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RESUMO

O objetivo desse estudo foi a bioprospeccdo de bactérias produtoras de
polihidroxialcanoatos. Amostras de 6leo de andiroba foram cedidas pela COOPERAR.
As amostras foram plaqueadas em meio TSB. As coldnias foram analisadas quanto a
presenca de PHAS utilizando a coloracdo Sudan Black. O DNA das col6nias bacterianas
positivas para a producdo de PHA foi extraido com a utilizacéo de kits de extracdo. Apds
extracdo de DNA as amostras foram submetidas a PCR e algumas amostras foram
enviadas para sequenciamento genético. Das 250 coldnias obtidas em meio TSB, 110
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mostrara-se positivas para a producdo de PHA através da coloragdo Sudan Black. Das
110 col6nias, foram realizadas extracoes de DNA de 10 amostras. E as 3 melhores
amostras foram sequenciadas. No sequenciamento genético os seguintes géneros foram
identificados: Bacillus subtilis, Enterococccus faeccium e Proteus mirabilis. Visto que o
género Proteus relatado pela primeira vez como produtor de polihidroxialcanoatos.

Palavras -chaves: bioprospeccao, 6leo de andiroba, Sudan Black.

ABSTRACT

The aim of this study was bioprospecting and polyhydroxyalkanoate producing bacteria.
Oil samples were provided by COOPERAR. Samples were plated on TSB medium.
Colonies were analyzed for the presence of PHAs using Sudan Black staining. DNA from
bacterial colonies positive for PHA production was extracted using extraction kits. After
DNA extraction, the samples were submitted to PCR and some samples were sent for
genetic sequencing. Of the 250 colonies obtained in TSB medium, 110 were positive for
the production of PHA through Sudan Black staining. From 110 colonies, DNA
extractions were performed from 10 samples. And the 3 best samples were sequenced. In
genetic sequencing, the following genera were identified: Bacillus subtilis, Enterococccus
faeccium and Proteus mirabilis. Whereas the genus Proteus reported for the first time as
a producer of polyhydroxyalkanoates.

Keywords: bioprospecting, andiroba oil, Sudan Black.

1 INTRODUCAO

Os polihidroxialcanoatos (bioplasticos) séo polimeros que podem ser produzidos
de maneira sustentavel e ecologicamente correta, utilizando matérias-primas renovaveis
ou residuos industriais (DELGADO; CORDOBA,2015). Séo sintetizados por bactérias
como reserva de carbono e energia (CARDOSO,2017; HERNANDEZ et al,2018).

A producdo de polihidroxialcanoatos (PHA) como material de reserva e energia €
uma particularidade que muitas bactérias apresentam. Embora o Brasil seja conhecido
como um pais de grande diversidade bioldgica, poucos trabalhos foram realizados de
forma a identificar bactérias na regido amazonica responsaveis pela producdo de
polihidroxialcanoatos (PHA) (MARGARIDO et al, 2021). Nesse sentido, faz-se
necessario mais estudos sobre a diversidade genética da Amazonia, como por exemplo a
diversidade das espécies vegetais.

Dentre as espécies vegetais encontra-se a andiroba. A andiroba é uma espécie que
pode alcancar até 30 metros e tém importancia madeireira para a regido amazoénica, e suas
sementes sdo usadas para extracdo de um éleo com propriedades medicinais (VINSON et
al,2021). O 6leo de Andiroba em sua composicao apresenta 0s seguintes componentes:

Acido palmitico, &cido esteérico, acido oleico, &cido linoleico, &cido araquiddnico (2,26)
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e acido benzénico (SILVA,2018). Embora o 6leo de Andiroba apresenta uma vasta
versatilidade e aplicabilidade em diversas situa¢fes, ha ainda inimeras formas de sua
utilizacdo que podem ser estudadas e aperfeicoadas, tanto como tratamento médico, assim
como cosmético, e outras formas que ja sdo utilizadas popularmente assim como novas
formas de aplicagdes (CARVALHO et al,2019).

Segundo Matsudo (2009) os 6leos vegetais sdo uma fonte promissora para a
producdo de PHA, pois o seu metabolismo permite a sintese de diferentes tipos de PHA.
Por isso este trabalho tem extrema importancia, pois € pioneiro na bioprospec¢do de
bactérias produtoras de polihidroxialcanoatos em éleo de andiroba. A bioprospecgdo é
um instrumento que permite a obtencéo de organismos do ambiente que tenham potencial
biotecnoldgico e econémico e levem ao desenvolvimento de um produto (GOMES et
al,2021). Nesse sentido, este trabalho visa contribuir para o conhecimento sobre a
bioprospeccdo de bactérias produtoras de polihidroxialcanoatos, uma vez que existé

poucos trabalhos na Amazonia referente a este tema.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 ISOLAMENTO E COLECAO DAS BACTERIAS

As amostras de 0Oleo de Andiroba (Carapa Guianenisis) foram cedidas pela
Cooperativa Agroextrativista do Mapid e Médio Purus (COOPERAR), localizadas nos
municipios de Boca do Acre. O municipio de Boca do Acre esta situado na 32 sub-regido,
da regido do Purus, inserida na Mesorregido Sul Amazonense, conforme classificagcdo do
IBGE (2008), fazendo limites com Labrea, Acre e Pauni. A amostras cedidas foram
levadas para o Laboratdrio de Microbiologia da Universidade Federal do Acre.

