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1. INTRODUCAO

1.1. Micro-organismos

Estima-se que a Terra tenha surgido ha 4,6 bilhdes de anos atrds. No inicio a atmosfera
tinha uma composicdo andxica, ou seja, sem a presenca de oxigénio, tendo disponivel apenas
nitrogénio (N;), diéxido de carbono (CO,), metano (CH4), amonia (NH3) e outros gases que
seriam toxicos a maioria dos seres vivos em nosso planeta hoje. Sabe-se que foi deste
ambiente que, ha cerca de 3,9 bilhdes de anos, surgiram as primeiras formas de vida a exibir
caracteristicas bdsicas de sistemas vivos, os micro-organismos. Sua estrutura simples,
unicelular, procarionte, permitia a sobrevivéncia em um ambiente indspito, motivos pelos
quais surgiram primeiramente micro-organismos capazes de realizar metabolismo anaerébio,
ou seja, sem a utilizacdo de oxigé€nio para obten¢do de energia, como as bactérias fototréficas
anoxigénicas. (MADIGAN et al, 2010).

A partir de entdo houve uma grande diversificacdo de micro-organismos que resultou
no aparecimento das cianobactérias, capazes de captar o CO, da atmosfera e apos utilizd-lo
liberar O,. Este processo causou uma lenta oxigenacao da atmosfera e permitiu o surgimento e
evolucdo das formas de vida multicelulares que conhecemos hoje. Desta forma os micro-
organismos sdao considerados os seres vivos mais antigos e duradouros da Terra. Mesmos nos
grandes eventos de extingdo que ocorreram ao longo dos anos, 0s micro-organismos
conseguiram perseverar gracas a sua excepcional capacidade de adaptacdo ao meio e
sobrevivéncia a condi¢des adversas (MADIGAN et al, 2010).

Os micro-organismos constituem, coletivamente, a maior massa de matéria viva do
planeta e estdo associados a muitos outros organismos multicelulares e processos
bioquimicos. Desta forma é inerente o interesse pelos micro-organismos e por possiveis
aplicacdes destes para beneficiar o homem. Desde o inicio das civilizacdes ha relatos sobre
sua utilizagcdo, inicialmente relacionada com a produgdo de bebidas alcodlicas através da
fermentagao dos cereais ou graos, ha cerca de 6000 a. C. pelos sumérios e babilonios. Seguido
a este processo também hd a producdo de vinagre pelos egipcios ha 5000 a. C., através da
biotransformacio do etanol em dcido acético, e utilizacdo de fermento para a fabricacdo de
paes, ha cerca de 2000 a. C.. Além dessas aplicacdes, a producao de queijo, iogurtes e outros

produtos alimenticios através da utilizagdo de micro-organismos sao utilizados pelo homem



ha séculos (800 a. C), embora o real papel dos micro-organismos nestes processos de
fabricacdo ndo fosse compreendido (OLIVEIRA et al, 2009).

Apenas apds 1856, periodo posterior a invencdo do microscopio, Louis Pasteur
conseguiu provar que os processos fermentativos eram realizados por micro-organismos,
evidenciando também uma relacio entre os micro-organismos € 0s processos realizados pelos
mesmos. Desta forma, aprofundou o estudo desses seres vivos até entdo pouco conhecidos,
estudo que a partir de 1899 ficou conhecido como Microbiologia. A origem etimoldgica da
palavra microbiologia ilustra o conceito que ela carrega: a juncdo de elementos de
composi¢do grega, micro vem de mikrds, que significa pequeno, bio vem de bios, que

significa vida e logia vem de /6gos, que significa estudo.

1.2. Processos Biotecnolégicos

A Microbiologia é dividida basicamente em duas grandes dreas, uma que abrange o
estudo dos processos bdsicos da vida dos seres vivos microscopicos € seu entendimento
(Microbiologia Bésica) e a segunda que utiliza os conhecimentos a respeito da primeira para
aplicd-los de forma a beneficiar a humanidade (Microbiologia Aplicada) (MADIGAN et al,
2010). Um grande marco na histéria da humanidade foi a Revolu¢do Industrial, que ocorreu
no século XIX e definiu a forma de vida que a sociedade leva até hoje. Este periodo teve
também sua importincia para a Microbiologia, pois deu-se inicio aos estudos de micro-
organismos aplicados a processos industriais em grande escala. Assim comecou a chamada
era da Biotecnologia (WOHLGEMUTH, 2009), que segundo a Convenc¢ao sobre Diversidade
Biolégica da ONU (Organizacdo das Nagdes Unidas) é definida” como “qualquer aplicagdo
tecnologica que use sistemas biologicos, organismos vivos ou derivados destes, para fazer ou
modificar produtos ou processos para uso especifico”.

