCTCCT 1226
SCr71 GATCGTCGCCTTGGTGAGCTCT CCAACTAGCTAATCAGACATCGGCTGCTCGT 1213
16S GATCGTCGCCTTGGTGAGCTCTTACCTCACCAACTAGCTAATCAGACGTCGGCTGCTCGT 1257
SC51 ATAACGCGAGGTC CGATCCCCCGC CCCCCTCAGGGCGTATGCGGTATTAATCCG 1286
SCr71 ATAACGCGAGGTC CGATCCCCCGC CCCCCTCAGGGCGTATGCGGTATTAATCCG 1273
16S ATAACGCGAGGTC CGATCCCCCGE CCCCCTCAGGGCGTATGCGGTATTAATCCG 1317
SC51 GC CGCCGAGCTATCCCCCATTACACGGTACATTCCGATGCGTTACTCACCCGTTCGC 1346
SCr71 GC ACACGGTACATT ATGC GITCGC 1333
16S GC CGCCGAGCTATCCCCCATTACACGGTACATTCCGACGCATTACTCACCCGTTCGC 1377
gg;% CACTCGTCAGCGGTGCAA —————————————————————————————————————————— %%gé
16S CACTCGTCAGCGGTGCAAGCACCCTGTTACCGTTCGACTTGCATGTGTAAAGCATGCCGC 1437
e e
3y & i~
16S CAGCGTTCAATCTGAGCCAGGATCAAACTCTTCAGTT 1474

Figura 14 — Alinhamento das sequéncias de nucleotideos do gene que codifica o rRNA 16S das
linhagens isoladas das aguas do PNSC , SC 51, SC 71. e C. V AtCC 12742. Estéo
representados em cinza escuro os pareamentos (mach), em cinza claro os ndo pareamentos
(mismatch), com — os intervalos (gaps) e com * as identidades.

8. Capacidade de conversao de diferentes fontes de carbono em PHA

Para avaliar a capacidade de CV SC 48 metabolizar diferentes substratos como fonte de
energia foram feitas curvas de crescimento celular em funcdo do tempo (Material e
Métodos, item 4.7).

O isolado C. violaceum SC 48 foi crescida em meio de cultivo rico (LB) para se obter
uma massa celular alta e posteriormente repicada em meio de cultivo minimo M9
(Material e Métodos item 4.4.7) acrescentado de glicose, glicerol ou sacarose de forma
gue estivessem ambos a 2% na solucao final (figura 14).

56



Curvade crescimento CV SC 48
10
) 1 —— Glicose
g —=— Glicerol
0,1 Sacarose
0,01
TSP F PSS F
Horas

Figura 14. Curva de crescimento celular por tempo, o isolado CV SC48 foi cultivados em meio minimo M9
contendo como substratos glicose, glicerol e sacarose todos a 2% na solucdo final e medido em
espectrofotdmetro, medidos de duas em duas horas.

A andlise do grafico nos permite constatar a capacidade de C. violaceum SC 48 em
metabolizar todos os substratos analisados. Mais tarde ao obtermos a massa seca
liofilizada desses isolados e observamos um melhor crescimento em glicose, seguido de
glicerol e por fim a sacarose.

Apéds a analise do crescimento utilizando como fonte de carbono esses trés substratos,
foi feito o acompanhamento da producdo de PHA nas células vivas pelos isolados SC 51
e SC 71 através de uma curva ap6s 48h de acumlo (figura 15). As células previamente
coradas com o “Nile Red” (Material e Métodos, item 3.8), foram submetidas as mesmas
condicoes realizadas no ensaio da curva de crescimento celular. As suspensdes foram
analisadas nos tempos zero, 2,4,6,8,24, 26, 28, 30, 32, 48, 50, 52, 54 horas de
incubacdo em meio minimo contendo glicose, glicerol e sacarose, todos a 2% na
solucdo final (figura 15) .

Devido a um crescimento laborioso, ndo podemos realizar todos os testes com um
mesmo isolado, mas baseados no resultado da curva de crescimento do isolado SC48,
esperavamos um comportamento semelhante na curva de espectrofluorometria para os
isolados SC10 e SC71 na utilizagdo dos substratos para produgédo de PHA, ou seja, que
todos os substratos fossem utilizados de forma semelhante jA que durante o

57



crescimento isso ocorreu. Apesar disso tivemos uma diferenca grande quanto a
producdo de PHA quando o substrato é a sacarose. Poderiamos a primeira vista supor
ser algum desvio neste experimento especificamente quando o substrato utilizado é a
sacarose, mas 0s controles nos provam do contrario. Posteriormente na liofilizacdo do
isolado SC48 para a extracdo do polimero, obtivemos diferencas nitidas na quantidade
de massa, sendo o maior valor utilizando-se como substrato glicose, seguido de glicerol

e por fim sacarose.

