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APRESENTACAO

Os resultados obtidos no presente trabalho sdo apresentados, segundo as normas do
Programa de Pos Graduacdo em Ecologia e Recursos Naturais, em um conjunto de trabalhos
cientificos, redigidos para publicacdo, estando a tese estruturada em nove capitulos.

O capitulo 1 contém a introdugdo na qual ndo se teve a intengdo de fazer uma revisao
completa sobre o assunto, mas sim contextualizar o trabalho, mostrando a sua importancia, e
relacionar os temas discutidos em detalhes nos demais capitulos. O capitulo 2 apresenta os
objetivos gerais da pesquisa. O capitulo 3 descreve a metodologia utilizada ao longo do
trabalho. Os capitulos 4, 5, 6 e 7 sdo os trabalhos cientificos oriundos da pesquisa realizada.
Cada trabalho cientifico ¢ independente e apresenta especificidade em relagcdo a introdugao,
objetivos, metodologia, discussdo dos resultados e conclusdes. O item 8 apresenta as
conclusdes e o item 9 contém algumas sugestdes para estudos futuros visando dar

continuidade ao trabalho realizado.
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RESUMO

As linhagens Lc (CCT 7277) e Lg (CCT 7137), isoladas da dgua subterrinea contaminada pelo
chorume de um antigo aterro controlado (Sao Paulo, Brasil) e produtoras de exopolissacarideos
(EPS), foram caracterizadas por taxonomia polifasica. A linhagem Lg teve a) o crescimento e a
produgdo de EPS analisados em meio GYM e em diferentes concentracdes de melago-de-cana de
acucar (entre 2% e 10%) e b) o desempenho avaliado quando submetida ao processo de desnutrigdo.
As andlises morfologicas, bioquimicas, quimiotaxondmicas e moleculares mostraram que as
linhagens Lc e Lg possuem propriedades tipicas da linhagem tipo de Gordonia polyisoprenivorans
(DSM 44302"). A analise do niimero de células viaveis mostrou que o meio GYM foi o que mais
favoreceu o crescimento da bactéria (Umax = 0,232 h'l). A produgdo de EPS , em todos os meios de
cultura, 1iniciou-se durante a fase exponencial e continuou ao longo da fase estacionaria de
crescimento. Apos 24h de fase estaciondria foi detectada uma maior producdo de EPS total nos
meios melago 6% (172,86 g/l) e 10% (139,47 g/1), uma maior producao de EPS total por unidade de
concentragio celular no meio melago 10% (39,03 x 10™'g/UFC) e uma maior porcentagem de EPS
livre nos meios melago 2%, 6% e 10% (88,37%, 62,4% ¢ 64,22% do total de EPS,
respectivamente). G. polyisoprenivorans CCT 7137 apresentou, como respostas de sobrevivéncia a
desnutri¢dao, redug¢do da densidade de células cultivaveis (13,7% e 3,25% apos 7 e 56 dias,
respectivamente), reducdo no volume celular (de 0,55 para 0,33 pm’) e alteracdo da forma celular
que passou de bastonete para cocobacilar. Gordonia polyisoprenivorans CCT 7277 ¢ CCT 7137
constituem duas das seis linhagens de G. polyisoprenivorans até entdo isoladas e as primeiras
isoladas de ecossistema brasileiro, Os dados obtidos no presente trabalho mostraram o potencial de
G. polyisoprenivorans CCT7137 para ser utilizada como ultramicrobactéria em testes em meio
poroso e para se estudar a utilizagdo de melaco de cana-de-agucar como meio nutriente para a
producdo de EPS in situ visando a biorremedia¢do de ambientes impactados, utilizando a tecnologia

de biobarreiras.



ABSTRACT

Strains Lc (CCT 7277) and Lg (CCT 7137), isolated from landfill leachate-contaminated
groundwater and found to produce exopolysaccharides (ESP), were characterized by polyphasic
taxonomy. The growth and EPS production of Lg strain on sugarcane molasses, at concentrations
between 2% and 10% and on the standard GYM medium were studied and its responses to nutrient
starvation were analysed. Morphological, biochemical, chemotaxonomic and molecular tests
indicated that Lc and Lg have properties typical of Gordonia polyisoprenivorans DSM 44303
Viable cell counts revealed that GYM medium was the best for growth (umsx = 0,232 h™"). EPS
production started during the exponential phase and continued during the stationary phase, in all
culture media. After 24h of stationary phase, G. polyisoprenivorans CCT 7137 showed a highest
total EPS production in 6% (172,86 g/1) and 10% (139,47 g/1) sugarcane molasses media, a highest
EPS production for unit of cellular concentration in 10% sugarcane molasses medium (39,03 x 10
"g/UFC) and a highest porcentage of free EPS in 2%, 6% e 10% sugarcane molasses media
(88,37%, 62,4% e 64,22%, respectively). G. polyisoprenivorans CCT 7137 showed three responses
to nutrient starvation: a decrease in the cell viability (13,7% and 3,25% after 7 and 56 days
respectively), a reduction in cell size (from 0,55 to 0,33 um’) and a cell shape change (from rod to
coccobacillus). G. polyisoprenivorans CCT 7277 and CCT 7137 are two of six strains of G.
polyisoprenivorans so far isolated and recorded in the literature, and the first strains found in a
brazilian ecosystem. The data presented here suggest the potencial of G. polyisoprenivorans
CCT7137 to be used as ultramicrobacteria in porous media experiments such as to aim for the study
of sugarcane molasses as nutrient source for in situ EPS to biorremediate contaminated sites

through the biobarrier technology.



Capitulo 1.

INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS GERAIS

A populacdo humana cresceu drasticamente na segunda metade do século XX, de 2
bilhdes de pessoas em 1930 para 5,6 bilhdes em 1995, tornando-se uma séria ameaga
ambiental, uma vez que a polui¢do faz parte da historia da humanidade e os maiores exemplos
de poluigdo estdo associados as atividades antropicas (Brendecke & Pepper 1996).

O ambiente antropico se concentra na superficie do globo terrestre e ¢ extremamente
dependente da interagdo entre os sistemas solo — d4gua — atmosfera (Pepper 1996). A dgua estd
presente nos trés sistemas sendo que, da dgua doce existente no planeta (3% do total), 95% ¢
representado por dgua subterrdnea, 3,5% por agua superficial e 1,5% por umidade (Canter et
al. 1988). Ainda que grande parte da populacdo mundial dependa de fontes subterraneas de
agua nao contaminada (Gibert et al. 1994), a 4gua subterranea vem sofrendo crescente
contaminagao, a partir do solo e das dguas superficiais por metais pesados, acidos, nitrogénio,
fosforo e substancias organicas naturais e xenobiodticas (Notenboom et al. 1994). Segundo
estes mesmos autores, entre as fontes de contaminacdo estdo: a aplicacdo de fertilizantes e
pesticidas, a deposi¢ao de residuos urbanos, industriais € de mineragao, redes de esgoto ¢ a
deposicao atmosférica.

Uma érea contaminada pode ser relativamente estavel, podendo, porém, apresentar riscos
futuros se nao remediada (Romanatschuk et al. 2000). As técnicas utilizadas para a
remediacdo de solo e 4guas subterrineas contaminados fazem parte de trés categorias
(Brusseau & Miller 1996): a) técnicas de contencao, onde a pluma contaminante ¢ controlada

para evitar a propaga¢do da contaminacgdo, langando mao de barreiras fisicas ou hidraulicas



instaladas no solo; b) técnicas de remocao, onde o contaminante ¢ transferido do local da
contaminag¢do para um ambiente controlado; e c) técnicas de tratamento, onde o contaminante
¢ transformado em material indcuo por processo quimico ou bioldgico. O tratamento da area
contaminada pode ser conduzido ex situ ,apos a remog¢ao do solo ou da agua ou in situ, no
proprio local da contaminac¢do. Segundo os autores, cada técnica tem suas vantagens e
desvantagens sendo que, muitas vezes, uma a¢do de remediacdo envolve técnicas das trés
categorias.

A biorremediacdo vem apresentando destaque e consiste na utilizagdo de organismos,
principalmente microrganismos, para degradar contaminantes ou para prevenir a polui¢do
pelo tratamento de residuos (Atlas 1995). A biorremediacao reune técnicas que langam mao
de reatores e leiras de compostagem (ex situ), da inoculagdo de culturas bacterianas (ex situ ou
in situ ), da adi¢do de nutrientes, e da adi¢do de oxigénio (Boopathy 2000) ou de compostos
liberadores de oxigénio, como por exemplo peréxido de célcio (in situ) (Kao et al. 2003), para
estimular a atividade microbiana. A biorremediacdo apresenta limitagdes, como por exemplo
a existéncia de compostos quimicos ndo degradaveis, a producdo de metabdlitos toxicos
associados a metabolizacdo de contaminantes ¢ a complexidade do ambiente solo que exige
uma abordagem interdisciplinar para garantir o sucesso. Entretanto, este processo vem
recebendo cada vez mais aten¢do pois, quando comparado a outras tecnologias, apresenta
baixo custo, pode ser aplicado in situ, reduz a perturbagdo ambiental, elimina os residuos de
forma definitiva, tem maior aceitagdo publica e pode ser acoplado a tratamentos fisicos e
quimicos (Boopathy 2000). Além disso, na tentativa de superar as limitacdes, foram feitas
tentativas para otimizar a biodegradagdo de contaminantes que na natureza ocorre lentamente
(Alexander 1994), tais como o isolamento de novos microrganismos com capacidade
biodegradativa superior aos isolados anteriormente (Atlas 1995) , e tentativas de melhorar os

processos envolvidos no tratamento biologico. Neste contexto, vem sendo investigado o papel



de microrganismos produtores de exopolissacarideos (EPS) na prevencdo e na remediagdo
ambiental.

Os EPS, ao serem sintetizados, podem permanecer aderidos a superficie celular formando
uma capsula ou serem liberados no meio adjacente como um material amorfo (Sutherland
1990). Os EPS possuem grande importancia ecoldgica para os organismos que os produzem,
uma vez que estdo associados a prote¢do contra a dessecacdo (Roberson & Firestone 1992),
predadores e agentes antimicrobianos e associados a captagdo e¢ acumulo de nutrientes
(Costerton 1999). Sutherland (2001) destaca a importancia dos EPS como os principais
componentes estruturais dos biofilmes que, por sua vez, constituem o habitat natural de
muitas comunidades microbianas, tanto em ambientes naturais como artificiais, onde um
substrato sélido permanece exposto a umidade. Os EPS formam uma matriz polimérica onde
as células encontram-se distribuidas, permitindo o fluxo de nutrientes, enzimas, metabolitos e
outros solutos por todo o biofilme, j4 que apresenta canais que separam as microcoldnias.
Além disso, funciona como reserva de nutrientes essenciais, como cations que sdo captados
do ambiente uma vez que, em sua maioria, os EPS s3o de natureza anidnica. Assim sendo, a
matriz do biofilme pode ser considerada como um sistema enzimatico imobilizado, porém
dindmico.

Os microrganismos produtores de exopolissacarideos, como 0s microrganismos
diretamente envolvidos nos processos de biodegradagao, tém sido isolados dos mais diversos
ambientes, devido ao seu uso potencial como fonte de biopolimeros de interesse industrial, e
como alternativa ao uso de microrganismos geneticamente modificados para a producio de
novos EPS para fins especificos (Muralidharan & Jayachandran 2003). Entre as aplicagdes ja
estabelecidas para os EPS microbianos, destacam-se a fabricagdo de gazes cicatrizantes,
filmes para cobertura de alimentos, estabilizantes de espumas para bebidas, agentes

hidratantes para produtos cosméticos e farmacéuticos e agentes de controle de viscosidade de



lamas de perfuracao (Sutherland 1998). No ambito ambiental, além da j& estabelecida
aplicacdo dos EPS microbianos como floculantes para a clarificagdo de agua (Sutherland
1998), sabe-se que os mesmos sdo fundamentais nos processos de tratamento de aguas
residuarias (Houghton ef al. 1999).

A grande maioria dos estudos com produgdo de EPS tem sido conduzida com culturas
puras de linhagens patogénicas ou de interesse industrial e, apesar de ndo ser possivel
generalizar respostas obtidas para uma espécie (Wachenheim & Patterson 1992), algumas
consideracdes gerais podem ser feitas: a) a sintese de EPS ¢ influenciada por varidveis
ambientais como temperatura, pH, oxigénio, fonte de carbono, que podem ser utilizadas para
regular a produgdo de EPS para os diferentes fins (Linton 1990; Ebube et al. 1992; Ricciardi
et al. 2002; Lopez et al. 2002; Nampoothiri et al 2003); b) a estrutura dos EPS sintetizados &,
de forma geral, independente do substrato utilizado, embora a mesma , em espécies capazes
de produzir mais de um tipo de EPS, seja influenciada pela fonte de carbono (Sutherland
1990); c¢) a fase de crescimento na qual os EPS s3o produzidos varia conforme o
microrganismo (Sutherland 1990); d) a partir da compreensao da biossintese dos EPS, existem
etapas especificas que podem ser utilizadas para ser feito o controle da producdo dos mesmos
(Looijesteijn et al. 1999); e) existe a possibilidade de se utilizar sub-produtos agroindustriais,
como por exemplo dgua de maceragao de milho e melago, como substratos alternativos para a
produgdo de EPS, visando uma reducdo dos custos de produgdo de EPS e a utilizacdo de
tecnologias limpas (Sutherland 1996); f) os EPS apresentam a propriedade de acumular
metais ¢ o mecanismo esta sendo elucidado para uma possivel utiliza¢do na detoxificacido de
locais contaminados por metais toxicos (Kachalany et al. 2001; Ozdemir et al. 2003). Estudos
com biofilmes compostos por comunidades biodegradativas revelaram ainda que os EPS

apresentam a propriedade de acumular poluentes ambientais, como por exemplo o herbicida



diclofop, quando o mesmo foi fornecido como tnica fonte de carbono (Wolfaardt et al. 1995;
Wolfaardt et al. 1998).

Segundo Houghton et al. (1999), técnicas que foram aperfeicoadas em outras areas da
microbiologia estdo permitindo estabelecer a composicdo dos biopolimeros, entender a
formagdo de biofilmes e a sorcdo de poluentes e, assim, esclarecer o papel que os
biopolimeros exercem nos processos de tratamento. Além disso, as bactérias produtoras de
EPS vém sendo estudadas para serem utilizadas na tecnologia de biobarreiras para
biorremediacdo in situ de areas contaminadas, com base no conhecimento adquirido sobre as
mesmas nos ultimos 15 anos (Blenkinsopp & Costerton 1991).

A tecnologia de biobarreiras se baseia na formagao de biofilmes e, portanto, na capacidade
natural das bactérias de produzirem EPS. As biobarreiras propiciam uma barreira biologica,
formada pelas bactérias e os EPS por elas produzidos, que separa areas adjacentes do
ambiente subterraneo, impedindo que uma pluma contaminante se propague (Lappin-Scott &
Costerton 1992). Este processo ¢ possivel uma vez que, tanto em meios porosos (solo) como
em meios fraturados (rocha), os biofilmes propiciam o tamponamento e a conseqiiente
diminui¢ao da permeabilidade do meio (Shaw et al. 1985; Ross et al. 2001 ).

Os estudos conduzidos em escala laboratorial com microorgnaismos produtores de EPS
para o tamponamento de meios porosos e fraturados, apds o estimulo dos mesmos pela
injecdo de nutrientes, mostraram a aplicagdo potencial das biobarreiras. Dennis & Turner
(1998) mostraram a formagdo de biobarreiras em meio poroso pelo estimulo da produgdo de
EPS por uma tnica espécie bacteriana (Beijerinckia indica) e Kim (2004) mostrou a formagao
de biobarreiras com uma bactéria (Azotobacter chroococcum) e com um fungo
(Aureobasidium pullulans). Esses dois estudos sdo de fundamental importancia, pois
avaliaram a resisténcia das biobarreiras formadas frente a condigdes adversas como

dessecacdo (Dennis & Turner 1998), alteracdes na temperatura (de — 4°C a 5°C) (Kim 2004) e



pH éacido (pH 3) e bésico (pH 11) (Dennis & Turner 1998; Kim 2004). Para a aplicagao de
biobarreiras, uma vez que o biofilme ¢ formado e que a condutividade hidraulica do meio ¢
reduzida, ¢ importante que o tamponamento seja mantido sob diferentes condigdes ambientais
(Kim 2004). Kim (2004) mostrou que a biobarreira formada pelo fungo (4. pullulans) foi
mais sensivel a substancias quimicas e a alteragdes na temperatura do que a formada pela
bactéria (A. chroococcum).