Sabe-se que os micro-organismos sao utilizados pelo homem héd milénios, porém o
advento de novas tecnologias permitiu estudos mais aprofundados dos micro-organismos.
Através destes estudos houve um melhor entendimento dos mecanismos responsdveis pelos
seus processos metabodlicos. Descobriu-se que estes processos ocorrem pela agdo de
biocatalisadores, as enzimas, presentes nos micro-organismos. As enzimas ocuparam lugar de

destaque nas pesquisas pela sua grande capacidade -catalitica, quimioespecificidade,

* Esta defini¢do foi ratificada por 168 paises incluindo o Brasil, sendo aceita pela FAO (Food and
Agriculture Organization) e a OMS (Organiza¢do Mundial de Saude).



regioespecificidade e estereoespecificidade, além de atuarem em condicdes brandas de reagcdo
(pH préximo ao neutro e a temperatura e pressdo ambiente) que evitam possiveis reacoes
laterais. Estas caracteristicas as colocam como candidatas ideais para as reacdes industriais.

A aplicag@o de processos biotecnoldgicos no Brasil comegou na década de 70 com o
Programa Nacional do Alcool (Prodlcool), um periodo em que a crise do petréleo fez crescer
a busca por fontes alternativas de energia que ndo combustiveis fosseis. Como o Brasil possui
um setor acucareiro bem desenvolvido, que remonta ao periodo colonial, com mao de obra
disponivel, terras e climas propicios para o plantio da cana-de-acucar, a produciao de dlcool
combustivel no pais se instalou rapidamente. Entretanto era necessdria uma busca por
leveduras mais resistentes e que realizassem o processo de fermentacdo alcodlica com maior
eficiéncia (OLIVEIRA et al, 2009).

Foi neste periodo que o CNPq lancou dois programas para incentivar os trabalhos em
biotecnologia no pais, denominados de Programa Integrado de Desenvolvimento (PID) e
Programa Integrado em Doencas Endémicas (PIDE). A partir de entdo o governo vem
lancando sucessivos programas que permitiram o aumento de participacdo de pesquisadores
brasileiros nas sub-dreas de Biotecnologia e as Fundagdes de Amparo a Pesquisa (FAPs) tém
investido muito na drea. Um exemplo disto € a Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado de
Sao Paulo (FAPESP), que vem sendo bastante ativa no formento de projetos da area de
Biotecnologia no sudeste do Brasil (OLIVEIRA et al, 2009).

Nas ultimas décadas observa-se um grande crescimento na drea de Biotecnologia pelo
fato das industrias estarem sendo alvo de constantes pressdoes de cunho ambiental. Tanto a
sociedade quanto os 6rgdos reguladores vem exigindo que as inddstrias busquem novas
maneiras de realizar seus processos de forma eficiente e ecologicamente correta, respeitando e
resguardando a natureza e consequentemente os proprios seres humanos. Isso acarreta uma
maior demanda por processos biotecnolégicos que sejam capazes de melhorar a eficiéncia dos
processos e diminuir os poluentes gerados e liberados.

Neste contexto, a drea de Biotransformacdes, que inclui estudos de Biodegradacao,
ocupa um espaco de destaque nos setores de P&D (Pesquisa e Desenvolvimento). Atualmente
¢ uma tecnologia estabelecida e atraente frente aos processos quimicos tradicionais para a
manufatura de produtos quimicos, farmacéuticos e agroquimicos com alto valor agregado e

também para os processos de biodegradagao de poluentes.