1200

1000 — =

800 1 -

600 =i =

UFR 600 nm

400 | Ll -

200

C. n. glicerol
C. n. glicose
C. n. sacarose
SC10 glicerol
SC10 glicose
SC10 sacarose |
SC71 glicerol |
SC71 glicose
SC71 sacarose ]

E.c.MC1061 glicerol
E.c.MC1061 glicose
E.c.MC1061 sacarose
Cv ATCC 12472 glicerol
Cv ATCC 12472 glicose
Cv ATCC 12472 sacarose

Figura 15: Grafico de producao de PHA do isolado C. violaceum SC 10 e SC 71 cultivados em meio
minimo, a 28°C, com 2% de glicose, glicerol ou sacarose, como fontes de carbono.O contelddo de PHA
presente nas células foi avaliado pela técnica de coloragdo com “Nile Red” e posterior leitura da
fluorescéncia relativa (UFR) em espectrofluorimetro, empregando-se filtro de excitagao de 545 nm e filtro
de emissdo de 600 nm. CV ATCC 12472 e C.necator (controles positivos), E. coli MC1061(controle
negativo) e C. violaceum SC 10 e SC 71 isolados analisados. Os resultados do branco utilizado para

cada foram subtraidos dos resultados apresentados.

9. Analise do PHA produzido por C. violaceum SC 48

9.1. Avaliacdo de producdo de PHA

Para que fosse feita a andlise do PHA produzido por C. violaceum SC 48 suas
células foram crescidas em meio rico (LB) e foi feito posteriormente um rein6culo em
Meio mineral minimo (MM) M9 contendo como fonte de carbono glicose, glicerol ou

sacarose, todas a 2%. ApoOs 48 horas as células foram centrifugadas e liofilizadas para
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isso, foram utilizados 10L de cultura com cada um dos substratos citados. A partir disto
foram obtidos, apds extracao (Materiais e Métodos item 3.1.1), 73,84 mg massa seca de
SC 48 cultivada em MM M9 com glicose das quais, ~5,02 mg eram de PHA, 61,1 mg de
massa seca em MM M9 com glicerol, das quais, ~0, 9776 mg eram de PHA e 10 mg em

MM M9 com sacarose, das quais ~0,135 mg eram de PHA (tabela 8).

Tabela 8 - Massa celular seca e porcentagem de PHA total produzida pelo isolado C. violaceum
SC 48 cultivado em meio minimo com diferentes fontes de carbono.

Fonte de
Carbono Glicose Glicerol Sacarose
Produto
Massa celular seca 73,84 61,1 10,0
(mg/ L)
Massa do PHA ~5,02 mg ~0, 9776 mg ~0,135 mg
extraido #
PHA
% (mg PHA/ mg 6,81 1,6 1,35

massa celular seca)

# O valor da pesagem do PHA é aproximado ja que o produto da extragdo ndo se encontra totalmente
livre de impurezas.

A fonte de carbono que produziu maior massa celular seca e também, maior produgéo
de PHA/massa seca foi a de glicose (Tabela 8). Apesar do ensaio de espectofuorimetria
ter sido realizado em isolados diferentes daextracdo, podemos dizer que os resultados
destes dois experimentos reforcam um ao outro. Em ambos temos um resultado melhor
das linhagens crescidas em glicose, seguido de glicerol e por fim a sacarose.

A bactéria C. necator, uma das bactérias empregadas para producdo de PHA em escala
industrial, € capaz de produzir até 80-90% de seu peso seco em PHA (Lee, 1996).
Existem poucos relatos sobre a producédo de PHA em C. violaceum, segundo Kolibachuk
et al (1999), ela pode acumular até cerca de 38%, quando o substrato utilizado é a
glicose. Os valores que encontramos fogem um pouco do esperado, apesar de s existir
um relato e que dentre desses substratos sO utiliza glicose como substrato. Deve-se
lembrar que pequenas mudancas nas condi¢fes de cultivo podem ter grande impacto na
producdo do polimero, um exemplo disso é que os isolados que apresentam grande
guantidade de granulos no ensaio de TEM, na maioria das vezes apresentam grande
dificuldade de crescimento.
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Para que os préximos ensaios fossem mais confiaveis, foram utilizados os polimeros
extraidos (Material e Métodos item 4.11)(figuras 16 a 18). Os estudos fisicos em
polihidroxialcanoatos utilizando a massa celular total seca, sem a extracdo prévia do
polimero, acarretariam um resultado confuso devido ao volume de substancias

presentes nas células que aparecerao no espectro em meio aos picos referentes a PHA.