Além dos estudos com culturas puras, Ross ef al. (2001) mostraram a possibilidade de
formar biobarreiras em meios fraturados pelo estimulo de microrganismos nativos, pela
adigdo de nutrientes. E importante salientar que, recentemente, tem surgido a preocupagio de
tentar modelar matematicamente a formagao de biobarreiras para auxiliar no delineamento de
estratégias mais eficientes. Chen-Charpentier & Kojouhanov (2003) modelaram o fluxo de
agua, o transporte de nutrientes e contaminantes bem como a formacdo de uma biobarreira
constituida por uma bactéria formadora de biofilme (Klebsiella oxytoca) e uma bactéria
degradadora de tricloroetileno (TCE) (Burkholderia cepacia). Dessa maneira, a bactéria
formadora de biofilme ¢ usada para estabelecer a biobarreira que reduz o transporte do
contaminante; este, por sua vez, vai ser degradado pela bactéria degradadora imobilizada na
mesma.

A tecnologia de biobarreiras esta diretamente relacionada com a industria petrolifera, que
utiliza a denominagdo “tamponamento seletivo” para a técnica na qual os microrganismos
produtores de polimeros auxiliam a extragdo de oOleo dos reservatdrios, alterando a
permeabilidade dos mesmos (Bryant & Burchfild 1989). Para este fim, os microrganismos
isolados do ambiente sdo submetidos a um processo de selecdo baseado em experimentos de
laboratorio. Na etapa de campo, os microrganismos sao injetados no reservatorio juntamente
com os nutrientes apropriados para estimular o crescimento e a producdo do metabdlito

desejado (Khire & Khan 1994).



Ao longo das pesquisas relacionadas com a industria petrolifera, foram realizadas
pesquisas que visaram o aumento da profundidade de penetracdo das bactérias e do
tamponamento seletivo de areas permedveis em reservatorios de 6leo. Com esses objetivos,
Lappin-Scott et al. (1988) e MacLeod et al. (1988) propuseram a injecdo de bactérias de
tamanho reduzido pela desnutricdo, e que tiveram seu tamanho normal e a producdo de EPS
restabelecida pela injecdo de nutrientes, propiciando o tamponamento do meio poroso ou do
perfil de rocha. Essas bactérias de tamanho reduzido sdo denominadas ultramicrobactérias ou
UMB (Torrella & Morita 1981). Em ambientes naturais como oceanos, solos, aquiferos aonde
ndo hd quantidade suficiente de energia, as bactérias podem entrar em um estado de
desnutricao, analogo a formagao de esporos, que garante a sobrevivéncia das espécies (Morita
1988). Durante este estado podem ocorrer diferentes respostas, entre as quais a reducio de
tamanho com consequente formagao de UMB (Lappin-Scott & Costerton 1990), ja observada
por Novitsky & Morita (1976). Assim sendo, realizando estudos sobre as respostas das
bactérias frente a desnutri¢do, foi proposta a utilizagdo de bactérias que reduzem de tamanho
formando UMB para penetrar mais profundamente no solo e nas rochas (Lappin-Scott &
Costerton 1990), ndo s6 para a extragdo de 6leo, mas também para a biorremediagdo através
da formagdo de biobarreiras ou da inje¢do no solo de linhagens degradadoras de
contaminantes ambientais (Lappin-Scott & Costerton 1992). Segundo Blenkinsopp &
Costerton (1991), outra alternativa ¢ associar a utilizagdo de UMB degradadoras de
contaminantes com a técnica de biobarreiras. Apesar desta tecnologia ja ter sido testada em
grande escala pela equipe do Dr. J.W. Costerton junto a Universidade de Montana, no Center

for Biofilm Engineering (Watanabe 1996), a literatura sobre o tema ¢ incipiente.



1.2 AREA DE ESTUDO

O antigo aterro controlado da cidade de Sao Carlos (SP) esté localizado entre os paralelos
47° 45°- 47° 55°W de longitude e 22° 00’- 22° 15° S de latitude (Prado et al, 1981). A cidade
de Sao Carlos utilizou durante 17 anos uma vogoroca para a disposi¢ao final de residuos
domiciliares, industriais ¢ de servigos da area da saude. Entre 1979 ¢ 1988 os residuos foram
depositados a céu aberto, em 1988 os residuos passaram a ser aterrados, em 1990 o aterro
controlado deixou de receber os residuos da area da saude que passaram a ser incinerados e,
em 1996, o aterro foi fechado (Gadotti 1997). Atualmente, os residuos da cidade estdo sendo
despejados em um aterro sanitario, ¢ a area do antigo aterro controlado estd sendo utilizada
para a pastagem de bufalos. Apesar do aterro controlado em questao, ter sido desativado ha 8
anos, ele constitui um dos maiores problemas de acdo antrdpica na regido pois esta situado
acima do ponto de captagdo de dgua da cidade de Sao Carlos e em area de recarga do aqjiifero
Botucatu, hoje denominado Guarani (Gongalves 1992), que apresenta altos indices de
vulnerabilidade a contaminacdo (Hirata et al. 1990). A partir da detec¢do de uma pluma
contaminante proveniente do aterro controlado em questdo (Ellert et al. 1990), diversos
estudos foram realizados e mostraram a influéncia do mesmo nas aguas subterrineas
adjacentes (Bossolan 1992; Menezes 1995; Gadotti 1997; Fusconi & Godinho 1999). A
pesquisa mais recente mostrou que a influéncia do aterro ainda persiste (Polaz 2004),
corroborando com um estudo que mostrou que a infiltragdo do chorume pode perdurar, em
média, por até 18 anos ap6s a desativagao de aterros (Xu et al. 1999).

A Prefeitura Municipal de Sao Carlos realizou em 2004 um relatdrio sobre a situacao do
antigo aterro controlado, visando a catalogacdo da area junto ao banco de dados de areas
contaminadas da CETESB (Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental).Tendo em

vista o problema da contaminacdo da agua subterranea adjacente ao antigo aterro controlado



da cidade de Sao Carlos (SP), a necessidade de solu¢des para os problemas relacionados a
geracao e deposi¢cdao final de residuos e o baixo ntimero de estudos realizados em aguas
subterraneas de ambientes sub-tropicais, estd sendo conduzido, junto ao Laboratério de
Ecologia de Microrganismos Aquaticos (LEMA) da UFSCar o projeto intitulado
“Microbiologia de aguas subterraneas adjacentes ao antigo aterro controlado da cidade de Sao
Carlos (SP): monitoramento das populacdes de bactérias e estudos sobre o potencial de
linhagens bacterianas para a utilizagdo em processos biotecnologicos”, do qual o presente

trabalho faz parte.
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Capitulo 2.

OBJETIVOS

Verificar a classificacdo taxonomica de duas linhagens de bactérias (Lc e Lg),
isoladas da agua subterranea adjacente ao antigo aterro controlado da cidade de Sao

Carlos (SP);

Avaliar o crescimento e a produg¢do de EPS da linhagem Lg em meio melaco de

cana - de - agucar;

Avaliar o desempenho da linhagem Lg submetida a desnutricao.
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Capitulo 3.

MATERIAIS E METODOS

3.1 LINHAGENS BACTERIANAS

As linhagens Lc e Lg foram isoladas de dguas subterrdneas adjacentes ao antigo aterro
controlado da cidade de Sao Carlos (SP) e selecionadas como bactérias produtoras de
exopolissacarideos (EPS) (Fusconi & Godinho 2002). As linhagens Lc e Lg foram
depositadas junto a CCT (Colecdo de Cultura Tropical - Fundagdo Tropical de Pesquisas e
Tecnologia “André Tosello”, Campinas, Brasil) com os nimeros CCT 7277 e CCT 7137,

respectivamente.

3.2 CARACTERIZACAO DAS LINHAGENS PELA ABORDAGEM POLIFASICA

As linhagens Lc e Lg foram caracterizadas e classificadas pela taxonomia polifasica,

baseada em caracteristicas fenotipicas e genotipicas.

3.21 Caracterizacao cultural e morfologica

A morfologia celular foi analisada a partir de imagens feitas em microscopia eletronica de
varredura (Digital Scanning Microscope — DSM 960, Zeiss) apds 24 e¢ 48 h de cultivo, em
caldo nutritivo a 25°C e agitagdo constante de 137 rpm, ¢ 50 células medidas manualmente
utilizando-se o software Image Pro Plus 4.0 (Media Cibernetics). A metodologia utilizada
para a preparagdo das amostras para as analises em microscopia eletronica de varredura, foi

baseada em Araujo (1995) e Bratbak (1993), segundo o protocolo abaixo.
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1. As amostras foram fixadas, a uma concentragdo final de 2,5% (v/v), com uma solugao
estoque de glutaraldeido 10% (v/v) diluida em tampao fosfato 0,1M pH 7,3 gelado. Apos a
fixagdo, as amostras foram deixadas 6 horas na geladeira (4°C) e, em seguida, foram filtradas
em membranas de policarbonato de 0,22um de porosidade;

2. As células retidas nas membranas foram lavadas trés vezes com 3 ml de tampao fosfato
0,1M pH 7,3 gelado que foi deixado 10 minutos sobre as membranas antes de ser filtrado;

3. As células lavadas foram desidratadas com 3 ml de uma série de solugdes de etanol (v/v:
etanol 50%, etanol 70%, etanol 80%, etanol 90%, etanol 95%, etanol 100%) que foram
deixadas durante 10 minutos sobre as membranas antes da filtracdo. O procedimento com a
solugdo de etanol 100% foi repetido trés vezes;

4. As membranas foram retiradas do conjunto de filtragdo, cortadas e coladas com esmalte
incolor no suporte apropriado para a analise e, em seguida, foram transferidas para a estufa de
secagem a 37 + 1 °C por 12 a 14 horas;

5. As amostras foram recobertas com ouro (Sputter Coater, Balzers SCD — 050) e analisadas

ao microscopio eletronico de varredura (Digital Scanning Micrscope — DSM 960, Zeiss).

Os aspectos culturais foram analisados apds 7 dias de incubagdo em agar nutritivo a
25°C.

Testes microbiologicos de rotina como reagdo de Gram, relagdo com o oxigénio,
reducdo de nitrato, oxidase, catalase, motilidade e formacdo de esporos foram realizados

segundo métodos padrao descritos por Smibert & Krieg (1994).

3.22 Caracterizac¢io bioquimica
A analise da utilizacdo de diferentes fontes de carbono pelas linhagens Lc e Lg foi

realizada junto a DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen,
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Braunschweig, Alemanha) em placas padrao de microtitulagdo (Greiner) (Kdmpfer ez al. 1990

modificado por Linos et al. 1999).

3.23 Caracteriza¢cdo quimiotaxondmica

As analises quimiotaxondmicas das linhagens Lc e Lg, foram realizadas junto a DSMZ
(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig, Alemanha). Os
aminoacidos da parede celular foram analisados em cromatografia de camada delgada
segundo Stanek & Roberts (1974), os ésteres metilicos dos acidos graxos por cromatografia
gasosa segundo Miller (1982), Sasser (1990) e Kédmpfer & Kroppenstedt (1996) e os acidos

micoélicos segundo Klatte e al. (1994), por cromatografia gasosa.

3.24 Caracterizacio molecular

A extracdo de DNA genomico e a amplificagdo por PCR foram realizadas segundo
descrito em Rainey et al. (1996) e a seqiiéncia parcial rDNA 16S das linhagens Lc e Lg foi
comparada com seqiiéncias representativas de actinomicetos obtidas da EMBL (European

Molecular Biology Laboratory).

3.3 ANALISE DE FENOTIPO MUCOSO

Afim de selecionar a linhagem para os experimentos de crescimento, produg¢ao de EPS ¢
desnutricao foi utilizando o desenvolvimento recorrente da mucosidade das colonias como
indicador de produgdo de EPS (Chan et al. 1984; Junkins & Doyle 1992; Dupont et al. 2000).
A analise da mucosidade das coldnias das linhagens Lc eLg foi feita em cultivo de 7 dias a 25
°C, em meio agar melaco 2%, 6% e 10%, meio agar GYM e agar nutritivo, tocando-se a

coldnia com uma alga de platina e observado-se a formacdo de um fio de muco.
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3.4 EXPERIMENTOS DE CRESCIMENTO DA LINHAGEM Lg

Foram realizados trés experimentos de crescimento da linhagem Lg em meio GYM e meio

melaco:

Experimento 1 — cultivo da linhagem Lg em meio GYM e meio melago em concentracdes que
variaram de 2 a 10% para andlise do crescimento. Durante o cultivo foram retiradas,
periodicamente, aliquotas para o monitoramento do crescimento celular pela andlise da

absorbancia (D.O.60).

Experimento 2 — cultivo da linhagem Lg em meio GYM e meio melago 2, 6 ¢ 10% para uma
analise mais detalhada do crescimento da bactéria. Durante o cultivo foram retiradas,
periodicamente, aliquotas para o monitoramento do crescimento celular pela andlise da
absorbancia (D.O.e00) € pela anélise do nimero de células vidveis (UFC/ml), estimado pelo
método de microgotas (Collins et al. 1995). As placas com dagar nutritivo, contendo 6
microgotas de 5Sul para cada diluigdo testada, foram incubadas a 25°C de 48 a 72 horas e as

microcoldnias, presentes em cada microgota, contadas.

Experimento 3 — cultivo da linhagem Lg em meio GYM e melaco 2, 6 ¢ 10% para a andlise da
producdo de EPS segundo o item 3.54. Durante o cultivo foram retiradas aliquotas para o
monitoramento do crescimento celular pelo numero de células viaveis, estimado pelo método
de microgotas (Collins et al. 1995), e para a quantificagdo dos EPS. O monitoramento desses
parametros foi realizado em trés pontos amostrais: ponto 1 - inicio do experimento (tempo
zero); ponto 2 - final da fase exponencial; ponto 3 - fase estacionaria (24 horas apds a retirada
do ponto 2). Esses pontos amostrais foram selecionados a partir da andlise dos resultados
obtidos no experimento 2.
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3.41 Cultivo da linhagem Lg em meio GYM e meio melaco

Todos os experimentos de crescimento da linhagem Lg foram padronizados segundo a

Figura 1: a linhagem Lg foi repicada em &4gar nutritivo, a partir de uma cultura estoque

mantida a 4 °C e, incubada durante 7 dias a 25°C. Uma al¢a padrao de massa celular foi

retirada dessa cultura e ressuspendida em 10 ml de caldo nutritivo. Desta suspensdo, 7,5 ml

foram transferidos para erlenméiers de 500 ml contendo 142,5 ml de caldo nutritivo, obtendo-

se uma pré—cultura, da qual foi retirado o indculo, durante a fase exponencial (26 a 28 h de

crescimento). Assim, o indculo (11ml) foi transferido para erlenméiers de 1000 ml, contendo

209 ml de meio a ser utilizado (meio GYM e meio melago). O indculo, padronizado em 0,3 de

absorbancia (D.O.¢), apresentou 10’ UFC/ml. Os cultivos foram em aerobiose a 25°C, sendo

que as culturas em meio liquido foram mantidas com agitagao constante de 137 rpm, segundo

Kondo et al. (2000).

o—> ]

7 dias

[ E— 1| —

Cultura estoque em
agar nutritivo (4°C)

Crescimento em
agar nutritivo

1 al¢a padrao + 10 ml de caldo

Suspensdo:

nutritivo

26 — 28 horas
1 —> afmf

e W\m@ Amostragem

Pré - cultura:
142,5 ml de caldo nutritivo +
7,5 ml de suspensao

Inoculagao:

11 ml de inbculo (0,3 abs,10’UFC/ml) + 209 ml
de meio a ser testado

Figura 1. Procedimento adotado para a realizacdo dos experimentos de crescimento da

linhagem Lg.
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3.42 Analise do crescimento

O crescimento bacteriano foi avaliado pelo monitoramento da densidade optica (D.O.¢00),
através da qual foram calculados: (a) a relagdo X/Xj ou seja, entre a densidade Optica em cada
tempo de amostragem (X) e a densidade optica no inicio do experimento (Xo); (b) a maxima
velocidade especifica de crescimento (Umax) obtida por regressdo linear de uma funcao grafica
LnX/X, = f(t), utilizando quatro pontos experimentais consecutivos, e indicada pelo
coeficiente de correlacdo r (Borzani 1993); (c) o tempo de geracao (Tg) calculado a partir da
equagao Pmax = Ln2/Tg. Os experimentos foram conduzidos com trés repeti¢des de cada meio
e os resultados analisados pela andlise de variancia (Anova) seguida pelo teste de Tukey a

0,05 de significancia.