1.2.1. Biodegradacao

Quase todos os seres vivos sdo dotados basicamente de um nivel minimo de
habilidades de desintoxicacdo, tais como a mineralizacdo, transformacdo e imobilizacdo de
poluentes. No entanto, os micro-organismos, especialmente as bactérias, t€ém sido bem
estudados e utilizados para a realizacdo das atividades de desintoxica¢do pelas suas
capacidades singulares (WATANABE, BAKER, 2000; RIEGER et al, 2002; ZHONG,
ZHOU, 2002). Bactérias abrigam uma enorme diversidade metabdlica, permitindo-lhes
utilizar os produtos quimicos complexos e/ou téxicos como fontes de energia (RIEGER et al,
2002; DIAZ, 2004). Além disso, sua habilidade de sofrer uma rdpida evolucdo genética
também aumenta sua chance de adquirir novos potenciais metabdlicos para a degradacdo das
substancias quimicas xenobidticas recentemente introduzidas, como as substancias resultantes
do grande desenvolvimento industrial necessdrio para sustentar uma continua expansiao da
populacdo humana (OGAWA et al, 2003; SYMONS, e BRUCE, 2006; COHEN, 2007). O
aumento da consciéncia publica e necessidade, do ponto de vista ambiental, também tém
levado os pesquisadores a procurar por melhores formas de desintoxicar/remover esses
compostos dos residuos para que ndo afetem o ambiente natural.

Existem muitas estratégias para a degradacdo de poluentes. A incineragdo € uma delas,
porém em sua utilizagdo é gasto muito combustivel fossil e também acarreta na liberacdo de
poluentes secunddrios para a atmosfera. H4 também o tratamento quimico, que envolve
reatores trabalhando em condi¢des extremas (de temperatura e pressdo) para a realizacdo da
reacdo, além disto o custo do processo € bastante elevado e pode acarretar na liberacdo de
poluentes secunddrios. Ainda existem alguns processos fisicos, porém ndo sdo muito
eficientes do ponto de vista ambiental. Assim, durante as duas ultimas décadas a
biodegradagdo, por ser uma alternativa mais ambientalmente amigdvel e econdmica (embora
os custos de capital desses sistemas de biorremediacdo possam ser iguais comparado ao dos
outros tratamentos, os custos operacionais do tratamento sdo significativamente menores), se
tornou uma opg¢do vidvel e promissora para o tratamento de residuos contaminados
(CHAUHAN et al, 2010; AKCIL, 2003; GUPTA et al, 2010).

A biodegradacdo utilizada para o descarte correto de substincias tdxicas exige
métodos e procedimentos comprovadamente eficazes para atenuar ou eliminar o poluente.
Deste modo € necessdrio procurar por novas linhagens de micro-organismos capazes de

metabolizar substancias toxicas, encontrar novas técnicas/procedimentos e condig¢des



(temperatura, pH, concentracido da substancia toxica, etc.) para cada tipo de residuo de forma

a aliar o desenvolvimento com a consciéncia ambiental.

1.3. Nitrilas

Uma das substancias em destaque nos estudos de biodegradacdo sdo as nitrilas. Estas
possuem estrutura geral R-C=N e podem ocorrer naturalmente, em plantas superiores, insetos
€ micro-organismos ou serem introduzidas no meio ambiente pelo homem, sendo utilizada
como solvente, na sintese de plasticos, borracha sintética, produtos farmacéuticos, herbicidas,
cosméticos, e outros produtos quimicos (HENAHAN, IDOL, 1971). Portanto como os
compostos nitrilados t€ém uma alta utilizacdo nas industrias, hd uma grande producdo de
residuos contendo nitrilas. O problema estd no descarte desses residuos, uma vez que
possuem alta toxicidade e sdo potencialmente carcinogénicos e/ou teratogénicos, inclusive um
nimero significativo deles constam na “Priority Pollutant List” do USEPA (United States
Environmental Protection Agency) e na “Priority List of Hazardous Substances” da ATSDR
(Agency for Toxic Substances and Disease Registry) (MARTINKOVA et al, 2009). Quando
tratados, a maior parte dos residuos contendo nitrilas € incinerado, uma metodologia que
consome grande quantidade de combustiveis fosseis além de poluir a atmosfera pela emissdo
de gases toxicos. Neste contexto, a utilizacdo de processos microbianos para o tratamento
destes residuos t€m se mostrado uma alternativa promissora, uma vez que 0s sistemas
biolégicos sdo ricos em catalisadores que atuam como agentes quimicos ambientalmente
amigdveis e que podem atenuar ou até mesmo eliminar a toxicidade dos residuos (OLIVEIRA
et al, 2009).