9.2. Analises fisico-quimicas do PHA produzido

Com o objetivo de identificar nos polimeros obtidos, a composicdo monomeérica
do PHA produzido por Chromobacterium violaceum SC 48 foram feitos ensaios de IV e
RMN (Material e Métodos itens 1.12 e 1.13).

9.2.1. Anélise por Infravermelho (1V)

Para identificar os grupamentos organicos presentes nas amostras poliméricas
obtidas foram realizadas andlises de espectroscopia de infravermelho (V). No espectro
de I.V. (figuras 19, 20 e 21) foram observadas as bandas de OH, de CH e de COOQ,
estes grupamentos organicos identificados correspondem aos grupamentos presentes

em polimeros de PHA.
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Figura 16 — Polimero extraido do isolado C. violaceum SC 48 cultivado em meio minimo, a 28°C, com 2%
de glicose.

Figura 17 — Polimero extraido do isolado C. violaceum SC 48 cultivado em meio minimo, a 28°C, com 2%
de glicerol.

Figura 18 — Polimero extraido do isolado C. violaceum SC 48 cultivado em meio minimo, a 28°C, com 2%
de sacarose.
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Figura 19 - Espectro de 1.V. do polimero produzido por C. violaceum SC 48 cultivado em meio minimo M9

contendo glicose (2%) como fonte de carbono.
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Figura 20 - Espectro de 1.V. do polimero produzido por C. violaceum SC 48 cultivado em meio minimo M9

contendo glicerol (2%) como fonte de carbono.
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Figura 21 - Espectro de I.V. do polimero produzido por C. violaceum SC 48 cultivado em meio minimo M9
contendo sacarose (2%) como fonte de carbono.

Estes resultados obtidos indicam mais uma vez que as amostras analisadas

possivelmente contem polimeros de PHA.

9.2.2. _Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A verificagdo da presenca de PHA, bem como avaliagéo dos tipos de PHA produzidos,
foram realizadas com as anélises de RMN *C e de RMN *H do polimero produzido,
extraido e parcialmente purificado do isolado cultivado em meio minimo contendo
glicose, glicerol ou sacarose como fontes de carbono.

A técnica da Ressonancia Magnética Nuclear de prétons (RMN'H) identifica os sinais
referentes aos atomos de hidrogénio presentes no polimero PHA. JA4 a Ressonéancia
Magnética Nuclear de carbono 13 (RMN®C) identifica os sinais referentes aos atomos
de carbono presentes no polimero PHA. Para esta andlise foi utilizado o polimero
produzido pelo isolado C. violaceum SC48 cultivado em MM M9 com glicose 2% (figuras
22 e 23).
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Figura 22 - Espectro de RMN 'H do PHA produzido pelo isolado C. violaceum SC 48 quando cultivado em
meio minimo com 2% de glicose.
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Figura 23 - Espectro de RMN 3C do PHA produzido pelo isolado C. violaceum SC 48 quando cultivado
em meio minimo com 2% de glicose
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As analises dos PHA por RMN néo permitiram a determinagéo da porcentagem de cada
um dos mon6émeros no polimero, mas podemos ressaltar a presenca de grupamentos
correspondentes a polihidroxialcanoatos que indicam a presenca destes, mesmos que
impuros na amostra obtida por extragdo do isolado CV SC 48.

10. Amplificacao de PHA sintase por PCR

Os primeiros iniciadores empregados foram modificados tendo como base o trabalho de
Sheu et al. (2000), baseando-se na sequéncia central de phaC de C. necator, que
possui uma PHA sintase de classe |. Estes oligonucleotideos foram desenhados com
degeneracdes, baseando-se em multiplos alinhamentos de sequéncias de phaC de 13
bactérias.

Utilizando estes iniciadores realizamos o PCR semi-nested (SN-PCR), quando foi
utilizado o DNA molde de C. necator (controle positivo), conforme esperado, foi possivel
obter-se um fragmento de DNA de 406pb (figura 24) tamanho esperado para a parte
central do gene phaC que pbde ser visualizado numa banda bem definida. Nenhuma
amplificacdo foi obtida quando se empregou, como molde, o DNA extraido de E. coli
(controle negativo). Somente alguns isolados apresentaram amplificacdo para essa

estratégia (figura 24).