3.43 Quantificacdo dos exopolisscarideos

As amostras foram filtradas em membranas de acetato de celulose de 0,45 pum de
porosidade para a retirada das células, e dializadas em membranas de celulose (peso
molecular entre 12000 a 16000 Daltons) durante 48 horas em 4gua destilada, trocada trés
vezes ao dia para a eliminacdo dos agucares residuais do meio de cultura. Os carboidratos
totais das amostras foram analisados pelo método do acido sulfurico-fenol (Dubois et al.
1956), a fim de estimar a quantidade de EPS total, livre e capsular, adicionando-se 0,7 ml de
fenol 3% e 2,5 ml de acido sulftrico concentrado a 0,5 ml de amostra. Para a determinacao do
EPS total as amostras permaneceram em banho-maria a 98°C durante 1 hora para a liberagao
do EPS capsular. Os EPS livre e capsular foram quantificados diretamente pelo método do
acido sulfurico-fenol, sendo que o EPS capsular foi determinado pela subtragdo da
concentragdo de EPS livre do EPS total (Hannemann 1994). Os valores de EPS foram
calculados pela subtragdo da quantidade de carboidratos totais interferentes encontrados no

meio de cultura sem in6culo, das quantidades encontradas no meios de cultivo (Kimmel &
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Roberts 1998; Bergmaier et al. 2003). A quantidade de EPS foi expressa em g/l utilizando
glicose como padrao e a produgdo por unidade de concentragdo celular de EPS foi calculada
com base na contagem de células viaveis e expressa em g/UFC. Os experimentos foram
conduzidos com trés repeticdes de cada meio e os resultados analisados pela andlise de

variancia (Anova) seguida pelo teste de Tukey a 0,05 de significancia.

3.5 COMPORTAMENTO DA LINHAGEM Lg FRENTE A DESNUTRICAO

3.51 Desnutricdo da linhagem Lg

A desnutrigcdo da linhagem Lg foi realizada segundo o esquema mostrado na Figura 2.
Antes da desnutri¢do, foi realizada uma pré-cultura da linhagem Lg para a obtengdo do
indculo.

A bactéria foi repicada em agar nutritivo, a partir de uma cultura estoque mantida a 4°
C, e incubada durante 7 dias a 25°C. Uma al¢a padrao de massa celular foi retirada dessa
cultura e ressuspendida em 10 ml de caldo nutritivo. Desta suspensdo, 7,5 ml foram
transferidos para trés erlenméiers de 500 ml contendo 142,5 ml de caldo nutritivo que foram
incubados até a cultura atingir a fase exponencial de crescimento (26 a 28 h). De uma das
tréplicas da pré-cultura foram retiradas duas aliquotas de 50 ml, que foram transferidas,
respectivamente, para dois tubos de centrifuga. Assim acondicionadas, as células foram
separadas do meio de cultura e lavadas com PBS estéril antes de serem inoculadas nos frascos
contendo a solugdo para a desnutri¢do. Para a separacao das células, as duas aliquotas de 50
ml foram centrifugadas durante 20 minutos a 10.000 rpm a 4°C (Centrifuga Sorval, RC5C
Plus), o sobrenadante foi descartado e as células sedimentadas passaram pelo processo de
lavagem As células sedimentadas em cada tubo foram ressuspendidas em 50 ml de PBS

estéril e centrifugadas durante 15 minutos a 10.000 rpm a 4°C (Centrifuga Sorval, RC5C
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Plus). O sobrenadante foi descartado e as células sedimentadas foram lavadas por mais duas

VEZESs.

[ — S [ — ">

Crescimento em
Cultura estoque em . . N
, tritivo (4°C agar nutritivo Suspensao:
agar nutritivo (4°C) 1 alga padrao + 10 ml de caldo
nutritivo

26 — 28 horas
1 — I > 1 —

Pré - cultura: Lavagem das células
142,5 ml de caldo nutritivo + Separagdo das células: (3 vezes):
’7 5 ml de suspensio centrifuga¢ao de 2 aliquotas células + 50 ml PBS
: P de 50 ml (15 min, 10.000 rpm a 4°C)

(20 min,10.000 rpm a 4°C)

Amost
ﬂl]l::> A ﬂl]l::> />/\||:|I::> mostragem

Homogenizacdo do indculo Inoculagao:
50 ml de in6culo + 450 ml de PBS

Figura 2. Procedimento adotado para a realizacdo da desnutri¢do da linhagem Lg.

Apbs a terceira lavagem, as células de cada tubo foram ressuspendidas em 50 ml de
solugdo PBS estéril e, o conteido de cada tubo, transferido para um erlenméier estéril

contendo uma barra magnética.
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O inoculo assim preparado foi agitado até o desaparecimento dos grumos de
células.Duas aliquotas de 50 ml do indculo foram transferidas, respectivamente, para dois
erlenméiers de 1000 ml contendo 450 ml de solugao PBS estéril e uma barra magnética. Os
erlenméiers foram mantidos a temperatura ambiente e agitagao constante e foram amostrados

periodicamente para a avaliagao da viabilidade, tamanho e forma celular.

3.52 Avaliacio da viabilidade

A viabilidade celular foi avaliada, ao longo do processo de desnutricdo, pela anélise da
densidade de células cultivaveis (UFC/ml) estimada pelo método de microgotas (Collins et al.
1995). As placas com agar nutritivo, contendo 6 microgotas de Sul para cada diluicao testada,
foram incubadas a 25°C por 48 a 72 , apos o que foram contadas as microcoldnias presentes

em cada microgota.

3.53 Avaliacao do tamanho celular

O tamanho celular foi analisado a partir de imagens feitas em microscopia eletronica de
varredura (Digital Scanning Microscope — DSM 960, Zeiss) no inicio (Ty) e apds 7 (T7), 28
(Tag), 42 (T42) € 56 (Tse) dias de desnutricdo. A metodologia utilizada para a preparagdo das
amostras para as analises em microscopia eletronica de varredura foi baseada em Aradjo
(1995) e Bratbak (1993), como no item 3.31.

O comprimento e a largura de 50 células de cada réplica foram medidas utilizando-se o
software Image Pro Plus 4.0 (Media Cibernetics). Para andlise do tamanho das células, além
das medidas de comprimento e largura, foi calculada a razdo comprimento/largura, o volume
e a area.

Para o célculo do volume e a area foi utilizada a féormula matematica que representa a
morfologia de bastonetes, ou seja, cilindro com lados paralelos e as correspondentes calotas

nas extremidades.
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Volume do cilindro: V = (n/4). L* (C — L/3) (Bolter et al. 1993)

Area do cilindro: A=7.C . L (Sun & Liu 2003)

Onde, C representa o comprimento e L a largura da célula.

Os resultados foram analisados pela andlise de variancia (Anova) seguida pelo teste de

Tukey a 0,05 de significancia.

3.54 Avaliacao da forma celular
A forma celular foi definida pela razdo comprimento/largura segundo Racy (2004): a) entre
1,0 e 1,25 para cocos; b) entre 1,26 e 1,75 para cocobacilos; c¢) entre 1,76 ¢ 5,0 para

bastonetes e d) maior que 5,0 para filamentos.

3.6 MEIOS DE CULTURA E SOLUCOES UTILIZADAS

a) Agar nutritivo (g/1)

Peptona (5,0); extrato de carne (3,0); agar (15,0). pH 7,0.

b) Caldo nutritive (g/1)

Peptona (5,0); extrato de carne (3,0). pH 7,0.

¢) Meio GYM (do inglés: “glucose, yeast extract , maltose™) (g/1)

Glicose (4,0); extrato de levedura (4,0); extrato de malte (10,0). pH 7,0.

d) Meio melago
O melago de cana de acucar utilizado para a preparacdo do meio de cultura foi fornecido

pela Usina S3o Francisco (Sertaozinho, Sao Paulo) e mantido em geladeira.
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Antes da preparacao do meio de cultura, o melago foi clarificado para a eliminagdo dos
residuos soélidos interferentes (Mattos et al. 1997): o melago foi diluido em peso com agua
destilada (1:1) e, em seguida, foi adicionado ao mesmo uma solucdo de fosfato de sodio
monobasico (1,5 g/l). Este preparado foi autoclavado a 121°C por 30 minutos, para que
ocorresse a precipitacdo. Apds um periodo de decantacdo de 24 horas, a fase liquida foi
sifonada, colocada em frascos e congelada. A concentragcdo de sacarose do melago bruto e do
melago clarificado foi medida com o auxilio de um refratdmetro (Zeiss).

Para a preparacdo do meio de cultura em diferentes concentragdes de sacarose, o melago
clarificado foi descongelado e diluido em volumes apropriados de dgua destilada conforme a
concentracdo desejada. Em seguida o pH foi ajustado em 7,0 + 0,2 e o meio de cultura foi

autoclavado.

e) Solucio estoque de glutaraldeido (GTA)
O GTA 25% foi diluido em tampao fosfato para obter uma solucao estoque de GTA 10%

que foi armazenada em geladeira.

f) Tampao fosfato 0,1 M (pH 7,3)

Solugao A - Solugdo de fosfato de sddio dibasico 0,1M: 2,682 g de Na,HPO,x 7 H,O em 100
ml de 4gua destilada filtrada em membrana 0,22pum.

Solucdo B - Solugdo de fosfato de s6dio monobasico 0,1M: 1,38g NaH,PO, x H,O em 100ml
de agua destilada filtrada em membrana 0,22pum.

Para obter o pH em 7,3 foram misturados 77ml da solugdo A com 23ml da solugdo B e, caso
necessario, o pH foi corrigido com uma das solu¢des. A solucdo de tampiao fosfato foi

armazenada em geladeira.
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g) Soluciio salina tamponada com fosfato (do inglés phosphate buffer saline ou PBS) (g/1)

Cloreto de soédio (8,5); fosfato de potassio dibasico (1,23); fosfato de s6dio monobasico (0,4).
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Resumo

A linhagem Lc¢ (CCT 7277), isolada da dgua subterranea adjacente a um antigo aterro
controlado em regido sub-tropical, foi caracterizada e identificada por taxonomia polifasica.
As células em forma de bastonete, ocorreram isoladas ou aos pares em formato de V, tipico de
bactérias corineformes, apresentaram reacdo Gram positiva, catalase positiva, oxidase
negativa, ndo apresentaram motilidade e ndo formaram esporos. O organismo apresentou
crescimento tanto em aerobiose quanto em anaerobiose na presenca de NaNOs;. As
caracteristicas morfologicas, fisiologicas, bioquimicas e quimiotaxondmicas apresentadas pela
linhagem s3o tipicas do género Gordonia e perfil de acidos micdlicos e graxos
correspondentes aos de G. polyisoprenivorans DSM 44302". A analise do seqiienciamento
das primeiras 500 bases do rDNA 16S da linhagem Lc mostrou uma similaridade de 100%
com a linhagem tipo de Gordonia polyisoprenivorans DSM 44302". Até entdo, cinco
linhagens de G. polyisoprenivorans foram isoladas de diferentes ambientes em diferentes
partes do planeta sendo, G. polyisoprenivorans CCT 7277, a quinta descrita e a segunda

isolada da 4agua subterranea adjacentes ao antigo aterro controlado em questao.

Palavras chave: Gordonia polyisoprenivorans, dguas subterraneas, aterro controlado, regido

sub-tropical
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Introduciao

O género Gordonia, proposto por Tsukamura (1971), faz parte do grupo de actinomicetos
produtores de acidos micolicos (acidos graxos de alto peso molecular), cuja classificacao
passou por uma série de revisdes, até¢ que o seqiienciamento do rDNA 16S mostrou que os
mesmos formavam um grupo homogéneo dentro da ordem Actinomycetales, estando alocados
atualmente, na subordem Corynebacterineae (Stackebrandt et al. 1997).

Nas ultimas décadas houve um grande interesse na identificacdo de bactérias do género
Gordonia devido, em grande parte, ao seu potencial biotecnoldgico. Esse género apresenta
envolvimento com a biodegradacdo de contaminantes ambientais através de vias metabolicas
relacionadas a oxidagdo de hidrocarbonetos (Kummer et al. 1999; Xue et al. 2003), a
degradagdo de borracha (Linos et al. 1999; Linos et al. 2002), a dessulfurizacdo de compostos
aromaticos (Kim et al. 1999; Kim et al. 2000), entre outras. Além das caracteristicas
metabolicas que revelaram seu potencial para a biorremediagdo, espécies de Gordonia foram
selecionadas para a sintese de compostos quimicos como lisina (Kyriacou ef al. 1997) e de um
exopolissacarideo denominado gordonan (Kondo et al. 2000).

Frente a necessidade de remediar os efeitos negativos do antigo aterro controlado da cidade
de Sao Carlos (Sao Paulo, Brasil), situado em area de recarga do aqiiifero Guarani (Fusconi &
Godinho 1999), foi iniciado um programa de isolamento de linhagens bacterianas produtoras
de exopolissacarideos das aguas subterrdneas adjacentes ao mesmo (Fusconi & Godinho
2002). Considerando os usos potenciais de membros das espécies do género Gordonia em
processos de biorremediacdo, o presente trabalho teve como objetivo relatar a deteccdo e a
caracterizagdo, pela taxonomia polifasica, de uma linhagem de Gordonia sp. (linhagem Lc)

isolada das aguas subterraneas da area em questao.

34



Materiais e Métodos

Linhagem bacteriana

A linhagem estudada foi isolada, de 4gua subterranea contaminada por chorume, durante um
periodo de triagem para a sele¢do de bactérias produtoras de exopolissacarideos, na area do
antigo aterro controlado da cidade de Sao Carlos (SP, Brasil) (Fusconi & Godinho 2002). A
linhagem foi depositada junto a Coleg¢ao de Cultura Tropical (Fundagdo Tropical de Pesquisas

e Tecnologia “André Tosello”, Campinas, Brasil) com o numero CCT 7277.

Caracteriza¢do da linhagem bacteriana

A morfologia celular foi analisada em microscopia eletronica de varredura, ap6s 24 e 48 horas
de incubagdo em caldo nutritivo a 25°C e agitagdo constante de 137 rpm, e , as células
medidas utilizando-se o software Image Pro Plus 4.0 (Media Cibernetics). Os aspectos
culturais foram avaliados apds 7 dias de incubacdo em agar nutritivo e em meio agar GYM a
25°C. Os testes microbiologicos de rotina como reagdo de Gram, utilizagdo de oxigénio,
reducdo de nitrato, oxidase, catalase, motilidade e formacdo de esporos foram realizados
segundo métodos padrao descritos por Smibert & Krieg (1994).

A analise da utilizagdo de diferentes fontes de carbono, dos caracteres quimiotaxondmicos
e o seqiienciamento do rDNA 16S foram realizados junto a DSMZ (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig, Alemanha). A avaliacdo da utilizacdo das
fontes de carbono foi realizada em placas padrio de microtitulagdo (Greiner) segundo
Kéampfer et al. (1990) modificado por Linos et al. (1999). Os aminoacidos da parede celular
foram analisados segundo Stanek & Roberts (1998) e os esters metilicos dos acidos graxos

segundo descrito anteriormente (Miller 1982; Sasser 1990; Kampfer & Kroppenstedt 1996) e
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os acidos micolicos segundo Klatte er al. (1994). A extragdo de DNA gendmico ¢ a

amplificacdo por PCR foram realizadas segundo descrito em Rainey et al. (1996) ¢ a

seqliéncia parcial rDNA 16S da linhagem Lc foi comparada com seqii€ncias representativas

de actinomicetos obtidas da EMBL .

Microscopia eletronica de varredura

A metodologia para as analises em microscopia eletronica de varredura, foi baseada em

Aragjo (1995) e Bratbak (1993), segundo o protocolo abaixo.

1.

As amostras foram fixadas, a uma concentrag¢do final de 2,5% (v/v), com uma solugdo
estoque de glutaraldeido 10% (v/v) diluida em tampao fosfato 0,1M pH 7,3 gelado. Apds
a fixagdo, as amostras foram deixadas 6 horas na geladeira (4°C) e, em seguida, foram
filtradas em membranas de policarbonato de 0,22um de porosidade;

As células retidas nas membranas foram lavadas trés vezes com 3 ml de tampao fosfato
0,IM pH 7,3 gelado que foi deixado 10 minutos sobre as membranas antes de ser filtrado;
As células lavadas foram desidratadas com 3 ml de uma série de solu¢des de etanol (v/v:
etanol 50%, etanol 70%, etanol 80%, etanol 90%, etanol 95%, etanol 100%) que foram
deixadas durante 10 minutos sobre as membranas antes da filtracdo. O procedimento com
a solugdo de etanol 100% foi repetido trés vezes;

As membranas foram retiradas do conjunto de filtracao, cortadas e coladas com esmalte
incolor no suporte apropriado para a analise e, em seguida, foram transferidas para a

estufa de secagem a 37 + 1 °C por 12 a 14 horas;

. As amostras foram recobertas com ouro (Sputter Coater, Balzers SCD — 050) e analisadas

ao microscopio eletronico de varredura (Digital Scanning Micrscope — DSM 960, Zeiss).
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Resultados

As células da linhagem Lc apresentaram reacao positiva para Gram e catalase, negativa para
oxidase. O organismo nao reduziu nitrato, nao apresentou motilidade e esporos. Cresceu em
condigdes aerdbias como anaerobias em presenca de NaNO;. As células em forma de
bastonete, ocorreram isoladas ou aos pares em formato de V, tipico de bactérias corineformes
(Figura 1). O tamanho médio das células, apos 24 h de cultivo em caldo nutritivo a 25°C sob
agitacdo de 137 rpm, foi de 2,15 + 0,54 x 0,57 + 0,05 um e, apds 48 horas sob as mesmas
condi¢des de incubagdo, foi de 1,16 + 0,22 x 0,61 + 0,05 um mostrando uma redu¢do na
relacdo comprimento/largura de 3,80 + 1,04 para 1,93 + 0,43, respectivamente. Quando
cultivadas em agar nutritivo e meio GYM as colonias apresentaram coloracdo creme rosada e
duas variantes mofoldgicas: colonias de superficie rugosa e aspecto seco e colonias de
superficie lisa e aspecto mucoso. Apds exposicdo a luz durante 7 dias, a pigmentacdo das
coldnias ficou mais forte, tornando-se rosa alaranjada.