As biodegradacdes microbianas de nitrilas podem ocorrer por duas vias enzimadticas
distintas (Esquema 1). Na primeira ocorre a reagdo em uma Unica etapa catalisada por
nitrilases (E.C. 3.5.5.1), enzimas que transformam a nitrila diretamente em acido carboxilico
com liberacdo de amoOnia (KOBAYASHI et al, 1994). Na segunda via, a hidrélise de nitrilas
ocorre em duas etapas: inicialmente ocorre a hidratagdo da nitrila catalisada por uma nitrila
hidratase (E.C. 4.2.1.84), formando a amida correspondente que posteriormente sofre
hidrdlise catalisada por uma amidase (E.C. 3.5.1.4), formando o &cido carboxilico

correspondente e liberando amonia (NAGASAWA et al, 1989).



NITRILASE
R—C=N » R—COOH
N\

H?_O 2H20 NH3

NITRILA
HIDRATASE Ho0 AMIDASE
R—CONH-

Esquema 1. Enzimas microbianas utilizadas nas respectivas vias de biodegradacdo de nitrilas.

Portanto, além do enorme potencial de aplicacio biotecnoldgica na drea de biocatdlise,
0s micro-organismos contendo nitrilases, nitrilas hidratase e amidases tém sido utilizados para
fins de controle ambiental (biodegradagdo e/ou biorremediacdo) (BAXTER et al, 2006), uma
vez que foi demonstrado o significativo potencial de muitos grupos de micro-organismos para
a degradacdo de nitrilas, sendo que muitos deles demonstraram atividades enzimaticas
altamente especificas. Isto possibilita a sua aplicagdo em processos biotecnoldgicos visando a

detoxificagdo de residuos nitrilados (MARTINKOVA et al, 2009).

1.3.1. Acetonitrila

A acetonitrila (ACN), pertencente ao grupo das nitrilas, tem férmula quimica H;C-
C=N e € o composto de interesse do presente estudo. A ACN € muito utilizada em processos
industriais: na producdo de perfumes, produtos derivados da borracha, pesticidas ou
farmacéuticos e em laboratérios de pesquisa: para extrair 4cidos graxos de dleos animais ou
vegetais e, principalmente, vinculado a equipamentos de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE, do inglés HPLC: High Performance Liquide Chromatography), onde ¢é
utilizada como solvente da fase movel (FENG, LEE, 2009). O interesse no estudo de residuos
contendo esta substancia deve-se ao fato dela ser altamente toxica, volatil, potencialmente
carcinogénica, mutagénica e teratogénica e ser uma substancia de grande circulacdo nos
laboratdrios de pesquisa, ndo apenas em nosso campus, mas no mundo todo..

Sua toxicidade chega a prejudicar, em altas concentragdes, até mesmo 0S micro-
organismos que a utilizam como fonte de nitrogénio e carbono. Ou seja, caso o descarte for
realizado de forma incorreta, pode acabar ocasionando um grande impacto ambiental. Mesmo
a incineracdo, método no qual atualmente sdo tratados os residuos contendo ACN do campus

da UNESP-Rio Claro tem seus problemas em nivel ambiental. Deste modo torna-se
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necessario levantar dados sobre a utilizagdo de ACN pelo campus e encontrar uma forma de
tratamento alternativo a incineracdo, como a biodegradacao.

E importante o rastreamento de linhagens microbianas capazes de utilizar ACN como
fonte de carbono e nitrogénio. Nesta direcdo existem muitos estudos utilizando linhagens
puras comprovando a capacidade de degradacdo de ACN pelo respectivo micro-organismo,
como Mesorhizobium sp. F28 (FENG et al, 2009), Candida guilliermondii CCT 7202 (DIAS
et al, 2001), Comamonas testosteroni e Acidovorax sp. (WANG et al, 2004), Klebsiella
oxytoca (KAO et al, 2006), Nocardia rhodochrous (DIGERONIMO, ANTOINE, 1976),
Pseudomonas marginalis (BABU et al. 1995), Pseudomonas putida (NAWAZ et al, 1989),
Rhodococcus erythropolis A10 (ACHARYA, DESAI 1997), Rhodococcus erythropolis BL1
(LANGDANHL et al, 1996), R. rhodochrous PA-34 (BHALLA et al, 1992), Rhodococcus sp.
N 774 (ENDO, WATANABE, 1989). Mas cabe ainda encontrar um que execute esta tarefa de
forma mais eficiente e também definir as condi¢des que aperfeicoem este processo.