Figura 24. Amplificacdo de DNAs com os pares de iniciadores phaCmF1-phaCmR4 (canaletas impares),
phaCiF1-phaCiR4 (canaletas pares) observado em gel de agarose 0,8% com brometo de etidio. M,
marcador molecular; 1 e 2, isolado SC09; 3 e 4, SC67; 5 e 6, C. violaceum ATCC 12472; 7 e 8, C. necator
(controle positivo); 9 e 10, SC71; 11 e 12, SC91; 13 e 14 E. coli DH 5a (controle negativo).
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A primeira PhaC de C. violaceum somente foi descrita em 2003, quando do término do
consorcio do genoma de C. violaceum. Somando isto ao fato de nem todas os isolados
terem sido amplificados, desenvolvemos novos iniciadores que pudessem ser mais
adequados a este trabalho. Foram desenhado, um par de oligonucleotideos especificos
(tabela 8, figura 25 ) com base na sequéncia de phaC Chromobacterium violaceum
disponivel no “GenBank” (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). O gene phaC completo tem o
tamanho de 1706pb (3022881-3024587, no Gene Bank) os iniciadores desenhados
produzem um amplicon de 1775 pb (3022983-3024758).

TGCAGCAGTTCGTCAACTCGCTGTCGCAGCCTCCAGCCCCCGACGGCGCAGCCCATCCCTTCGCCGGCGCCTGGGL
GCAGCTGATGAACCAGACCAACCAGCTGTTCGCTCTCCAGTCCTCGCTTTACCAGCAGCAGCTCAATCTGTGGTCG
CAATTCCTCGGCCAGGCCGCCGGCCAGGAAGCCGCCGCCGAAGCGGGCGCCAAGCCGGCCGACCGCCGCTTCGLGT
CGCCGGAATGGAACGAGCACCCGTTCTACAACTTCCTCAAGCAGAGCTATCTGCAGACCTCCAAGTGGATGATGGA
GCTGGTGGACAAGACCCAGCTCGACGAGGACGCCAAGGACAAGCTGGCTTTCGCCACCCGCCAGTACCTGGACGCG
ATGTCCCCCAGCAACTTCATGCTGACCAACCCCGACGTGGTCAAGCGCGCGATCGAGACCAAGGGCGAAAGCCTGG
TCGAGGGCATGAAGAACATGCTGGACGACTTCCAGAAGGGCCACATCTCGATGTCGGACGAGAGCAAGTTCGAGAT
CGGCAAGAACCTGGTGGTCACCCCGGGCCAGGTGGTGTTCCGCAACGAACTGATCGAGCTGATCCAGTACACGCCG
ACCACCGACAAGGTCTACGAGAAGCCGCTGCTGTTCGTGCCGCCCTGCATCAACAAGTACTACCTGATGGACCTGC
AGCCGGACAACTCCATGGTGCGCCACTTCGTCGCCCAGGGTTACCGCGTGTTCCTGATCAGCTGGCGCTCCGCGGT
CGCCGAGATGAAGCACTTCACCTGGGAAACCTATATCGAGAAAGGCGTGTTCGCCGCGGCGGAAGCGGTGCAGAAA
ATCACCAAGCAGCCGACGATGAACGTGCTGGGCTTCTGCGTCGGCGGCGTCATCCTCACCACCGCGCTGTGCGTGG
CTCAGGCCAAGGGGCTGAAATACTTCGACTCCGCCACCTTCATGACCTCGCTGATCGACCACGCCGAACCGGGCGA
GATCTCCTTCTTCATCGACGAGAGCGTGGTGGCCGGCCGCGAAGCCAAGATGGCCAGCGGCGGCATCATCAGCGGL
AAGGAAATCGGCCGCACCTTCGCCAGCCTGCGCGCCAACGACCTGGTGTGGAACTACGTGGTCAACAACTACCTGC
TGGGCAAGACCCCGGCGCCGTTCGACCTGCTGTTCTGGAACAACGACGCGGTGGATCTGCCGCTGCCGATGCACAC
CTTCCTGCTGCGCCAGTTCTACATGAACAACGCGCTGGTGCGTCCGGGCGCGATCACGCTGTGCGGCGTGCCGATC
GACATCGCCAAGATCGACGTGCCGGTCTACATGTTCGCCGCGCGCGACGACCACATCGTGCTGTGGAGCTCCGCCT
TCTCCGGCCTGAAATACCTGCAGGGCGCGCCCAGCCGCCGCTTCGTGCTGGGCGCGTCCGGCCACATCGCCGGLCTC
GATCAACCCGGTCACCAAGGACAAGCGCAACTACTGGGCCAACGACACGCTGCCGCTGCACGCCGAGGAATGGCTG
GAAAGCGCGGAAAGCCGCCCCGGCAGCTGGTGGAAGGACTGGGACGCCTGGCTGGCGCCGCAGTCCGGCAAGCAAG
TGGCCGCGCCCAAAAGCCTGGGCAACAAGGAATTCCCGCCGCTGCTGGCGGCGCCGGGCAGTTATGTGCTGGCCAA
GGCCATGCCGTCCGTCGCCGCCAGCCTGCAATGACAACCCTATTCGAACGCCCCGGAGCGGCATGATCCGCTCCCG
ACGAGGGCCGCAACAAAAGGAGAAAGACATGGAAGTAGCAATCGTAGCCGCGCAGCGCACCGCCATCGGCAGCTTC
GGCGGCGGCTTGGCCAAGATTCCGGCGCCGGAGCTGGGCGCCACTGTGATCAAGGCGTTGCTGGAGAAGAC