Os resultados dos testes bioquimicos revelaram que a linhagem Lc utilizou 13 das 32
fontes de carbono testadas e que, dentre os compostos testados para hidrdlise, apenas p-
nitrofenil-B-D-xilose apresentou reacao positiva (Tabela 1). Pela andlise dos resultados dos
testes bioquimicos, observou-se maior similaridade da linhagem Lc com Gordonia
polyisoprenivorans, embora algumas diferencas foram observadas: (a) a linhagem Lc ndo
utilizou acido D-glicosaminico, D-turanose, caprato, citrato, L-alanine, L-aspartato, L-prolina
or quinato; (b) a linhagem Lc hidrolizou p-nitrofenil-B-D-xilose; (c) ao contrario de G.
polyisoprenivorans que apresentou reagdo variavel na utilizagdo de tiroamina, a linhagem Lc
apresentou reacao positiva; (d) a linhagem Lc ndo utilizou caprato ou 4-aminobutirato, fontes

de carbono nado determinadas para G. polyisoprenivorans.
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A parede celular da linhagem apresentou como o Unico acido, o dacido meso-
diaminopimélico. As cadeias do 4cidos micolicos variaram de 57 a 64 4&tomos de carbono com
Ceo € Cgz como os principais acidos micolicos (Tabela 2). Apresentou acidos graxos saturados
e insaturados nao ramificados, acido tuberculostearico (TBSA) e os 4cidos palmitico (Cje.),
oleico (cis-9 Cys.1) e TBSA foram os principais acidos graxos (Tabela 3)

A seqiiéncia parcial de rDNA 16S foi determinada sendo que a analise das primeiras 500
bases do rDNA 16S da linhagem Lc revelou uma similaridade de 100% com a linhagem tipo

de G. polyisoprenivorans DSM 44302".

Discussao

A linhagem Lc apresentou -caracteristicas morfologicas, bioquimicas e propriedades
quimiotaxoénomicas tipicas do género Gordonia (Stakebrandt et al. 1988), perfil de 4cidos
micélicos e acidos graxos correspondentes aos de G. polyisoprenivorans DSM 44302 ¢ uma
alta similaridade da seqiiéncia das primeiras 500 bases do rDNA 16S com a linhagem tipo de
G. polyisoprenivorans DSM 44302" (Linos et al. 1999), passando a ser denominada G.
polyisoprenivorans CCT 7277.

De acordo com a classificagdo hierarquica proposta por Stakenbrandt et al. (1997) para os
actinomicetos, o género Gordonia estd classificado como sendo da classe Actinobacteria,
ordem Actinomycetales, subordem Corynebacterineae, familia Gordoniaceae.

Assim como os membros do género Gordonia (Stakenbrandt et al. 1988), a linhagem
testada apresentou coloragdo de Gram positiva, micélio, motilidade e esporos ausentes,
catalase positiva, oxidase negativa, acido meso-diaminopimélico como unico acido da parede
celular, acidos micélicos contendo entre 48 e 66 atomos de carbono, acidos graxos saturados e

insaturados, ndo ramificados e acido tuberculostearico (TBSA). A linhagem apresentou
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colonias lisas e mucosas, como na descri¢do da espécie por Linos ef al. (1999) e também uma
variante de superficie rugosa e aspecto seco, ja detectada nas linhagens VH2 (Arenskétter et
al. 2001; Linos ef al.1998) e Y2K (Arenskotter et al. 2001) de G. polyisoprenivorans.

Inicialmente, linhagens de Gordonia isoladas de pacientes com infec¢des pulmonares
foram descritas como patogenos oportunistas (Tsukamura 1971). Entretanto, novas espécies
foram isoladas de diferentes habitats terrestres e aquaticos, em diferentes regides do planeta.
Gordonia hydrophobica (Bendinger et al. 1995) e Gordonia nitida foram isoladas de aguas
residuarias na Coréia (Yoon et al. 2000), Gordonia hirsuta de filtros bioldégicos na Alemanha
(Klatte et al. 1996), Gordonia rhizosphera da rizosfera de mangrovias no Japao (Takeuchi &
Hatano 1998), Gordonia desulfuricans de solo na Inglaterra (Kim et al. 1999), G.
alkanivorans de solo contaminado por alcatrdo e fenol na Alemanha (Kummer et al. 1999), G.
namibiensis de solo na Africa (Branddo et al. 2001), G. paraffinivorans de um reservatorio de
6leo na China (Xue et al. 2003), G. polyisoprenivorans (Linos et al. 1999) e G. westfalica
(Linos et al. 2002) de pneus deteriorados na Alemanha, entre outras. Os diferentes locais nos
quais essas linhagens foram isoladas sugere, por sua vez, a grande diversidade metabdlica
caracteristica da familia Gordoniaceae, diversidade esta ja& comprovada em diversos estudos
(Kummer et al. 1999; Lee et al. 2001; Linos et al. 1999; Xue et al. 2003).

Até entdo, seis linhagens de G. polyisoprenivorans foram isoladas de diferentes regides
geograficas do globo terrestre. Trés linhagens apresentaram propriedade de degradar
substratos de borracha: a linhagem VH2 (DSM 44266) que foi isolada a partir de solo de uma
plantacdao de seringueira (Hevea brasiliensis) no Vietnam (Linos & Steinbilichel 1998); a
linhagem Kd2 (DSM 44302) que foi isolada a partir de dgua do interior de um pneu
deteriorado na Alemanha (Linos & Steinbiichel 1998); e a linhagem Y2K que foi isolada de
uma cultura mista, considerada anteriormente como sendo uma cultura pura de Pseudomonas

aeruginosa, degradadora de borracha (Linos ef al. 2000), também isolada da agua do interior
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de um pneu deteriorado na Alemanha (Linos et al. 1999). A quarta linhagem foi isolada
recentemente de amostra clinica (amostra de sangue do cateter de Hickman de paciente com
septicemia apods transplante de medula) (Kempf ef al. 2004). A quinta, a linhagem Lg (G.
polyisoprenivorans CCT 7137), isolada da agua subterranea adjacente ao antigo aterro
controlado da cidade de Sao Carlos (Brasil) (Fusconi & Godinho 2002) e cuja classificagdo
taxondmica vai ser publicada em detalhes separadamente, ainda nao teve seu potencial de
degradagdo de borracha investigado. A sexta linhagem, caracterizada no presente trabalho
(linhagem Lc), também foi isolada por Fusconi & Godinho (2002) do mesmo ambiente que G.
polyisoprenivorans CCT 7137. Assim sendo, G. polyisoprenivorans CCT 7277 constitui a
segunda linhagem de G. polyisoprenivorans detectada na 4gua subterranea em questao.

A linhagem Lc¢ (CCT 7137) apresentou caracteristicas morfologicas, bioquimicas e
quimiotaxonomicas tipicas de Gordonia sp., e a analise das primeiras 500 bases do rDNA 16S
revelou uma alta similaridade com a linhagem tipo de G. polyisoprenivorans DSM 44302,
sendo portanto, identificada como uma linhagem de G. polyisoprenivorans. G.
polyisoprenivorans CCT 7277 ¢ a sexta linhagem de G. polyisoprenivorans citada na
literatura e a segunda isolada da adgua subterranea em questdo. Tendo em vista o potencial da
familia Gordoniaceae para aplicagdo biotecnoldgica, tanto para a biorremediagdo de
contaminantes ambientais como para a sintese de compostos quimicos, ¢ de fundamental
importancia o isolamento destes organismos nos diferentes ambientes, a documentacao de sua

ocorréncia e o estudo de suas propriedades metabolicas.
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Figura 1. Micrografia eletronica de varredura da linhagem Lc cultivada em caldo nutritivo a
25°C sob agitagdo constante de 137 rpm. A e B sdo provenientes de 24 e 48 horas de cultivo,

respectivamente.
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Tabela 1. Caracteristicas bioquimicas da linhagem Lc e das linhagens tipo do género

Gordonia (Linos et al. 2002).

Linhagens: 1, G. aichiensis DSM 43978"; 2, G. alkanivorans DSM 44369"; 3, G. amarae
DSM 43392"; 4, G. amicalis DSM 44461%; 5, G. bronchialis DSM 43247%; 6, G.
desulfuricans DSM 44462"; 7, G. hirsuta DSM 44140"; 8, G. hydrophobica DSM 44015"; 9,
G. nitida DSM 44499"; 10, G. polyisoprenivorans DSM 44302"; 11, G. rhizosphera DSM
44383"; 12, G. rubripertincta DSM 43197"; 13, G. sputi DSM 43896"; 14, G. terrae DSM
43249"; 15, G. westfalica DSM 44215"; 16, linhagem Lc. CXY, p-nitrofenil-B-D-xilose;
CCH, p-nitrofenilfosforil-cloro; CDP, 2-desoxitimidina-5-p-nitofenil; nd, ndo determinado; v,

reagao variavel.
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Tabela 2 . Composi¢ao de acidos micodlicos da linhagem Lc e das linhagens tipo do género
Gordonia (Linos et al. 1999).
Strains: 1, G. aichiensis DSM 43978T; 2, G. amarae DSM 43392T; 3, G. bronchialis DSM
43247%; 4, G. hirsuta DSM 44140"; 5, G. hydrophobica DSM 44015"; 6, G.
polyisoprenivorans DSM 44302"; 7, G. rhizosphera DSM 44383"; 8, G. rubripertincta DSM
43197"; 9, G. sputi DSM 43896"; 10, G. terrae DSM 43249"; 11, linhagem Lc. Apenas os
valores acima de 1% sdo mostrados. tr: tracos.

Composigdode I 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

acidos micolicos

(%)

Cag 5

Cso 30

Csy 3

Csp 40

Cs3 4

Csy 18 4 5

Css 3 1

Cse 12 14 27

Csy 11 11 4 2
Csg 30 8 7 23 36 8
Cso 16 3 5 17 3 3
Ceo 14 8 19 26 30 26 18 8 19 39
Ce1 11 21 10 5 6 10 5 12 1 7
Ce2 47 25 31 47 34 48 4 36
Ces3 11 25 9 1 tr 14 2
Ces 17 13 31 5 6 8 3
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Tabela 3. Composi¢ao dos acidos graxos da linhagem Lc e das linhagens tipo do género

Gordonia (Linos et al. 1999).

Linhagens: 1, G. aichiensis DSM 43978T; 2, G. amarae DSM 43392T; 3, G. bronchialis DSM
43247%; 4, G. hirsuta DSM 44140"; 5, G. hydrophobica DSM 44015"; 6, G.
polyisoprenivorans DSM 44302"; 7, G. rhizosphera DSM 44383"; 8, G. rubripertincta DSM
43197"; 9, G. sputi DSM 43896"; 10, G. terrae DSM 43249"; 11, strain Lc.

Composicaodos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
acidos graxos (%)
Cia0 2 1 1 2 1 2 3 2 2 2 3
Cis:0 1 1 1 4 4 2 2 1
Ci6:1 cis9 3 111 1 1
Ci6:1 cis-10 13 15 16 16 13 12 4 15 16
Cic:0 34 29 23 30 27 29 27 25 44 32 33
C17:1 cis-9 1 2 2 1 4 1 7 5 2 1
Cizo 1 1 1 1 4 1 13 3 2 1 1
Cig:1 17 24 10 30 14 21 27 24 29 26 36
Cis:0 2 1 1 3 1 4 11 2 6
TBSA 25 21 20 17 26 29 3 7 15 19
Valores somados 10

*grupos de dois ou trés acidos graxos que nao puderam ser separados por GLC e que contém

um ou mais dos acidos graxos Cie:| ¢is-7 € Cis:0 150-20H.
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Resumo

A linhagem Lg, isolada da dgua subterrdnea contaminada pelo chorume de um antigo aterro
controlado (Sdo Paulo, Brasil) e produtora de exopolissacarideos, foi caracterizada por
taxonomia polifdsica e teve seu crescimento analisado pelo monitoramento da densidade
optica (600 nm) em meio GYM e em diferentes concentragdes de melago-de-cana de aglcar
(2% a 10%). A linhagem apresentou reagdo Gram positiva, catalase positiva, oxidase
negativa, ndo reduziu nitrato, ndo apresentou motilidade e ndo formou esporos. As analises
morfoldgicas, bioquimicas, quimiotaxondmicas € moleculares mostraram que a linhagem Lg
possui propriedades tipicas de Gordonia polyisoprenivorans e foi denominada G.
polyisoprenivorans CCT 7137. O crescimento da bactéria nos diferentes meios de cultura foi
influenciado pela concentracdo do melago, sendo as concentragdes 2% e 3% as que mais
favoreceram o crescimento. A velocidade especifica de crescimento méaxima foi 0,157 h™ e
0,168 h! nos meios melaco 2% e 3%, respectivamente, superiores aos valores encontrados
para o cultivo nas demais concentracdes de melaco e semelhantes ao do meio GYM (0,175 h°
Y. G. polyisoprenivorans CCT 7137 é uma das cinco linhagens da espécie até entdo isoladas e
registradas na literatura e uma de duas em dgua subterranea. Este trabalho ¢ o primeiro estudo
sobre o crescimento de uma linhagem de G. polyisoprenivorans em meio GYM e em meio
utilizando melago de cana-de-agticar como Unica fonte de nutrientes e sugere o potencial da

utilizagdo do mesmo para o cultivo de G. polyisoprenivorans CCT 7137.

Palavras chave: Gordonia polyisoprenivorans, melago de cana-de-aglicar, aguas

subterraneas, aterro controlado
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Introduciao

O genero Gordonia (anteriormente chamado de Gordona) foi proposto por Tsukamura (1971)
e faz parte do grupo de actinomicetos produtores de acidos micoélicos. Os actinomicetos
produtores de acidos micdlicos sdo dificeis de serem diferenciados uns dos outros e das
demais bactérias e, por este motivo, vem sendo empregada a taxonomia polifasica que integra
dados fenotipicos e genotipicos (Chun et al 1996; Vandamme et al 1996). O género Gordonia
possui amplo potencial biotecnoldgico no que se refere a degradacdo de contaminantes
ambientais (Lee et al. 2001; Linos et al. 1998; Linos et al. 2002) e a sintese de compostos
quimicos, dentre os quais a lisina (Kyriacou et al. 1997) e um exopolissacarideo (EPS)
denominado gordonan (Kondo et al. 2000). Muitos microrganismos produzem EPS que estio
associados a protecdo contra a dessecacdo (Robertson & Firestone 1992), predadores e
agentes antimicrobianos, e a captacdo e ao acumulo de nutrientes (Costerton 1999). Vérios
EPS microbianos sdo amplamente aceitos como produtos biotecnologicos enquanto que
outros estdo em diferentes fases de desenvolvimento (Sutherland 1998).

O melago de cana-de-agucar, subproduto industrial de baixo custo e rico em aglcares
fermentaveis, foi proposto como meio nutritivo para a producdo de polimeros microbianos in
vitro (Beaulieu et al. 1995; Patterson-Beedle et al. 2000) e para a producdo de EPS em
reservatorios para auxiliar na extracao de 6leo pelas técnicas de MEOR (“Microbial Enhanced
Oil Recovery”) (Lazar 1993). Testes positivos de redugdo de permeabilidade utilizando
linhagens produtoras de EPS injetadas em meios porosos, com posterior adi¢do de nutrientes,
mostram o potencial destas para uso em métodos como o das biobarreiras cujo objetivo ¢ de
separar areas adjacentes impedindo que uma pluma contaminante se propague (Dennis &

Turner 1998; Kim 2004).
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Tendo em vista a importancia do género Gordonia e visando futuros testes em meio
poroso e posterior producdo in situ de EPS, o presente trabalho teve como objetivos: (a)
realizar a caracterizagdo taxondmica pela abordagem polifasica de uma linhagem de Gordonia
selecionada durante um programa de isolamento de linhagens produtoras de EPS a partir de
amostras de dgua subterranea contaminada pelo chorume de um antigo aterro controlado,
visando confirmar a identificacdo preliminarmente realizada pelo sequenciamento parcial do
16S rDNA como Gordonia polyisoprenivorans (Fusconi & Godinho 2002) e (b) analisar o

crescimento da linhagem em diferentes concentragdes de melago de cana-de-agucar.