A detoxificacio da ACN pode também ser feita por um consércio de micro-
organismos, podendo ocorrer de duas maneiras. Na primeira, um micro-organismo ¢
responsdvel pela producdo da enzima nitrila hidratase que degrada a ACN em acetoamida e
outro da amidase, degradando a acetoamida em acido acético e amoOnia (Esquema 2). Vale
lembrar que este processo pode ser realizado por apenas um micro-organismos, mas o ganho
de dois seria que cada um € especializado na produ¢do de um s6 dos tipos de enzima (nitrila

hidratase ou amidase), tornando o processo mais rapido (KOHYAMA et al, 2006).

fL o
- H,0 H,0 )j\

HsC-CEN — 2 — T . + NH
nitrila H3C NHZ amidase H3C OH 3
Acetonitrila hidratase Acetamida Acido acético Amébnia

Micro-organismo 1 Micro-organismo 2

Esquema 2. Vias de detoxificacio de ACN realizadas por dois micro-organismos em
conjunto.

Na segunda estratégia, € feito o isolamento de micro-organismos do solo por
metodologias de enriquecimento, ou seja, em um meio contendo apenas ACN como fonte de

nitrogé€nio e carbono. Porém neste caso os micro-organismos ndo sao isolados em cultura pura
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e sim utilizados na forma de consércios microbianos onde cada micro-organismo atuard em
diferentes niveis e velocidades (LI et al, 2007).

H4 também cientistas que discutem a utilizacdo de biodegradacdao de ACN por rotas
anaerdbicas ou aerdbicas, porém a maioria dos estudos € em condicdes aerdbicas, uma vez
que no processo anaerobico a toxicidade da ACN limita severamente a reagdo, resultando em

uma taxa de biodegradacdo de ACN menor do que aerobicamente (LI et al, 2007).
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho € iniciar o desenvolvimento de uma metodologia para o
tratamento dos residuos contendo ACN através de catdlise enzimdtica. Residuos estes
produzidos na UNESP Campus de Rio Claro, mais especificamente nos departamentos do
Instituto de Biologia (IB). Para tanto duas etapas deverdo ser cumpridas:

1. Isolamento e triagem de micro-organismos capazes de realizar a biodegradacdo da

ACN.

2. Otimizacdo das condicOes nutricionais e fisico-quimicas para o aumento do
desempenho do(s) micro-organismo(s) selecionado(s) durante o processo de

biodegradac¢do da ACN.

Concomitantemente seré realizado um levantamento da quantidade de ACN utilizada e
da producdo de residuos contendo ACN nos Laboratérios de Pesquisa do Instituto de
Biociéncias da UNESP Campus de Rio Claro. Também serdo pesquisadas as formas de
tratamento e descarte utilizados dos mesmos, deste modo permitindo uma nocdo exata da

dimensao do uso de ACN em nosso campus.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Levantamento de dados sobre producao de residuos contendo acetonitrila

Foi elaborado um questiondrio (Anexo 1) abordando o consumo de ACN, geracdo de
residuos provenientes da utilizacdo da mesma e a maneira como ¢ feito o armazenamento e
posterior descarte deste residuo. Este questionério foi impresso e os docentes do Instituto de

Biociéncias da UNESP- RC convidados a respondé-lo.

3.2. Materiais e procedimentos gerais

3.2.1. Reagentes e solventes

Foram utilizados reagentes e solventes grau P.A. e usados sem purificacdo posterior

com excec¢do do acetato de etila que foi submetido a destilagdo.

3.2.2. Micro-organismos utilizados nas reacoes de biodegradacao

Os micro-organismos avaliados foram provenientes da Colecao de Culturas Tropicais

(CCT, http://www.cct.org.br/), da Fundacdo André Tosello, Campinas — SP, e os micro-

organismos ainda ndo identificados foram isolados do solo da UNESP-RC e de raiz de
mandioca e pertencem a Colecdo de Micro-organismos do grupo de Biocatdlise do

Departamento de Bioquimica e Microbiologia da UNESP-RC.

3.2.3. Procedimentos gerais adotados no laboratério

Todas as vidrarias utilizadas foram lavadas, secas e acondicionadas em papel para
esterilizacdo em autoclave a 121 °C, 1,5 KPa por 15 min, e posterior secagem em estufa 45
°C. Todo o material utilizado em contato direto com os micro-organismos foram autoclavados

a 121 °C, 1,5 KPa por 40 min. antes de serem descartados ou reaproveitados. Solucdes de
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alcool 70% (v/v) e solu¢do de HCIO 5% (v/v) foram utilizadas para desinfetar as bancadas de
trabalho e cabine de seguranca bioldgica, diminuindo a contaminag¢do do material manipulado
e do meio externo. Todos os procedimentos foram realizados utilizando luvas previamente

enxaguadas com solucao de dlcool 70% para evitar contaminagao.