Figura 25: Sequéncia de nucleotideos do gene de pha C de C. violaceum . Os iniciadores se encontram
distacados em cinza.

Esta abordagem se mostrou mais eficiente e revelou, isolados com amplicons de
tamanhos diferentes (figura 26). Com o objetivo de aumentar a especificidade e
conseguir uma unica banda de fragmentos de DNA, como produto de PCR, foram feitas
variagOes da temperatura de anelamento, tempo de cada ciclo e componentes do mix

com o uso em diversas proporgdes de gelatina, betaina, DMSO e BSA.
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Figura 26. Amplificacdo de DNAs (Material e Métodos 1.17) de isolados do PNSC denominados CV SC
com os pares de iniciadores phaCiFl-phaiCR4 (isolados identificados por ndameros seguidos de i),
phaCiF1-phaCiR4 e phaCF-phaCR (isolados identificados somente por nimeros) observado em gel de
agarose 0,8% com brometo de etidio.Marcador molecular; 1Kb.

Obtivemos amplificagdes nos controles positivos e em isolados SC em torno de 1770 pb,
tamanho esperado para todo o gene phaC. E interessante observar que algumas
linhagens apresentam amplicons de tamanho um pouco diferente do esperado, menor,

no caso de SC17 e maior em SC72.

11. Analise da seqiiéncia da PHA sintase por seqgiuenciamento

Para comprovar se o amplicon obtido se tratava do gene phaC, foi realizado o
sequenciamento, obtido com pouca qualidade. A analise da sequéncia foi feita, através
do programa “Blast” e apesar da baixa qualidade houve alguma similaridade com phaC
de Chromobacterium violaceum bem como o mesmo gene em diversas bactérias
conhecidas produtoras de PHA o que permite dizer que o phaC nesses isolados foi
sequenciado A baixa qualidade da sequéncia obtida; impede que conclusfes sejam

tiradas da baixa similaridade.
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Conclusao

Como ja mencionamos neste trabalho, é cada vez maior a busca pela independéncia do
petréleo para a fabricacdo de componentes plasticos. A natureza renovavel dos PHAs
sdo uma alternativa nessa busca (Stevens 2002). Entretanto em relacdo aos plasticos
convencionais, estes tém producdo cara, mas se encontram em um estdgio apenas
inicial de desenvolvimento comercial (Lee, 1996). Pesquisa tem foco em novas
linhagens selvagens, linhagens recombinantes, culturas mistas, purificacdo eficiente,
uso de substratos mais baratos, dentre outras alternativas para a diminuicdo dos custos
de producdo de plasticos biodegradaveis.

Neste estudo foram identificados dentre novos isolados de C. violaceum, organismos
produtores de PHAs utilizando diversos substratos como fonte de carbono. Em nosso
conhecimento, ndo tinha sido ainda relatada a producdo de biopolimeros de C.
violaceum utilizando -se glicerol como fonte de carbono. Este resultado é importante ja
gue a industria do Biodiesel com potencial de grande crescimento no nosso pais tem o
glicerol como residuo. Dentre os resultados positivos, podemos destacar a glicose com
a mais alta producéo dentre os substratos testados e a sacarose produto atrelado a
producdo de cana de acgucar. As andlises feitas revelamneste trabalho, sdo uma etapa
preliminar e uma importante ferramenta para um melhor direcionamento e planejamento
experimental sem implicar desperdicio de tempo e recursos financeiros em estudos

posteriores envolvendo outros microrganismos na produgéo de PHA.
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