As amostras foram diluidas a 10-3 e 10-4 em solucéo estéril de salina (NaCl) a
85%. Aliguotas de 0,25 ml das dilui¢des foram espalhadas placas de petri contendo meio
TSB (Tryptic Soy Broth) e incubadas a 30°C por 7 dias. Ap6s crescimento das culturas,
as coldnias bacterianas foram analisadas e, de acordo com suas caracteristicas
morfoldgicas e aparéncia, foram selecionadas para extracdo de DNA através do kit de

extracdo da empresa Sinapse.

2.2 TRIAGEM DE BACTERIAS PRODUTORAS DE PHA
Para a analise qualitativa da presenca de PHAs intracelular, utilizou-se a técnica
de coloracdo Sudan Black (SCHLEGEL et al.,1970). A etapa de andlise qualitativa da
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producdo de PHA por coloracdo de Sudan Black foi realizada apos retirada das amostras
do meio TSB, e montagem em lamina.

Coldnia de bactérias foram espalhadas em lamina de vidro, fixadas por calor e
coradas com sudan black, segundo metodologia descrita por Oliveira et al (2008) e
adaptada por Paula (2008). Foram feitos 10 esfregacos bacteriano de cada local. Os
esfregagos foram corados com uma solugdo de Sudan Black B 0,02% em etanol 96%,
durante 20 minutos, sendo descorados com etanol por 1 minuto. As bactérias com
coloracdo azul escura foram consideradas produtoras de PHA (PHA+), enquanto as
coldnias levemente azuladas ou nédo coradas foram consideradas ndo produtoras deste
(PHA-). A observacdo foi em microscépio éptico 100X e as imagens capturadas através
de fotografias para posterior analises.

2.3 EXTRAQAO DE DNA E PCR DE COLONIA

As colbnias de bactérias com PHA+ foram incubadas em 10 mL de meio TSB. O DNA
foi extraido utilizando o kit Quick-DNA Fungal/Bacterial Microprep Kit - Zymo
Research - D6007 (Sinapse), seguindo manual do fabricante. As amostras foram
submetidas a PCR, utilizando os iniciadores que amplificam o gene rDNA 16S, 27F (5°-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) e 1401R (5°-
CGGTGTGTACAAGGCCCGGAACG-3’) em volume final de 25 pL. As condicdes da
amplificacdo foram 30 ciclos de 94°C/45 segundos, 50°C/45 segundos e 72°C/ 90 s.

2.4 IDENTIFICACAO E PRESERVACAO BACTERIANA

Trés coldnias positivas para producdo de polihidroxialcanoatos na coloragédo por
Sudan Black, foram enviadas para sequenciamento do DNA, na Plataforma de
Sequenciamento na FIOCRUZ/RJ.

Para a identificacdo das espécies bacterianas com base nas sequéncias de
nucleotideos e aminoacidos relacionados, foi consultada a base de dados do NCBI
(National Center of Biotechnology Information) usando a ferramenta de programa
BLASTNn e BLASTX (Basic Local Alignment Search Tool). O grupo foi definido com
base no grau de similaridade existente entre a amostra e o banco de dados (e-value e
identidade maxima).

Cada uma das linhagens bacterianas a ser preservada foram cultivadas em caldo
LB por 24/48 horas, €, em seguida, 5 mL de cada uma das culturas foram diluidos em 5

mL de solucéo aquosa de glicerol a 40%, aliquotadas e armazenadas em freezer a -20°C.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1 ANALISE QUALITATIVA DA PRODUCAO DE PHAS

Ap0s processamento e isolamento de bactérias das amostras de 6leo de Andiroba,
observou-se que as colonias isoladas apareceram nas dilui¢des de solo a partir de 10-5, e
a maior diversidade ocorreu a partir da diluicdo de 10-3.

Com base nas diferencas de aspecto e coloracdo das colonias foram selecionadas
250 colbnias bacteriana, no qual 110 mostraram-se positivas para a producdo de PHA
através da coloracdo Sudan Black.