3.3. Meios de cultura

3.3.1. Meio NB (Nutrient Broth)

O meio de cultura complexo NB foi preparado segundo instru¢des do fabricante do
mesmo (Acumedia). Adicionou-se 8 g/LL do meio de cultura NB em 4gua deionizada e a

solugdo resultante foi autoclavada.

3.3.2. Meio Mineral

O meio de cultura definido mineral foi adaptado daquele descrito por Layh et al
(1992). O meio foi preparado e, apds a autoclavagem e esfriamento do mesmo, acrescentado 1
mL/L de solu¢do de elementos tragcos, 1 ml/L de solucdo de vitaminas e 0,5 mM de ACN. A
composi¢do do meio mineral, da solucdo de elementos tragos e vitaminica estd descrita na

Tabela 1.

Tabela 1. Composicdo das solucdes utilizadas no preparo do meio mineral.

Meio Mineral Solucio de elementos tracos Solucido de vitaminas
Na,HPO, -12H,0 ----- 14 g/L | Fex(SOy); - 7TH,0 -- 200 mg/L | Biotina -------------——- 0,05 g/L
KH,PO4 ~-- -~ 2 ¢g/L | ZnSO4 - TH,O ---—--- 10 mg/L Pantotenato de Calcio -- 1 g/L
CaCl, -2H,0 --------- 0,05 g/ | MnCl, - 4H,0 --------- 3 mg/L | Acido Nicotinico ------- 1 g/L
FeCl; -6H,0 --------- 0,05 g/L. | H3BO3 -------mmooee - 30 mg/L | Inositol ------------------ 25¢g/L
Na3;CsHs07 -2H20 -- 0,05 g/L | CoCl; - 6H,0 -------- 20 mg/L | Tiamina HCI ------------ 1 g/l
MgSO; - 7TH,0 ------ 0,02 g/L | CuCl, - 2H,0 --------- 1 mg/L H,0 Deionizada
Glicose ---------------- 10 mM | NiCl, - 6H,O ---------- 2 mg/L

H,O Deionizada Na,MoOy, - 2H,0 ----- 3 mg/L
H,O Deionizada
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3.3.3. Meio MM2

O meio MM2 foi preparado segundo a composi¢do descrita na Tabela 2:

Tabela 2. Composi¢cdo meio MM?2

FeCl; - 6 H,O ---- ---- 0,083 g/L.
CaCly - 0,025 g/L

Ordem de adigcao dos
MgSOy - 7 HyO —---mmmmmmmm e 0,02 g/LL

reagentes com

Na,HPO4 - 7 HyO - 4 g/ agitacdo magnética
KHyPO4 - 2 g/LL
Glicose ----------- ---- 1,8 g/L

Ap6s a autoclavagem e esfriamento do meio, foi acrescentado 1 mL/L de solugdo de
elementos tracos, 1 mL/L de solucdo de vitaminas e 0,5% v/v de ACN. A composi¢do das

solucdes de elementos tracos e de vitaminas estd descrita na Tabela 3.

Tabela 3. Composi¢do da solucdo de elementos tracos e de vitaminas para meio MM?2.

Solucio de elementos tracos Solucio de vitaminas

Y1 GI PSRN ) & P10 N — 0,030 g/l | Biotina ------eeeeomeooooooooooooooooooe 0,1 g/L
NaVO; - 1 HyO —coeemmeemeeee 0,003 g/L. | Pantotenato de cdlcio -------------- 0,02 g/L
NP WLO RPN & O 0 Jm— 0,002 g/L | INOSIOl --ooeomemrmoroneomo oo 0.1 g/L
H;BO;3 --------=-mmmmm- --- 0,005 g/L | Acido nicotinico -----------=-=------ 0,02 g/L
RO TRC) & 510 Ju— 0,005 g/L H,O deionizada