Materiais e métodos

Linhagem bacteriana e meios de cultura

A linhagem Lg foi isolada, durante um projeto de triagem e sele¢ao de bactérias produtoras de
EPS (Fusconi & Godinho 2002), de 4gua subterranea contaminada pelo chorume proveniente
do antigo aterro controlado da cidade de Sao Carlos (Sao Paulo, Brasil) (Fusconi & Godinho
1999) e depositada junto a Coleg¢do de Cultura Tropical (Fundacdo Tropical de Pesquisas e
Tecnologia André Tosello) com o nimero CCT 7137.

O cultivo em meios sélidos foi feito nos meios agar nutritivo (g/l: peptona, 5,0; extrato de
carne, 3,0; agar, 15,0) e 4gar GYM (Kondo et al. 2000) (g/1): glicose, 4,0; extrato de levedura,
4,0; maltose, 10,0; agar, 15,0). O cultivo em meios liquidos foi realizado em caldo nutritivo,
meio GYM (meio controle) ¢ em meio melago. Antes da preparacdo do meio melago, o
melaco de cana-de-acucar bruto foi clarificado para a eliminagdo dos residuos solidos
interferentes (Mattos et al. 1997): o melago foi diluido em peso com agua destilada (1:1),

enriquecido com uma soluc¢do de fosfato de s6dio monobasico (1,5 g/l), autoclavado a 121°C
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por 30 minutos e decantado por 24 h. A fase liquida (melago clarificado) foi sifonada e diluida
de 2 a 10 % (v/v) em agua destilada para obter o meio melago com diferentes concentragdes
de actcares: meio melaco 2% (M2) com 0,71% de agucares, meio melaco 3% (M3) com
1,07% de acgucares, meio melaco 4% com 1,42% de aglcares, meio melaco 5% (MS5) com
1,76% de agucares, meio melaco 6% (M6) com 2,13% de actcares, meio melaco 7% (M7)
com 2,49% de agucares, meio melago 8% (MS8) com 2,84% de actcares, meio melago 9%
(M9) com 3,2% de agucares e meio melaco 10% (M10) com 3,55% de aglcares. A
concentragdo de agticares do melaco bruto (71,2%) e clarificado (35,5%) foi medida com o

auxilio de um refratdmetro (Carl Zeiss, Zema). O pH foi ajustado em 7,0 £ 0,2 e 0 meio de

cultura foi autoclavado a 121°C por 15 minutos.

Taxonomia

A morfologia celular foi analisada a partir de imagens feitas em microscopia eletronica de
varredura (Digital Scanning Microscope — DSM 960, Zeiss) apos 24 e 48 h de cultivo em
caldo nutritivo e 50 células medidas manualmente utilizando-se o software Image Pro Plus 4.0
(Media Cibernetics). As amostras foram preparadas segundo Bratbak (1993) e Aratijo (1995).
Os aspectos culturais foram observados apos 7 dias de incubagdo em agar nutritivo e meio
agar GYM. Os testes microbioldgicos (reacdo de Gram, reducdo de nitrato, oxidase, catalase,
motilidade e formagdo de esporos) foram realizados segundo métodos padrao (Smibert &
Krieg 1994). A andlise da utilizacdo de diferentes fontes de carbono, dos caracteres
quimiotaxondmicos e o seqienciamento do rDNA 16S foram realizados junto a DSMZ
(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig, Alemanha). A
avaliacdo da utilizacao das fontes de carbono foi realizada em placas padrdo de microtitulacao
(Greiner) segundo Kampfer et al. (1990), modificado por Linos et al. (1999). Os aminoéacidos

da parede celular foram analisados segundo Stanek & Roberts (1974), os esteres metilicos dos
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acidos graxos segundo Miller (1982), Sasser (1990) e Kdmpfer & Kroppenstedt (1996) e os
acidos micolicos segundo Klatte et al. (1994). A extragao do DNA genomico e a amplificagdo
por PCR foram realizadas segundo Rainey et al. (1996) e a seqiiéncia parcial rDNA 16S da
linhagem foi comparada com seqiiéncias representativas de actinomicetos obtidas da EMBL

(European Molecular Biology Laboratory).

Cultivo da linhagem

A linhagem Lg foi repicada em agar nutritivo, a partir de uma cultura estoque mantida a 4°C,
e incubada durante 7 dias a 25°C. Uma al¢a padrao de massa celular foi retirada dessa cultura
e ressuspendida em 10 ml de caldo nutritivo. Desta suspensdo, 7,5 ml foram transferidos para
erlenméiers de 500 ml contendo 142,5 ml de caldo nutritivo, obtendo-se assim a pré—cultura.
Desta foi retirado o inoculo (11ml) durante a fase exponencial (26 a 28 h de crescimento) e
transferido para erlenméiers de 1000 ml, contendo 209 ml de meio a ser utilizado (meio GYM
e meio melaco de 2% a 10%). O indculo, padronizado em 0,3 de absorbancia (D.O.sn0),
apresentou 10’ UFC/ml. Os cultivos foram em aerobiose a 25°C, sendo que as culturas em

meio liquido foram mantidas com agitagao constante de 137 rpm, segundo (Kondo et al.

2000).

Analise do crescimento

O crescimento bacteriano foi avaliado pelo monitoramento da densidade oOptica (D.O.g00),
através da qual foram calculados: (a) a relagdo X/X, ou seja, entre a densidade Optica em cada
tempo de amostragem (X) e a densidade Optica no inicio do experimento (Xo); (b) a maxima

velocidade especifica de crescimento (Lmax) obtida por regressdo linear de uma funcao grafica
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LnX/X, = f(t), utilizando quatro pontos experimentais consecutivos, ¢ indicada pelo
coeficiente de correlacao r (Borzani 1993); (c) o tempo de geragao (Tg) calculado a partir da
equacao pmax = Ln2/Tg. O nimero de células viaveis (UFC/ml), presentes no indculo e em
pontos amostrais selecionados durante o experimento, foi estimado pelo método de
microgotas (Collins et al 1995). Os experimentos foram conduzidos com trés repeticdes de
cada meio e os resultados analisados pela analise de variancia (Anova) seguida pelo teste de

Tukey a 0,05 de significancia.

Resultados e discussao

As analises morfologicas, bioquimicas, quimiotaxondmicas e moleculares realizadas no
presente trabalho, mostraram que a linhagem Lg apresenta propriedades tipicas de G.
polyisoprenivorans (Linos et al. 1999) confirmando a identificagdo preliminar realizada com
base no sequenciamento parcial do 16S rDNA (Fusconi & Godinho 2002). passando a ser
denominada G. polyisoprenivorans CCT 7137. De acordo com a classificagdo hierarquica
proposta por (Stackebrandt et al. 1997) para os actinomicetos, o género Gordonia pertence a
classe Actinobacteria, ordem Actinomycetales, subordem Corynebacterineae, familia
Gordoniaceae.

G. polyisoprenivorans CCT 7137 apresentou coldnias de superficie lisa e aspecto mucoso
com coloragao creme rosada, que se tornou alaranjada ap6s exposi¢ao a luz por 7 dias, quando
cultivada em agar nutritivo ¢ meio agar GYM. As células apresentaram morfologia de
bastonete, isoladas ou no formato de V, tipico de bactérias corineformes, com tamanho médio
de 2,40 x 0,58 um apds 24h de crescimento, ¢ de 1,31 x 0,64 um apoés 48h, mostrando uma
reducdo na relagdo comprimento/largura de 4,18 para 2,07, respectivamente (Figura 1). A

linhagem testada apresentou reagdo Gram positiva, catalase positiva, oxidase negativa, nao
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reduziu nitrato, ndo apresentou motilidade e ndo formou esporos e correspondeu a G.
polyisoprenivorans DSM 44302" (Linos et al. 1999) na utilizagdo de fontes de carbono,
embora algumas diferencas possam ter sido encontadas (Tabela 1). Os hidrolizados celulares
apresentaram acidos meso-diaminopimélicos como os unicos acidos do peptideoglicano. G.
polyisoprenivorans CCT 7137 sintetizou acidos micolicos com cadeia de carbono de 58 a 64
atomos, sendo os principais Cg € Csp, Ou seja, dentro da faixa esperada para os membros do
género Gordonia (Stackebrandt ef al. 1988) e com perfil de eluicdo correspondente ao de G.
polyisoprenivorans DSM 44302" (Linos et al. 1999). Foram encontrados acidos graxos
saturados e insaturados ndo ramificados e acido tuberculostedrico (TBSA), sendo que os
principais foram Cje.0 (dcido palmitico), cis-9 Cis.; (acido oleico) e TBSA, correspondendo ao
observado para G. polyisoprenivorans DSM 44302" (Linos et al. 1999). A analise das
primeiras 500 bases do rDNA 16S da linhagem testada revelou uma similaridade de 100%
com a linhagem tipo de G. polyisoprenivorans DSM 44302" (Linos et al. 1999).

G. polyisoprenivorans CCT 7137 é uma das seis linhagens de G. polyisoprenivorans
descritas na literatura e, juntamente com a linhagem Lc (G. polyisoprenivorans CCT 7277)
(Fusconi & Godinho 2002), representa uma de duas linhagens isoladas da agua subterranea
adjacente ao antigo aterro controlado da cidade de Sdo Carlos. As outras quatro linhagens
foram isoladas do solo de uma plantagdo de seringueira (Hevea brasiliensis), no Vietnam
(Linos & Steinbiichel 1998), da dgua do interior de pneus deteriorados, na Alemanha (Linos
& Steinbiichel 1998; Linos et al. 1999) e de amostra clinica (amostra de sangue do cateter de
Hickman de paciente com septicemia apds transplante de medula) (Kempf et al. 2004).

A caracterizacdo polifasica permitiu evidenciar diferengas morfologicas, bioquimicas e
quimicas entre as linhagens isoladas do mesmo ambiente (G. polyisoprenivorans CCT 7277 e
CCT 7137). G. polyisoprenivorans CCT 7277 apresentou duas variantes morfologicas de

coldnias (uma de superficie lisa e aspecto mucoso e outra de superficie rugosa e aspecto seco)
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enquanto que G. polyisoprenivorans CCT 7137 desenvolveu apenas colonias de superficie
lisa e aspecto mucoso, como relatado por Linos et al. (1999) na descricdo da espécie, e
utilizou 10 fontes de carbono a mais que a primeira. Assim, G. polyisoprenivorans CCT 7137
utilizou maior ntimero de fontes de carbono (71,88%) que G. polyisoprenivorans CCT 7277
(40,63%) e que G. polyisoprenivorans DSM 44302" (63,33%) (Linos et al. 1999), mostrando
uma maior versatilidade metabolica.

G. polyisoprenivorans tem sido estudada pela sua propriedade de degradar borracha e,
portanto, cultivada em meio mineral enriquecido com substratos de borracha como fontes de
carbono (Bereka et al. 2000). Desta forma, o presente trabalho constitui o primeiro estudo
sobre o crescimento de uma linhagem da espécie em meio GYM e meio melago visando
futuros estudos de producao de EPS.

As curvas de crescimento de G. polyisoprenivorans CCT 7137 nos meios de cultura
testados mostraram crescimento exponencial até 20h de cultivo no meio GYM (Figura 2a),
entre 24h ¢ 30h no meio melaco de 2% a 8% (Figura 2b), e entre 44h e 48h no meio melago
9% e 10% (Figura 2¢) sugerindo que, em maiores concentragdes de melago a linhagem entrou
na fase estacionaria em tempos incubagdo mais longos, provavelmente, devido a maior
disponibilidade de acticares no meio.

Os valores de pimay nos meios melago 2% (0,157h™) e 3% (0,168h™") foram semelhantes
aos encontrados no meio GYM (0,175h™) e superiores aos calculados para as demais
concentragdes de melago (Figura 3a). O Tg da linhagem nos meios melago 2%, 3%, 5%, 6%,
8% e 9% (de 4,2h a 4,8h) foi semelhante ao Tg encontrado no meio GYM (4,0h) e baixo
quando comparado com o observado nas demais concentragdes de melago (Figura 3b). Em
melago 4% e 10% foram encontrados os valores mais baixos de pmax (0,1 15h! e 0,1 13h'1) €

mais altos de Tg (5,9h ¢ 6,2 h).
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Pelos resultados obtidos no presente trabalho, observou-se que o crescimento da bactéria
no meio melago foi influenciado pela concentragdo de melaco de cana-de-agucar e,
consequentemente, pela concentracdo de aglcares presentes. Os meios melaco 2% e 3%,
meios com a menor concentragdo inicial de agtcares, 0,71% e 1,07% respectivamente, foram
0s que mais favoreceram o crescimento de G. polyisoprenivorans CCT 7137, indicado pela
maxima velocidade especifica de crescimento que foi superior aquela observada nas demais
concentragdes de melaco e semelhante aquela obtida no meio controle. Um decréscimo no
valor de pmax € um aumento no valor do Tg foi observado no melago 10% em relagdo ao
melago 9%, sugerindo que o crescimento de G. polyisoprenivorans CCT 7137 pode ser
inibido por altas concentragdes de melaco. Embora os dados de células vidveis ndo tenham
sido utilizados para o calculo de pma.x € Tg , devido ao niumero insuficiente de pontos (Borzani
1993), eles serviram para subsidiar novos experimentos, visando analises mais detalhadas.

O melaco de cana-de-agucar, sub-produto da industria agucareira, foi selecionado como
meio nutriente, potencialmente alternativo ao meio GYM, uma vez que € rico em agucares
fermentaveis e minerais e porque a maioria das linhagens produtoras de EPS ja estudadas
utiliza carboidratos como fonte de carbono e energia (Sutherland 1990). O melago de cana-de-
acucar, que também ¢ rico em vitaminas, foi utilizado como fonte de fatores de crescimento
para a produgdo de polimeros microbianos como o polihidroxibutirato por Alcaligenes
eutrophus (Beaulieu et al. 1995) e como meio nutriente para a produgdo de celulose por
Zoogloea sp. (Patterson-Beedle et al. 2000).