Figura 01. Bacterias apresentando reacdo positiva ao Sudan Black ao»r’nigroscépio_ético (100x).
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3.2 IDENTIFICACAO MOLECULAR (16S RDNA) DAS BACTERIAS
PRODUTORES DE PHA

Das 110 col6nias identificadas qualitativamente, foram realizadas extracdes de
DNA de 10 amostras, sendo que as 3 melhores produtoras de PHA foram sequenciadas.
A técnica de identificacdo molecular utilizando a amplificacdo da regido ribossomal 16S
do DNA bacteriano permitiu identificar trés géneros (Tabela 1). As sequéncias obtidas
foram alinhadas com as sequéncias do banco de dados publico GenBank através do
programa BLASTn (www.ncbi.nlm.nih.gov), para a identificacdo com base na identidade

da sequéncia parcial do gene 16S rDNA.
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Tabela 1 - Identificacdo das bactérias isoladas em dleo de Andiroba com base na identidade da sequéncia

parcial do gene 16S rDNA.
Cddigo da Géneros cuja sequéncia Maximo Score Valor E Acesso no
Colecéo apresentou maior de Genbank com
similaridade através de | ldentidade maior

BLASTNh (%) similaridade

BAC010LEO | Bacillus subtilis 100% 156-156 2e MH422129.1
BACO020LEO | Enterococccus faeccium 100% 156-156 2e AB685282.1
BACO03OLEO | Proteus mirabilis 100% 778-5364 0.0 CP053718.1

De acordo com Ferreira (2015) o valor do score da uma indicacao sobre o grau de
homologia entre a sequéncia em questdo e a sequéncia que introduzimos. Dos 3 géneros
identificados no presente trabalho, o género Bacillus é o mais significativo. O género
Bacillus foi considerado o mais representativo em ambientes de dgua doce capazes de
produzir polihidroxialcanoatos (FERREIRA,2015) e em ambiente de mata e solo (SILVA
et al,2016). Esse género é relatado na literatura tambem por acumular elevadas
concentragdes de PHA em diferentes meios de cultivo (RODRIGUES et al,2015;
SATHYA et al,2018) por ter um rapido crescimento em residuos industriais (MORENO
et al,2012) e ser um dos géneros mais comuns representativos das endofiticas (MIGUEL
et al,2020).

O género Enterococccus identificado neste trabalho € comum em relatos na
literatura como produtoras de polihidroxialcanoatos. As bacterias do género
Enterococccus sd@o gram-positivas, ndo patogénicas, geralmente encontradas no trato
gastrointestinal, no solo, na 4gua e em alimentos fermentados (BY APPANAHALLI et
al,2012). Enterococccus faeccium é uma das espécies mais estudadas presentes no trato
gastrointestinal (FRANZ et al., 2003).

O género Enterococcus foi identificado como produtor de polihidroxialcanoatos
por Echavaria et al (2013). Os autores fizeram a identificacdo molecular de bacterias
isoladas de residuos de laticinios e cana-de-agucar. Conseguiram isolar 38 cepas bacteria
com potencial para a producdo de polihidroxialcanoatos e identificaram 27 cepas a nivel
de género. Além do género Enterococcus foi possivel identificar também os géneros
Enterobacter, Klebsiella, Pseudomonas, Lactococcus e Bacillus.

A bacteria Proteus mirabilis identificada neste trabalho pertence ao grupo das
gram-negativas, bacteria patogénica e associada a infecdes urinarias. Essas bacterias sdo
encontradas em solo e aguas contaminadas (GIBBS; GREENBERG,2011).

Proteus mirabilis também é identificada como causadora de infecgdes em animais

domésticos. Esse grupo bacteriano foi o segundo agente infeccioso mais frequente
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encontrado na urina de 26 cées e gatos com suspeita de infecgdo urinaria atendidos de
janeiro de 2016 a dezembro de 2018 em clinica veterinaria do centro universitario Inga
no Parana (SILVA et al,2018). O género Proteus é considerado oportunista e encontrado
principalmente na microbiota entérica (KOENIG,2012).

4 CONCLUSAO

Neste estudo, os métodos empregados permitiram isolar e purificar de 2500
isolados bacterianos de 6leo de andiroba,110 bactérias produtoras de biopolimeros, sendo
selecionadas 03 por apresentarem maiores alteracbes morfoldgicas da célula quando
visualizados em microscépio Optico, sugerindo maior capacidade de producdo de
biopolimeros.

Através da extracdo de DNA dos isolados bacterianos foi possivel realizar o
sequenciamento do DNA do gene rRNA 16S. Andlise das sequéncias de nucleotideos
possibilitaram a identificacdo de trés géneros. Sendo o género Bacillus o mais
significativo. N&o h& relatos na literatura da producdo de biopolimeros pelo género
Proteus. Nossos dados demonstram a importancia da busca por novas linhagens com

potencial para producédo de biopolimero na regido Amazonica.
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