ZnS0y - 1 HyO ------mmmmmmemee- 0,006 g/LL

CoCl; - 6 HyO --------mmmmmmem 0,004 g/L

Na,MoO4 - 2 H,O -------------- 0,002 g/L
CuSOy ------=mmmmmmmm oo 0,003 g/LL

H,O deionizada

3.4. Coleta dos micro-organismos

3.4.1. Amostra de solo

A coleta foi realizada com luvas para evitar contamina¢do humana e da amostra e todo

o material utilizado foi previamente esterilizado. A amostra de solo foi colocada em saco
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estéril para coleta, realizando a identificacdo com informacdes do local. Todas as amostras
foram mantidas em caixa térmica até a chegada ao laboratério. Em cada ponto de coleta
anotou-se as coordenadas geograficas com o auxilio do GPS e foram retiradas fotos como

forma de registro.

3.4.2. Amostra de mandioca

A coleta foi realizada com luvas para evitar contamina¢do humana e da amostra e todo
o material utilizado foi previamente esterilizado. Foram cortadas rodelas de uma raiz de
mandioca, obtida em um supermercado local, que continha crescimento de micro-organismos

em sua extremidade. As regidoes de amostragem da raiz da mandioca foram identificadas.

3.5. Cultivo dos micro-organismos para isolamento

Foram pesados 2 g (amostras de solo) ou 1 g (amostras de mandioca) e inoculados em
meios de cultura adequado. As amostras de solo foram inoculadas em meio NB e meio
Mineral enquanto as amostras de mandioca inoculadas em meio MM?2. Estas suspensoes
foram mantidas sob agitac@o orbital em shaker a 29 °C, 120 rpm por 3 dias. Apds este periodo
um aliquota de cada amostra (1:10 v/v) foi transferida para meio correspondente recém-
preparado e incubada nas condicdes descritas anteriormente. Este processo foi repetido por

mais 2 vezes.

3.6. Procedimentos para isolamento dos micro-organismos

3.6.1. Diluicoes seriadas

Nove tubos tipo Falcon contendo 9 mL de dgua deionizada foram esterilizados. Ao
primeiro tubo foi adicionado 1 mL do in6culo de solo enriquecido e esta suspensdo foi
homogeneizada. 1 mL desta suspensdao foi transferido para o segundo tubo Falcon e

homogeneizado. Este procedimento foi repetido até o ultimo tubo Falcon, sendo que no



17

ultimo 1 mL da suspensdo foi descartado apoés homogeneizacdo. Assim foram produzidas 6

in6culos diluidos seriadamente (10'1 alo ’6).

3.6.2. Isolamento das colonias em placas de Petri

Ao meio (MM2, Mineral ou NB) foi acrescentado 1,5% de dgar-agar e autoclavado. O
meio foi vertido nas placas de Petri estéreis e aguardou-se sua solidificacdo. De cada inéculo
diluido seriadamente retirou-se uma aliquota de 200 uL e a plaqueou, através da técnica de
semeadura por espalhamento pela superficie do dgar com al¢a de Drigalsk descartdvel. As
placas foram incubadas em BOD (Biochemical Oxygen Demand) a 29 °C por 3 dias. Apés o
crescimento das coldnias, foi realizado o isolamento dos micro-organismos com o auxilio da
alca de inoculagcdo, em meio (MM2, Mineral ou NB) solido (1,5% de édgar) estéril, através da
técnica de esgotamento por estrias para a obtencdo de culturas puras (Figura 1). Para a

esterilizacdo da alca, foi utilizado esterilizador de infra-vermelho por 10 segundos a 800 °C.

Primeira
Aplicacio

iyl

<::| Segunda
Aplicacio

1t

Terceira
Aplicacio

Figura 1. Metodologia de isolamento de micro-organismos por esgotamento por estrias.

As placas foram incubadas em BOD a 29 °C por 9 dias e quando apresentaram
crescimento de um unico tipo de micro-organismo foram submetidas aos processos de

preservacdo e armazenamento a médio e curto prazo. Quando houve mais de um tipo
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morfolégico de colonia observavel macroscopicamente na placa foi necessdrio necessario

realizar o replaqueamento até a purificacio destas.