O presente trabalho é o primeiro estudo sobre o crescimento de uma linhagem de G.
polyisoprenivorans em meio GYM e em meio utilizando melago de cana-de-agticar como
unica fonte de nutrientes. Assim, ele representa a primeira etapa de estudo para a possivel
utilizagdo do melago de cana-de-agucar como fonte alternativa de carbono para a produgao de

EPS pela linhagem. Uma vez que o melago de cana-de-acucar ¢ a fonte de carbono de mais
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baixo custo no Brasil (Sant’Anna & Torres 1988) ¢ de grande interesse como substrato
alternativo para o cultivo de microrganismos de interesse biotecnologico. Os dados
apresentados sugerem o melago de cana-de-agucar como nutriente potencial para a linhagem

estudada.
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Tabela 1. Caracteristicas bioquimicas da linhagem Lg e das linhagens tipo do género
Gordonia (Linos et al. 2002) quanto a utiliza¢do de fontes de carbono.
Linhagens
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Utilizacao de:
N-Acetil-D-Glicosamina -
D — Galactose +
Glucarato -
Gluconato -
Acido D-Glicosaminico -
L-Ramnose -
D-Ribose -
D-Sacarose -
D-Turanose -
Caprato +
D-Arabitol
I-Inositol

Citrato
2-Hidroxivalerato
2-Oxoglutarato
Pimelato -
Succinato -
L-Alanina +
4-Hidroxibenzoato -
L-Aspartato +
L-Leucina -
L-Prolina -
L-Serina -
L-Valina -
Putrescina -
Tiroamina -
Acetamida -
Benzoato
3-Hidroxibenzoato
4-Aminobutirato
Fenilacetato
Quinato

Hidroélise de:

CXY - - - - - - - - - - - - - + - + +
CCH S e
CDP S S - -
Linhagens: 1, G. aichiensis DSM 43978"; 2, G. alkanivorans DSM 44369'; 3, G. amarae DSM 43392";
4, G. amicalis DSM 44461"; 5, G. bronchialis DSM 43247"; 6, G. desulfuricans DSM 44462"; 7, G.
hirsuta DSM 44140"; 8, G. hydrophobica DSM 44015"; 9, G. nitida DSM 44499"; 10, G. westfalica
DSM 44215"; 11, G. rhizosphera DSM 44383"; 12, G. rubripertincta DSM 43197"; 13, G. sputi DSM
43896T; 14, G. terrae DSM 43249T; 15, G. polyisoprenivorans DSM 44302T; 16, linhagem Lc; 17,
linhagem Lg. CXY, p-Nitrofenil-B-D-Xilose; CCH, p-Nitrofenilfosforil Cloro; CDP, 2-Desoxitimidina-5-
p-Nitofenil; nd, ndo determinado; v, reagdo variavel.
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(b)

Figura 1. Micrografia eletronica de varredura da linhagem Lg cultivada em caldo nutritivo a
25°C sob agitacao constante de 137 rpm. (a) e (b) sdo provenientes de 24 e 48 horas de

cultivo, respectivamente.
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Resumo

Gordonia polyisoprenivorans CCT 7137, isolada da agua subterrinea contaminada pelo
chorume de um antigo aterro controlado (Sao Paulo, Brasil), foi cultivada em meio GYM e
em diferentes concentracdes de melago-de-cana de agucar (2%, 6% e 10%). O crescimento da
linhagem foi analisado pelo monitoramento da densidade dptica (600 nm) e de células vidveis
(UFC/ml); a produgdo de EPS avaliada no final da fase exponencial e 24h apos o final da
mesma. A analise do nimero de células viaveis mostrou que o meio que mais favoreceu o
crescimento da bactéria ndo foi o que favoreceu a produgdo de EPS. O meio controle (GYM)
foi o que mais favoreceu o crescimento da linhagem, com uma velocidade especifica de
crescimento méaxima de 0,232 h”'. Ndo foram observadas diferencas no crescimento da
bactéria quando cultivada nas trés diferentes concentragcdes de melago. A producao de EPS,
em todos os meios de cultura, teve inicio durante a fase exponencial e continuou ao longo da
fase estaciondria de crescimento. A maior producdo de EPS total, apds 24h de fase
estacionaria, foi detectada nos meios melago 6% (172,86 g/1) e 10% (139,47 g/1) e a produgao
de EPS total por unidade de concentragdo celular foi superior no meio melago 10% (39,03 x
10"'g/UFC). Apés a fase exponencial, nos meios melago 2%, 6% e 10% foi observada uma
maior porcentagem de EPS livre, representando 88,37%, 62,4% ¢ 64,22% do total,
respectivamente, diferente do observado no meio padrdo que apresentou EPS constituido por
uma maior porcentagem de EPS capsular (66,4 % do total). Este trabalho ¢ o primeiro estudo
sobre a produgdo de EPS por uma linhagem de G. polyisoprenivorans em meio GYM e em
meio utilizando melago de cana-de-agucar como tnica fonte de nutrientes e sugere o potencial

da utilizagdo do mesmo para a produ¢do de EPS por G. polyisoprenivorans CCT 7137.

Palavras chave: Gordonia polyisoprenivorans, exopolissacarideos, melaco de cana-de-agucar,
aguas subterraneas, aterro controlado
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Introduciao

Muitos microrganismos produzem exopolissacarideos (EPS) que apresentam importancia
ecologica no que se refere a protecdo contra a dessecagdo (Roberson & Firestone 1992),
predadores e agentes antimicrobianos e a captacdo e acimulo de nutrientes (Costerton 1999).
Os EPS tém também importante papel estrutural nos biofilmes que constituem o habitat
natural de muitas comunidades microbianas, tanto em ambientes naturais como artificiais,
onde um substrato solido permanece exposto a umidade (Sutherland 2001).

Os biofilmes propiciam o tamponamento e a consequente diminui¢do da permeabilidade
tanto em meios porosos (solo) como em meios fraturados (rocha) (Shaw et al. 1985; Ross et
al. 2001) e influenciam a biotransformagao de contaminantes ambientais (Wolfaardt et al.
1995). Por isso, os microrganismos produtores de EPS vém sendo estudados para serem
utilizados na tecnologia de biobarreiras para a biorremediagdo in situ de areas contaminadas
(Blenkinsopp & Costerton 1991; Dennis & Turner 1998; Kim 2004). As biobarreiras
propiciam uma barreira bioldgica, formada pelas bactérias e os EPS por elas produzidos, que
separa areas adjacentes do ambiente subterraneo, impedindo que uma pluma contaminante se
propague (Lappin-Scott & Costerton 1992).

O conhecimento da biossintese dos EPS ¢ incompleto, ndo sendo conhecido, por
exemplo, os ultimos estagios de polimerizagdo e excrecdo destes polimeros (Sutherland
1996). Entretanto, ¢ sabido que sdo semelhantes a biossintese do peptideoglicano e dos
lipopolissacaraideos (Sutherland 1990) e que pode ser controlada pela alteragdao de variaveis
como temperatura, pH, oxigénio e fonte de carbono (Ricciardi et al. 2002; Lopez et al. 2003;
Nampoothiri et al. 2003). Estudos com bactérias produtoras de EPS, para diferentes
aplicag¢des industriais, mostraram a possibilidade de se utilizar sub-produtos agroindustriais,

como por exemplo dgua de maceragao de milho e melago, como substratos alternativos para a
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producdo de EPS, visando uma reducdo dos custos de producao de EPS e a utilizagdo de
tecnologias limpas (Sutherland 1996). Um exemplo sdo as técnicas de MEOR (Microbial
Enhanced Oil Recovery) que utilizam melaco ao invés de outros nutrientes para a produgao
in situ de metabolitos, tais como EPS, para auxiliar na extragao de 6leo dos reservatdrios, pela
alteragdo da permeabilidade dos mesmos. Entretanto, antes de uma aplicagdo em campo, €
necessario o levantamento de aspectos da fisiologia do microrganismo a ser usado, a selecao
de nutrientes, a caracterizacdo ecoldgica e geoldgica da area e uma avaliagdo dos protocolos
de injecao (Lazar 1993).

Assim, considerando a importancia de linhagens produtoras de EPS e visando futuros
testes em meio poroso para posterior producdo in situ de EPS, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar o potencial da utilizagdo de melago de cana - de - aglicar como substrato
alternativo para a producdo de EPS por Gordonia polyisoprenivorans CCT 7137, linhagem
produtora de EPS e que cresce em meio melaco de cana - de - aglicar como Unica fonte de

nutrientes (Fusconi et al.2005, no prelo).

Materiais e Métodos

Linhagem bacteriana

A bactéria utilizada foi isolada durante a triagem e sele¢do de bactérias produtoras de EPS de

agua subterranea contaminada pelo chorume proveniente do antigo aterro controlado da

cidade de Sao Carlos (Sao Paulo, Brasil) (Fusconi & Godinho 1999, 2002) e depositada junto

a Colec¢do de Cultura Tropical (Fundacdo Tropical de Pesquisas e Tecnologia André Tosello)

com o namero CCT 7137.
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Meios de cultura e condicoes de cultivo

O cultivo em meios sélidos foi feito nos meios agar nutritivo, 4gar GYM (Kondo et al. 2000)
(g/l: glicose, 4,0; extrato de levedura, 4,0; maltose, 10,0; agar, 15,0) e 4gar melaco. O cultivo
em meios liquidos foi realizado em caldo nutritivo, meio GYM (meio controle) e em meio
melago.

Para a preparagdo do meio melago, o melaco de cana-de-agtcar bruto foi clarificado para a
eliminagdo dos residuos sélidos interferentes (Mattos 1997): o melago foi diluido em peso
com agua destilada (1:1), enriquecido com uma solucao de fosfato de s6dio monobasico (1,5
g/l), autoclavado a 121°C por 30 minutos e decantado por 24 h. A fase liquida (melago
clarificado) foi sifonada e diluida 2 %, 6 % e 10 % (v/v) em 4agua destilada para obter o meio
melago com diferentes concentragdes de agucares: meio melago 2% (0,71% de agucares), 6%
(2,13% de agucares) e 10% (3,55% de agucares). A concentracao de agucares do melago bruto
(71,2%) e clarificado (35,5%) foi medida com um refratdometro (Carl Zeiss, Zema), o pH foi
ajustado em 7,0 £ 0,2 e o meio de cultura foi autoclavado a 121°C por 15 minutos. Os
cultivos foram em aerobiose a 25°C e as culturas em meio liquido foram mantidas com

agitacdo constante de 137 rpm.

Andlise de fenotipo mucoso

A andlise da mucosidade das colonias de G. polyisoprenivorans CCT 7137 foi feita em
cultivo de 7 dias a 25°C, em meio agar melaco 2%, 6% e 10%, meio agar GYM e agar

nutritivo.
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Cultivo em meio melago

G. polyisoprenivorans CCT 7137 foi repicada em agar nutritivo, a partir de uma cultura
estoque mantida a 4°C, e incubada durante 7 dias a 25°C. Uma alg¢a padrao de massa celular
foi retirada dessa cultura e ressuspendida em 10 ml de caldo nutritivo. Desta suspensdo, 7,5
ml foram transferidos para erlenméiers de 500 ml contendo 142,5 ml de caldo nutritivo,
obtendo-se uma pré—cultura, da qual foi retirado o in6culo, durante a fase exponencial (26 a
28 h de crescimento).

Os experimentos nos meios GYM e melago 2%, 6% e 10% foram divididos em duas
etapas, ou seja, 1) a andlise do crescimento da linhagem e 2) a investigacdo da producao de
EPS pela mesma. Em ambos os casos o inéculo (11 ml), que apresentou 10" UFC/ml, foi
padronizado em 0,3 (D.O.60), transferido para erlenméiers de 1000 ml, contendo 209 ml de
meio melaco nas diferentes concentragdes e incubado a 25°C sob agitagdo constante de 137
rpm. Os experimentos foram conduzidos com trés repeti¢des de cada meio.

Na primeira etapa, foram retiradas, periodicamente, aliquotas para avaliar o crescimento
celular e medir o pH, que ndo foi controlado. Na segunda etapa, foram retiradas aliquotas para
o monitoramento do crescimento celular e para a quantificagdo dos EPS em trés pontos
amostrais, selecionados a partir da analise dos resultados da primeira etapa: ponto 1 - inicio
do experimento (tempo zero); ponto 2 - final da fase exponencial; ponto 3 - fase estacionaria

(24 horas ap0s a retirada no ponto 2).

Andlise do crescimento

O crescimento bacteriano foi avaliado pelo monitoramento da densidade 6ptica (D.O.600), €
pelo nimero de células vidveis (UFC/ml), estimado pelo método de microgotas (Collins et al

1995). As placas com agar nutritivo, contendo 6 microgotas de Sul para cada diluicao testada,
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foram incubadas a 25°C de 48 a 72 horas, apos o que foram contadas as microcolonias
presentes em cada microgota. Para a leitura da D.O.400 amostras provenientes do cultivo em
meio melago 10% foram diluidas em 50%. Pelo nimero de células viaveis foram calculados
(a) a relagdo X/Xj ou seja, entre a densidade de células vidveis em cada tempo de amostragem
(X) e a densidade de células viaveis no inicio do experimento (Xy), (b) a méxima velocidade
especifica de crescimento (Lmax), Obtida por regressdo linear de uma funcao grafica LnX/X, =
f(t), utilizando quatro pontos experimentais consecutivos, e¢ indicada pelo coeficiente de
correlacdo r (Borzani 1992) e (c) o tempo de geragdo (Tg) calculado a partir da equagdo pmax
= Ln2/Tg. Os experimentos foram conduzidos com trés repeticdes de cada meio e os
resultados analisados pela andlise de variancia (Anova) seguida pelo teste de Tukey a 0,05 de

significancia.

Andlise dos exopolissacarideos

A quantificacdo dos EPS foi realizada na segunda etapa dos experimentos, conduzidos nos
meios GYM e melaco 2%, 6% e 10%. As amostras foram filtradas em membranas de acetato
de celulose de 0,45 um de porosidade para a retirada das células, e dializadas em membranas
de celulose (peso molecular entre 12000 a 16000 Daltons) durante 48 horas em &gua
destilada, trocada trés vezes ao dia para a eliminagdo dos agucares residuais do meio de
cultura. Os carboidratos totais das amostras foram analisados pelo método do acido sulfurico-
fenol (Dubois et al. 1956), a fim de estimar a quantidade de EPS total, livre e capsular. Para a
determinagdo do EPS total as amostras permaneceram em banho-maria a 98°C durante 1 hora
para a liberacdo do EPS capsular. Os EPS livre e capsular foram quantificados diretamente
pelo método do acido sulfurico-fenol, sendo que o EPS capsular foi determinado pela

subtracao da concentracdo de EPS livre do EPS total (Hannemann 1994). Os valores de EPS
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foram calculados pela subtragdo da quantidade de carboidratos totais interferentes
encontrados no meio de cultura sem indculo, das quantidades encontradas no meios de cultivo
(Kimmel & Roberts 1998; Bergmaier et al. 2003). A quantidade de EPS foi expressa em g/l
utilizando glicose como padrdo e a produgao por unidade de concentragao celular de EPS foi
calculada com base na contagem de células viaveis e expressa em g/UFC. Os experimentos
foram conduzidos com trés repeticdes de cada meio e os resultados analisados pela analise de

variancia (Anova) seguida pelo teste de Tukey a 0,05 de significancia.

Resultados e Discussao

Analise de fenotipo mucoso

G. polyisoprenivorans CCT 7137 desenvolveu colonias com superficie lisa e aspecto mucoso
quando cultivada em todos os meios testados, sendo que em meio dgar GYM e agar melago
2%, 6% e 10% a linhagem desenvolveu aspecto extremamente mucoso .

O fendtipo mucoso de G. polyisoprenivorans CCT 7137 diferiu daquele apresentado por
outra linhagem isolada do mesmo ambiente (G. polyisoprenivorans CCT 7277) que, em todos
os meios de cultura testados, produziu dois fendtipos de colonias, uma de superficie rugosa e
aspecto seco e outra de superficie lisa e aspecto mucoso (dados ndao publicados). Por esta
razdoa linhagem em questdo foi selecionada para estudos de produgdo de EPS, utilizando,
segundo Chan ef al. (1984), Junkins & Doyle (1992) e Dupont et al (2000) o
desenvolvimento recorrente da mucosidade das colonias como indicador de producdo de EPS.

As linhagens com um fendtipo mucoso mais estavel sdo as preferidas em termos de
utilizagdo industrial de linhagens produtoras de EPS (Dupont et al. 2000). Entretanto , ¢

sabido que em fendtipos originalmente secos de Pseudomonas aeruginosa foi detectado o
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desenvolvimento de mucosidade dependendo das condi¢des de cultivo (Chan et al. 1984) e
que a producdo de EPS ocorreu em linhagens originalmente secas de Burkholderia cepacia

(Cérantola et al. 2000).

Crescimento e produgdo de EPS em meio melaco

Os meios GYM e melago de cana-de-agucar foram utilizados em uma etapa anterior do
trabalho como meios nutrientes para G. polyisoprenivorans CCT 7137 (Fusconi et al. 2005,
no prelo). O meio GYM , escolhido como meio controle, ja foi utilizado para a producdo de
EPS por Gordonia sp. (Kondo et al 2000); o melago cana-de-agtcar, um subproduto da
industria agucareira, ¢ rico em agucares fermentaveis, e ¢ sabido que a maioria das linhagens
produtoras de EPS estudadas utilizam carboidratos como fonte de carbono e energia
(Sutherland 1990). Além disso, na tentativa de reduzir os custos de produ¢ao, o melago ¢ um
dos substratos utilizados para a producao industrial de exopolissacarideos (Sutherland 1996).

Considerando os resultados da etapa anterior deste trabalho, que sugerem a utilizacao
de melaco de cana-de-agticar como nutriente potencial para a linhagem (Fusconi et al. 2005,
no prelo), e a selecdo de G. polyisoprenivorans CCT 7137 pelo fenétipo mucoso, na presente
etapa da investigacao foi analisada a producao de EPS pela bactéria em meio melago de cana-
de-agucar 2%, 6% e 10% e comparada com a produ¢ao no meio GYM.

As curvas de crescimento de G. polyisoprenivorans CCT 7137, baseadas nos dados de
D.O., mostraram crescimento exponencial até 23h de cultivo em meio GYM, 20h no meio
melaco de 2%, 35h no meio melago 6% ¢ 30h no meio melago 10% (Figura 1). O valor da
maxima velocidade especifica de crescimento (pmay) no meio melago 2% (0,159 h™) foi
semelhante ao encontrado no meio GYM (0,174 h™) e superior ao calculado para os meios

melago 6% (0,131 h™) e 10% (0,146 h™") (Figura 2a). O tempo de geracao (Tg) da linhagem
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no meio melago 2% (4,4 h) também foi semelhante ao Tg encontrado no meio GYM (4,0h),
porém baixo quando comparado com o observado em melaco 6% (5,3 h) e 10% (4,8 h)
(Figura 2a). As curvas de crescimento de G. polyisoprenivorans CCT 7137, baseadas nos
dados de células viaveis, mostraram crescimento exponencial at¢ 39 h de cultivo no meio
GYM, 20 h no meio melago de 2%, 43 h no meio melagco 6% e até¢ 40 h no meio melago
10% (Figura 1). O cultivo sempre iniciou com 10® UFC/ml sendo que, no final da fase
exponencial, foram observadas 10® UFC/ml nos meios GYM, melago 2% ¢ 10% ¢ 10°
UFC/ml no meio melago 6%. O valor de pmax da linhagem nos meios melago 2% (0,171 h™),
6% (0,140 h™") e 10% (0,161 h™) foram semelhantes entre si e inferiores ao valor calculado
para o meio GYM (0,232 h™) (Figura 2b). O Tg da linhagem nos meios melago 2% (4,1 h),
6% (4,97 h) e 10% (4,07 h) foi superior e distinto ao observado no meio GYM (3,03h)
(Figura 2b). O pH do caldo ndo apresentou acidificacdo no decorrer do cultivo (dados nao
apresentados). No meio GYM o pH passou de 6,72 (Oh) para 7,23 (65h, final do
experimento), no meio melago 2% passou de 6,30 (Oh) para 6,98 (76h, final do experimento),
no meio melaco 6% passou de 6,24 (Oh) para 7,46 (99h, final do experimento) e, no meio 10%
passou de 6,25 (Oh) para 7,07 (55h, final do experimento).

A anadlise da D.O. mostrou que o melago 2% foi o que mais favoreceu o crescimento de
linhagem, indicado pela p... que foi semelhante ao do meio controle (GYM) e superior
aquela observada nas demais concentragcdes de melago, como ocorreu na andlise preliminar do
crescimento de G. polyisoprenivorans CCT 7137 em meio melago de 2% a 10% (Fusconi et
al.2005, no prelo). A andlise do numero de células vidveis mostrou que o meio controle
(GYM) foi o que mais favoreceu o crescimento da linhagem, ndo tendo sido observadas
diferencas no crescimento entre as trés concentragdes de melaco testadas. As diferencas
observadas com os dados de D.O. e do numero de células vidveis podem ter sido em funcao

de G. polyisoprenivorans CCT 7137 ser uma linhagem produtora de EPS. A presenca de EPS
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no meio de cultura pode ter ocasionado uma superestimagao dos valores de D.O. e a producao
de EPS pela linhagem pode ter levado a uma subestimacao do nimero de células viaveis. A
observagao microscopica das amostras revelou a presenga de agregados celulares formados,
provavelmente, pela produgdo de EPS. A producao de EPS favorece a adesdo entre as células
e dificulta a contagem baseada em unidades formadoras de col6nias por assumir que uma
colonia ¢ originada a partir de uma célula (Kimmel & Roberts 1998). Levando em
consideragdo as duas metodologias, foi observado que, para o cultivo de G.
polyisoprenivorans CCT 7137 nos meios testados, o nimero de células viaveis e a D.O. estdo
linearmente correlacionados até 27 h de cultivo no meio GYM, quando foi observado 0,685
de D.O. e 51,13 x 10° UFC/ml (Y="-10,1078 + 0,0156 X , onde Y = densidade optica e X=
numero de células vidveis); até 24h em meio melago 2%, quando foi observado 0,532 de D.O.
e 220 x 10° UFC/ml (Y = 0,004 + 0,0023 X); até 27h em meio melago 6%, quando foi
observado 0,338 de D.O e 123,33 x 10° UFC/ml (Y =-0,0048 + 0,0027 X); até 45h de cultivo
no meio melaco 10%, quando foi observado 0,803 de D.O. e 820 x 10° UFC/ml (Y=0,0122 +
0,0001 X). A analise da producdo de EPS pela linhagem foi feita utilizando-se os dados de
células viaveis.

As figuras 3 e 4 mostram, respectivamente, a producao de EPS (total, livre e capsular)
e a produ¢do por unidade de concentragdo celular de EPS (total, livre e capsular) por G.
polyisoprenivorans CCT 7137 nos meios GYM, melago 2%, 6% e 10%.

G. polyisoprenivorans CCT 7137 produziu EPS no meio GYM e nas trés
concentragdes de melago testadas sendo que, em todos os meios, a produgao iniciou durante a
fase exponencial e continuou ao longo da fase estacionaria de crescimento. E de fundamental
importancia conhecer a fase de produ¢ao EPS de microrganismos especificos, tendo em vista
o controle da produgdo desses polimeros. No planejamento de processos que visam a

producgdo de EPS, deve-se levar em consideragdo que a fase de crescimento na qual ocorre a
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producdo de EPS varia de microrganismo para microrganismo ¢ que linhagens da mesma
espécie nem sempre seguem o mesmo comportamento (Sutherland 1990).

A produgdo de EPS até o final da fase exponencial foi destaque no meio melaco 6%,
onde a quantidade de EPS total (56,77 g/1) foi semelhante aquela detectada no meio GYM
(51,18 g/1), superior a produzida nos meios melago 2% (17,85 g/1) e 10% (13,85 g/l) e onde a
produgio de EPS total por unidade de concentragio celular (16,17 x 10™''g/UFC) foi superior
e distinta a encontrada nos demais meios. Os EPS produzidos quando a linhagem foi cultivada
em melago 6% foram constituidos por uma maior quantidade de EPS capsular (52,45 g/1) que
representou 92,4% do total. Considerando o intervalo de tempo de cultivo até o final do
experimento, ou seja, também as 24 horas de fase estaciondria, a maior produgdo de EPS total
foi detectada meios melago 6% (172,86 g/1) e 10% (139,47 g/1), onde a produgdo de EPS total
foi superior e distinta a detectada nos meios GYM (91,12 g/l) e melaco 2% (82,86 g/l). A
produgdo de EPS total por unidade de concentracdo celular foi superior no meio melago 10%
(39,03 x 10'g/UFC). Apos a fase exponencial, ao contrario do observado no meio padrio
que apresentou EPS constituido por uma maior porcentagem de EPS capsular ou seja, 66,4 %
do total (60,50 g/1), nos meios melago 2%, 6% e 10% foi observada uma maior porcentagem
de EPS livre, representando 88,37% (73,22 g/l), 62,4% (62,40 g/) e 64,22% (64,22 g/l) do
total, respectivamente.

A biossintese de EPS ¢ um processo que ainda ndo foi totalmente elucidado. Existem
evidéncias de que o crescimento e a produgdo de EPS sejam dois processos competitivos, uma
vez que os precursores para a sintese de EPS sdo os mesmos usados para fungdes celulares
primarias; entretanto, o que ocasiona o desvio de carbono do metabolismo central para a
sintese de EPS ainda ndo estd completamente compreendido (Ramos et al. 2001). Segundo
Sutherland (1990) é necessario um excesso de agucares para a producao de EPS e, tanto em

escala laboratorial como industrial, s3o utilizados meios com uma alta relagdo
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carbono/nitrogénio. Assim como foi observado na producdo in vitro de EPS, a produgdo de
exopolissacarideos em meio poroso (in situ) pode ser controlada alterando a composicao do
meio de cultura (Vandevivere & Beveye 1992).

Enquanto que o meio controle, GYM, apresenta glicose e maltose como principais
carboidratos, o melago de cana-de-agucar apresenta sacarose, glicose e frutose como agucares,
com a sacarose em maior porcentagem (Rajakyld & Paloposki 1983). Assim, observou-se que
0 meio que mais favoreceu o crescimento nao foi o que favoreceu a producao de EPS por G.
polyisoprenivorans CCT7137. O meio GYM, de menor concentragcdo de carboidratos (1,4%)
foi o que mais favoreceu o crescimento da linhagem.Os meios melago 6% e 10%, de maior
concentragdo de agucares, 2,13% e 3,55%, respectivamente, foram os que mais favoreceram
a producdo de EPS por G. polyisoprenivorans CCT7137, sugerindo o uso potencial do melago
de cana-de-agucar como substrato alternativo para a produgao de EPS pela linhagem.

Digno de estaque foi a maior producao de EPS livre em relacdo ao capsular nos meios
melaco. Vandevivere & Baveye (1992) observaram uma maior influéncia do EPS livre
produzido por uma linhagem de Pseudomonas no tamponamento de meios porosos. Os EPS,
ao serem sintetizados, podem permanecer aderidos a superficie celular formando uma capsula
ou serem liberados no meio adjacente como um material amorfo (Sutherland 1990). Algumas
linhagens produzem apenas um dos dois tipos e outras, ambos (De Vuyst et al. 2001), como
foi o0 observado em G. polyisoprenivorans CCT7137.

Enquanto que bactérias produtoras de EPS como bactérias lacticas (De Vuyst et al.
2001), Xanthomonas campestris, Rhizobium, Sphingomonas paucimobilis e Pseudomonas
(Sutherland 1998) vém sendo extensivamente investigadas afim de serem utilizadas em
diferentes segmentos industriais, a literatura sobre a producdo de EPS por Gordonia ¢
incipiente. Um unico trabalho, Kondo ef al. (2000), relata a caracterizagdo de um EPS

denominado gordonan, produzido por Gordonia sp. quando cultivada em meio GYM.
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O presente trabalho constitui o primeiro estudo sobre a produgdo de EPS por uma
linhagem de G. polyisoprenivorans em meio GYM e em meio utilizando melago de cana-de-
acucar como meio nutriente. Os EPS podem ser sintetizados a partir de produtos quimicos
puros, com gastos consideraveis, ou podem ser produzidos utilizando substratos fermentaveis
de origem local e de facil obtencao (Sutherland 1996). Uma vez que o melago de cana-de-
acucar ¢ a fonte de carbono de mais baixo custo no Brasil (Sant’Anna & Torres 1998), ¢ de
grande interesse seu uso como substrato alternativo para o cultivo de microrganismos de
interesse biotecnologico, como G. polyisoprenivorans CCT7137. Os resultados obtidos no
presente trabalho indicam o potencial do melaco de cana-de-agucar como substrato
alternativo a produtos quimicos puros para a producdo de EPS por G. polyisoprenivorans

CCT7137.
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Figura 1. Crescimento (UFC/mL, ®; D.O.¢00, B) de Gordonia polyisoprenivorans CCT 7137

em meio GYM, meio melago 2%, 6% e 10%. Os valores representam médias.
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Figura 2. Velocidade especifica méxima de crescimento (Umax) € tempo de geragdo (Tg) de
Gordonia polyisoprenivorans CCT 7137 em meio GYM e meio melaco de 2%, 6% e¢ 10%
(M2, M6 e M10), calculados a partir dos dados de densidade dptica (D.O.¢p0) (a) € de células
viaveis (UFC/ml) (b). As médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de

Tukey a 0,05 de significancia.
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Figura 3. Exopolissacarideos (EPS) (total, livre e capsular) produzidos por Gordonia
polyisoprenivorans CCT 7137 nos meios GYM, melaco 2% (M2), melago 6% (M6) e melaco 10%
(M10). (a) do inicio do experimento até o final da fase exponencial (b) do inicio do experimento até
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0,05 de significancia.
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Figura 4. Exopolissacarideos (EPS) (total, livre e capsular) produzidos por unidade de

concetracdo celular de Gordonia polyisoprenivorans CCT 7137 nos meios GYM, melago 2%

(M2), melago 6% (M6) e melago 10% (M10). (a) do inicio do experimento até o final da fase

exponencial (b) do inicio do experimento até 24 h de fase estacionaria. As médias seguidas

por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de significancia.
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RESUMO

Gordonia polyisoprenivorans CCT7137, isolada da &gua subterranea contaminada pelo
chorume de um antigo aterro controlado (Sdo Paulo, Brasil) e produtora de
exopolissacarideos, foi submetida a desnutricdo em PBS durante 56 dias a fim de avaliar o seu
comportamento quanto a viabilidade e morfologia celular. G. polyisoprenivorans CCT7137
apresentou, como respostas de sobrevivéncia a desnutricdo, redu¢do da densidade de células
cultivaveis, reducao no tamanho celular e alteragdo da forma celular. O nimero inicial de
células cultivaveis foi 1,51 x 10" UFC/ml sendo que, apos 7 dias de desnutricdo, a viabilidade
diminuiu para 13,7% (2,07 x 10° UFC/ml) e, apds 56 dias, para 3,25% (4,93 x 10° UFC/ml).
Foi observado também que apoés 7 dias de desnutricdo o tamanho celular apresentou uma
reducdo média nos valores de comprimento, razdo comprimento/largura, volume e area de
50%, 58%, 40% e 42%, respectivamente, com comprimento médio de 1,15 pm e volume de
0,33 um’. Apés 7 dias, largura foi a unica medida que apresentou um leve aumento (18%) no
valor médio. A distribuicdo das células em classes de comprimento mostrou que a forma
celular passou de bastonete para cocobacilar. Apdés o 7° dia de desnutrigdo nao ocorreram
mudancas significativas nas medidas celulares e na distribuicdo das células em classes. Os
resultados obtidos indicam que ndo ¢ necessdrio desnutrir a linhagem por mais de uma
semana para a obten¢do de ultramicrobactérias de G. polyisoprenivorans CCT7137 e mostram
o potencial de utilizagdo de formas desnutridas da mesma em futuros testes em meio poroso

para estudar a producao de exopolissacarideos in situ.

Palavras chave: Gordonia polyisoprenivorans, desnutricdo bacteriana, ultramicrobactéria, aguas

subterraneas, aterro controlado
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Introducio

As bactérias respondem a alteragdes ambientais langando mao de mecanismos adaptativos que
visam a sobrevivéncia. Assim, as bactérias que ndo formam esporos ou cistos sobrevivem em
baixas condi¢des nutricionais adotando respostas de sobrevivéncia a desnutrigdo, tais como a
reducdo do tamanho celular, a utilizacdo de produtos de armazenamento, alteracdes na
viabilidade, a degradacdo de proteinas, a redu¢do do RNA, entre outras (Lappin-Scott &
Costerton 1990). A redugdo de tamanho celular, em muitas espécies bacterianas, leva a
formac¢ao de ultramicrobactérias (UMB), definidas por Torella & Morita (1981) como células
de 0,3 um e, posteriormente, por Morita (1993) como células abaixo de 1,0 um ou mesmo
células com tamanho inferior as encontradas em meio rico.

Durante o processo de desnutricdo a célula utiliza reservas de energia enddgena e,
dependendo da espécie, o metabolismo endogeno pode degradar diversas enzimas, com
excecdo das associadas a capacidade de utilizar energia. Quando a energia volta a ser
disponibilizada, o processo metabdlico retorna ao normal e as enzimas degradadas sdo
novamente sintetizadas, desde que o DNA esteja presente (Morita 1988). Desta forma, a
condicdo de UMB ¢ reversivel e, quando as condi¢des nutricionais sdo restabelecidas, a célula
aumenta de tamanho e volta a crescer (Lappin-Scott & Costerton 1992).

O estado de sobrevivéncia a desnutricdo de bactérias, com a conseqiiente reducdo do
tamanho celular, pode ser induzido in vitro e apresenta grande interesse biotecnoldgico. A
reducdo do tamanho celular melhora a penetragdo de indculos bacterianos para o
tamponamento seletivo de meios porosos e fraturados utilizado nas técnicas de MEOR
(Microbial Enhanced Oil Recovery) (Lappin-Scott ef al. 1988; MacLeod et al. 1988; Lappin-

Scott & Costerton 1992), para a biorremediacdo de areas contaminadas (Herman & Costerton
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1993; Caccavo et al. 1996) e para a formacao de biobarreiras subterraneas. As biobarreiras
sao formadas pelas bactérias e os exopolissacarideos (EPS) por elas produzidos visam separar
areas adjacentes, impedindo que uma pluma contaminante se propague (Lappin-Scott &
Costerton 1992).

Dentro deste contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o comportamento
de uma linhagem de G. polyisoprenivorans, produtora de EPS frente a desnutricdo com vistas
a sua aplicabilidade em processos de formacdo de biobarreiras. Para atingir o objetivo
proposto foram analisadas a viabilidade, o tamanho e a forma celular ao longo do processo de

desnutri¢ao da linhagem.

Materiais e métodos

Linhagem bacteriana

Gordonia polyisoprenivorans CCT 7137 foi isolada durante a triagem e sele¢do de bactérias
produtoras de EPS (Fusconi & Godinho 2002), de agua subterranea contaminada pelo
chorume proveniente do antigo aterro controlado da cidade de Sao Carlos (Sao Paulo, Brasil)
(Fusconi & Godinho 1999) e depositada junto a Coleg¢do de Cultura Tropical (Fundagao

Tropical de Pesquisas e Tecnologia André Tosello) com o namero CCT 7137.

Meios de cultura e condicoes de cultivo

O cultivo em meio liquido para preparacao do indculo foi realizado em caldo nutritivo. O
cultivo foi em aerobiose a 25°C, com agitagdo constante de 137 rpm. A bactéria foi desnutrida

em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) estéril (g/l: NaCl, 8,5; K;HPO4, 1,23;
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KH,PO4, 0,4). Os frascos foram mantidos a temperatura ambiente (25 + 3 °C) com agitacao

constante. O cultivo em meio so6lido foi realizado em agar nutritivo, em aerobiose a 25°C.

Desnutrig¢dao de Gordonia polyisoprenivorans CCT 7137

Antes da desnutricao, G. polyisoprenivorans CCT 7137 foi cultivada em em caldo nutritivo
até a fase exponencial de crescimento (26 a 28 h). Desta pré-cultura foi retirado o indculo para
a desnutricdo. As células foram separadas do meio de cultura e lavadas antes de serem
inoculadas nos frascos contendo a solugdo para a desnutri¢do. Para a separagdo das células,
duas aliquotas de 50 ml foram centrifugadas durante 20 minutos a 10.000 rpm a 4°C ¢ o
sobrenadante foi descartado e as células sedimentadas foram lavadas trés vezes. Em cada
lavagem, as células sedimentadas foram ressuspendidas em 50 ml de PBS estéril e
centrifugadas durante 15 minutos a 10.000 rpm a 4°C (Centrifuga Sorval, RC5C Plus). Apos a
terceira lavagem, as células de cada tubo foram ressuspendidas em 50 ml de solugdo PBS
estéril, e o conteudo de cada tubo, transferido para um erlenméier estéril contendo uma barra
magnética. O inéculo assim preparado foi agitado até o desaparecimento dos grumos de
células. Duas aliquotas de 50 ml do indculo foram transferidas, respectivamente, para dois
erlenméiers de 1000 ml contendo 450 ml de solugdo PBS estéril e uma barra magnética. Estes
frascos foram mantidos a temperatura ambiente com agitacdo constante e foram amostrados

periodicamente para a avalia¢do da viabilidade, tamanho e forma celular.

Avaliagdo da viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada pela analise da densidade de células cultivaveis

(UFC/ml) estimada pelo método de microgotas (Collins et al. 1995). As placas com agar
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nutritivo, contendo 6 microgotas de 5Sul para cada dilui¢do testada, foram incubadas a 25°C

de 48 a 72 horas, apos o que foram contadas as microcoldnias presentes em cada microgota.

Avaliacdo do tamanho celular

O tamanho celular foi analisado a partir de imagens feitas em microscopia eletronica de
varredura, segundo técnica descrita adiante, no inicio (T¢) e apds 7 (T7), 28 (Tas), 42 (T42)
56 (Tse) dias de desnutricdo. O comprimento e a largura de 50 células de cada réplica foram
medidas manualmente utilizando-se o software Image Pro Plus 4.0 (Media Cibernetics). Para
analise do tamanho das células, além das medidas de comprimento e largura, foi calculada a
razdo comprimento/largura, o volume e a érea.

Para o célculo do volume e a area foi utilizada a féormula matematica que representa a
morfologia de bastonetes, ou seja, cilindro com lados paralelos e as correspondentes calotas
nas extremidades.

Volume do cilindro: V = (1/4). L* (C — L/3) (Bolter et al. 1993)

Area do cilindro: A=m.C . L (Sun & Liu 2003)

Onde, C representa o comprimento e L a largura da célula.

Os resultados foram analisados pela andlise de variancia (Anova) seguida pelo teste de

Tukey a 0,05 de significancia.

Avaliagdo da forma celular

A forma celular foi definida pela razdo comprimento/largura segundo Racy (2004): a) entre
1,0 e 1,25 para cocos; b) entre 1,26 e 1,75 para cocobacilos; c¢) entre 1,76 e 5,0 para

bastonetes e d) maior que 5,0 para filamentos.
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Microscopia eletronica de varredura

As amostras para as analises em microscopia eletronica de varredura foram preparadas

segundo Araujo (1995) e Bratbak (1993):

1.

As amostras foram fixadas, a uma concentragao final de 2,5% (v/v), com uma solugao
estoque de glutaraldeido 10% (v/v) diluida em tampao fosfato 0,1M pH 7,3 gelado. Apods
a fixagdo, as amostras foram deixadas 6 horas na geladeira (4°C) e, em seguida, filtradas
em membranas de policarbonato de 0,22um de porosidade;

As células retidas nas membranas foram lavadas trés vezes com 3 ml de tampao fosfato
0,IM pH 7,3 gelado que foi deixado 10 minutos sobre as membranas antes de ser filtrado;
As células lavadas foram desidratadas com 3 ml de uma série de solu¢des de etanol (v/v:
etanol 50%, etanol 70%, etanol 80%, etanol 90%, etanol 95%, etanol 100%) que foram
deixadas durante 10 minutos sobre as membranas antes da filtragcdo. O procedimento com
a solugdo de etanol 100% foi repetido trés vezes;

As membranas foram retiradas do conjunto de filtracao, cortadas e coladas com esmalte
incolor no suporte apropriado para a analise e, em seguida, foram transferidas para a
estufa de secagem a 37 + 1 °C por 12 a 14 horas;

As amostras foram recobertas com ouro (Sputter Coater, Balzers SCD — 050) e analisadas

ao microscopio eletronico de varredura (Digital Scanning Micrscope — DSM 960, Zeiss).

Resultados e Discussao

A utilizagdo de UMB para a formacgdo de biobarreiras envolve a sele¢do de bactérias capazes

de reduzir de tamanho e de produzir EPS. As bactérias sdo desnutridas, as UMB formadas sao

inoculadas na 4rea em questdo e, ressucitadas por nutrientes injetados posteriormente. Assim,
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as bactérias retomam seu tamanho normal, o crescimento ¢ a producdo de EPS sdo
restabelecidos e, uma biobarreira ¢ formada na area em questdo (Lappin-Scott & Costerton
1992).

O comportamento de G. polyisoprenivorans CCT 7137 frente a desnutricdo foi
avaliado e, para isso, a bactéria foi mantida em PBS estéril durante 56 dias. Durante o
processo de desnutrigdo, observou-se uma redugdo acentuada na viabilidade e nas medidas
celulares ao final dos primeiros 7 dias, periodo apos o qual as variagdes ocorridas nestas
medidas foram pequenas.

O processo de desnutri¢do iniciou com 1,51 x 10" UFC/ ml (Ty) sendo que, durante os
primeiros 7 dias, foi observada uma diminui¢do acentuada na densidade de bactérias
cultivaveis que passou para 2,07 x 10® UFC/ ml (T5), ou seja, uma viabilidade de 13,7 % em
relacdo ao Ty (Figura 1). Entre o 7° e o 35° dia a densidade de bactérias cultivaveis se
manteve constante na ordem de 10° e 13,7% de viabilidade; apos o 35° dia a densidade
diminuiu gradualmente até atingir 4,93 x 10° UFC/ml (3,3% de viabilidade) ao final da
desnutri¢ao (Tse).

Amy & Morita (1983) e Morita (1988) definiram quatro padrdes de respostas a
desnutricdo, que sdo: a) aumento inicial do nimero de células viaveis seguido por uma
reducdo até um valor constante; b) o niumero de células vidveis permanece constante; c)
aumento do nimero de células viaveis até um valor constante; d) redugdo no numero de
células viaveis até atingir um valor constante. A analise da densidade de bactérias cultivaveis
de G. polyisoprenivorans CCT 7137 mostrou que, em relagdo a viabilidade celular, a bactéria
apresentou um padrio de resposta a desnutrigdo semelhante ao padrao ‘d’ mas que, até o
periodo observado (56 dias), as células ndo haviam atingido um valor constante.

A porcentagem de viabilidade de 13,7% observada apos 28 dias de desnutri¢do de G.

polyisoprenivorans CCT 7131 foi inferior a observada em 10 espécies de Arthrobacter, em
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um estudo sobre desnutricdo de bactérias corineformes, onde a viabilidade variou de 17% em
A. variabilis a 87% em A. atrocyaneus, para o mesmo periodo (Boylen & Mulks 1978).

Além da reducao da viabilidade celular frente a desnutricdo ¢ sabido que algumas
bactérias, como resposta a determinados estresses ambientais (ie desnutricdo), podem perder
a capacidade de crescer em meios nos quais sdo rotineiramente cultivadas, mas permanecem
metabolicamente ativas. Tais bactérias sdo chamadas de bactérias vidveis mas nao cultivaveis
(VBNC, viable but nonculturable cells) (Oliver 1993) e sdo de grande preocupac¢do no
monitoramento da potabilidade da agua (Leclerc & Moreou 2002). Assim, embora nao hajam
registros na literatura sobre VBNC em Gordonia, é necessario levar em consideragdo que a
viabilidade celular apresentada por G. polyisoprenivorans CCT7137 pode ser superior a
detectada pela analise da densidade de bactérias cultivaveis.

O aspecto das células de G. polyisoprenivorans CCT7137 durante o processo de
desnutricao pode ser visto na Figura 2. A avaliagdo do tamanho celular da linhagem mostrou
que os valores médios das medidas de comprimento, razdo comprimento/largura, volume e
area , a partir do 7° dia, foram inferiores e distintos aos do Ty, indicando uma redugdo do
tamanho das células da linhagem (Figura 3). O comprimento passou de 2,34 um (Ty) para
1,15 um (T;), a razdo comprimento/largura de 4,14 (To) para 1,73 (T5), o volume de 0,55 pm’
(To) para 0,33 ;,Lm3 (T-) e a area de 4,17 pm* (To) para 2,41 um? (T7), representando uma
reducdo nos valores de 50%, 58%, 40% e 42%, respectivamente. A largura foi a inica medida
que apresentou um leve aumento (18%) no valor médio do inicio do experimento para o 7°
dia de desnutricdo. Entre o 7° ¢ o 56° dia ndo houve diferenga nos valores médios das
medidas das células, em relagio aos registrado no 7° dia.

A distribui¢do das células medidas em classes de comprimento e largura (Figura 4)
mostrou uma maior porcentagem de células com comprimento entre 2,0 € 2,5 um (37%), no

inicio da desnutricdo (Ty), enquanto que, no T; e Tss foram observadas uma maior
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porcentagem de células entre 0,7 e 0,9 pm (36%) e 0,9 e 1,1 um (39%), respectivamente. Em
relacdo a largura, foi observada uma maior porcentagem de células (22%) entre 0,55 e 0,57
um no Ty e, entre 0,65 € 0,7 um (39%) ¢ 0,6 ¢ 0,65 um (31%), no T7 e T56, respectivamente.

A distribuicao das células medidas em classes da razdo comprimento/largura (Figura
5) revelou que no Ty ocorreu uma maior porcentagem de células entre 4,0 e 4,5 (18%) e no T
e Ts6, uma maior porcentagem de células entre 1,4 e 1,6 (26% e 25%, respectivamente). Esses
dados revelam que, durante o processo de desnutricao de G. polyisoprenivorans CCT 7137
ocorreu uma alterag¢ao na distribui¢ao da forma das células medidas. No inicio da desnutri¢ao
(Tp) a maior porcentagem de células apresentou forma de bastonetes enquanto que apds o 7°
dia de desnutri¢do foi detectada uma maior porcentagem de cocobacilos.

A distribuicdo em classes das medidas de volume mostrou ainda que no T, ocorreu
maior porcentagem de células medidas entre 0,4 ¢ 0,5 pm® (25%) enquanto que no T; e Ts
foi observada uma maior porcentagem de células entre 0,2 e 0,3 pum’ (50% e 42%,
respectivamente). Da mesma forma a distribuigdo em classes das medidas de area mostrou
que no T ocorreu maior porcentagem de células medidas entre 3,5 e 4,0 um* (21%) enquanto
que no T e Tsg foi observada uma maior porcentagem de células entre 2,0 e 2,5 pm® (33% e
39%, respectivamente).

A reducdo do tamanho celular e a alteragdo na forma celular observadas em G.
polyisoprenivorans CCT7137 sdo respostas que ja foram observadas por diversos autores
durante o processo de desnutricdo in vitro de varias espécies bacterianas. Apds serem
submetidas a desnutri¢do, células de Shewanella alga BrY apresentaram uma reducao de 50%
no volume e arredondamento das células (Caccavo et al. 1996), células de um actinomiceto
degradador de p-nitrofenol apresentaram fragmentagao dos filamentos em células isoladas de

1,7 x 0,7um (Herman & Costerton 1993), e isolados de aguas doces apresentaram alteragdo na
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forma de bastonete ou vibrio para cocos e redu¢do no tamanho celular entre 40% e 79% (Amy
& Morita 1983).

O presente trabalho constitui o primeiro estudo sobre a desnutri¢do in vitro de uma
linhagem de G. polyisoprenivorans. G. polyisoprenivorans CCT 7137 foi selecionada para
estudos de desnutri¢ao visando sua aplicabilidade em processos de formacgao de biobarreiras
ambientais, uma vez que ¢ uma linhagem nao esporulante (Fusconi & Godinho 2002) e que
cresce (Fusconi et al. 2005, no prelo) e produz EPS a partir de melago de cana-de agtcar
como Unica fonte de nutrientes (dados nao publicados). Além disso, Blenkinsopp & Costerton
(1991) propuseram a associacdo de UMB degradadoras de contaminantes as biobarreiras e G.
polyisoprenivorans foi originalmente descrita como degradadora de borracha (Linos et al
1999).

G. polyisoprenivorans CCT7137 apresentou trés respostas de sobrevivéncia a
desnutri¢do: reduc¢do da densidade de células cultivaveis, redu¢do no tamanho celular
formando ultramicrobactérias e alteracdo da forma celular de bastonetes para cocobacilos.
Ap6s 7 dias de desnutricdo ndo foram observadas mudangas no tamanho celular e na alteracao
da forma celular; por outro lado, tempos maiores de desnutrigdo (56 dias) levaram a uma
reducdo dréstica da densidade de células cultivaveis. Assim, os resultados indicam que, para
futuros estudos, ndo seria necessario desnutrir a linhagem por mais de uma semana, sendo a
viabilidade mantida em 13,7% com células ja4 com tamanho reduzido. Tendo em vista a
possivel aplicagdo da linhagem testada para a formagdo de biobarreiras, a redugdo do tamanho
celular ¢ de fundamental importancia uma vez que melhora a penetracdo de bactérias em
meios porosos (Lappin-Scott & Costerton 1990; Lappin-Scott & Costerton 1992). Os
resultados obtidos no presente trabalho mostraram o potencial de G. polyisoprenivorans
CCT7137 para ser utilizada como UMB em testes em meio poroso para estudar a producao in

situ de EPS.
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durante o processo de desnutrigdo.
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8. CONCLUSOES

A linhagem Lc, Gordonia  polyisoprenivorans CCT 7277, e a linhagem Lg, G.
polyisoprenivorans CCT 7137, provenientes das aguas subterraneas na area do antigo aterro
controlado da cidade de Sao Carlos (SP), constituem duas das seis linhagens de G.

polyisoprenivorans até entao isoladas e as primeiras isoladas de ecossistema brasileiro;

G. polyisoprenivorans CCT 7137 apresentou crescimento com bom rendimento celular e
producdo de EPS quando cultivada em meio melago de cana-de-agticar, mostrando que o mesmo
apresenta potencial para ser utilizado como meio nutriente para a linhagem, alternativo a

produtos quimicos puros;

G. polyisoprenivorans CCT 7137 apresentou diminuicdo da viabilidade celular, redugdo de
tamanho celular e alteragdo da forma celular, como respostas a desnutricdo in vitro. Estas
caracteristicas sdo favoraveis ao seu uso em testes de reducdo de permeabilidade em meio
poroso com a utilizacdo de melaco de cana-de-agucar com vistas a aplicacdo da tecnologia de

biobarreiras.
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9. SUGESTOES PARA ESTUDOS FUTUROS

Estudar a biodegradacdo de substratos de borracha por Gordonia polyisoprenivorans CCT 7277

e G. polyisoprenivorans CCT 7137,

Modelar o crescimento de G. polyisoprenivorans CCT 7137 em meio contendo melago de cana-

de-agucar;

Estudar a cinética de produc¢do de EPS por G. polyisoprenivorans CCT 7137 em melaco de

cana-de-agucar;

Caracterizar os EPS produzidos por G. polyisoprenivorans CCT 7137,

Verificar a formacdo de células vidveis mas ndo cultivaveis por G. polyisoprenivorans CCT

7137 durante o processo de desnutri¢ao;

Realizar testes em meio poroso com células vegetativas e UMB de G. polyisoprenivorans CCT

7137 para estudar a produgdo in situ de EPS, fornecendo melago de cana-de-agticar como meio

nutriente, e verificar o potencial de tamponamento da mesma para a formagao de biobarreiras.
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