3.7. Preservacao e armazenamento dos micro-organismos

3.7.1. Preservacio das culturas a curto prazo

Preparou-se tubos de ensaio com 5 mL de meio em cada um (MM2, Mineral ou NB)
acrescido de 1,5% de 4gar, e foi autoclavado. O meio utilizado para armazenamento
correspondia aquele no qual a cultura foi isolada. Os tubos foram inclinados até a
solidificacdo do meio. Cada cultura pura foi transferida com alga de platina por estriamento
em superficie para os tubos de ensaio inclinados. Este procedimento foi realizado em
duplicata. A alga foi esterilizada em esterilizador de infra-vermelho por 10 segundas a 800 °C.
Os tubos foram incubados em BOD a 29 °C por 1 dia. Ap6s o crescimento microbiano, os

tubos com 4gar inclinados foram mantidos a 4 °C em refrigerador.

3.7.2. Preservacao das culturas a médio prazo

Foram preparados tubos eppendorfs com 0,5 mL de meio de cultura NB acrescido de
1,5% de agar. Estes foram autoclavados e em seguida, inclinados até a solidificacdo do meio.
Paralelamente foram preparadas as solucdes aquosas de glicerol 10%, 20% e 30%. Cada
micro-organismo foi transferido para os tubos eppendorfs recém preparados com o auxilio da
alca de platina através da técnica de estriamento superficial. A al¢ca foi esterilizada em
esterilizador de infra-vermelho por 10 segundos a 800 °C. Os eppendorfs foram incubados em
BOD a 29 °C por 1 dia. Apds o crescimento microbiano, foi adicionado em cada duplicata as
solugdes de glicerol 10%, 20% e 30%. O volume de glicerol utilizado foi a quantidade
necessdria para cobrir todo o dgar. Para a adaptacdo a temperatura, primeiramente conservou
os eppendorfs a 4 °C por 1 hora, e depois os tubos foram conservados a -20 °C em

superfreezer.
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3.8. Procedimento geral para os ensaios de triagem enzimatica

Os micro-organismos mantidos a 4 °C foram ativados em meio de cultura liquido
MM?2 acrescido da acetonitrila 0,5% v/v. Incubou-se em shaker a 29 °C, 120 rpm, por 2 dias.
Ap6s este periodo, realizou-se a segunda ativagdo, retirando aliquota de cada amostra (1:6
v/v) e transferindo para um erlenmeyer contendo meio MM?2 recém preparado. Este processo
foi repetido mais uma vez, totalizando 3 ativacoes.

ApOs a terceira etapa de ativagdo, realizou-se o preparo das suspensodes celulares na
concentracdo de 200 mg/mL. Para cada micro-organismo, pesou-se tubo Falcon vazio estéril,
realizando sua identificacdo. Foram transferidos 7 mL das células crescidas na cultura de
enriquecimento para o tubo Falcon e este foi centrifugado por 10 minutos a 3600 rpm.
Desprezou-se o sobrenadante. Com os tubos bem vedados, pesou-se novamente, realizando a
diferenca dos valores obtidos com o tubo vazio e com o tubo com células para a preparacao da
suspensao celular. As células foram lavadas através da adi¢do de 5 mL de tampao fosfato 10
mM pH 7,2 (pKa 7,2) e agitacio em vortex para completa homogeneizagdo da solugdo.
Repetiu-se o processo de centrifugacdo por mais 10 minutos a 3600 rpm e desprezou-se o
sobrenadante. No final, adicionou-se tampao fosfato 10 mM na proporcdo de 200 mg de
célula por 1 mL de tampao e os tubos foram agitados em vértex. Os ensaios e controles foram
realizados em triplicata em microplaca de polipropileno com 96 pogos. Cada microplaca foi
incubada em shaker a 29 °C, 120 rpm, por 7 dias, realizando-se a leitura e fotodocumentagao
do ensaio diariamente. O volume final de cada pogo foi de 189,5 uL, utilizando as seguintes
proporc¢oes:

Controle de acetonitrila: 4,5 pL de solucdo de acetonitrila a 500 mM em etanol, 167 uL de
tampao fosfato 10 mM pH 7.2 + Azul de Bromotimol 0,01% e 18 puL de tampao fosfato 10
mM pH 7.2.

Controle de acetamida: 4,5 pLL de solucdo de acetamida a 500 mM em etanol, 167 uL de
tampao fosfato 10 mM pH 7.2 + Azul de Bromotimol 0,01% e 18 pL de tampao fosfato 10
mM pH 7.2.

Controle de acido acético: 4,5 uL de solucdo acido acético a S00 mM em etanol, 167 uL de
tampao fosfato 10 mM pH 7.2 + Azul de Bromotimol 0,01% e 18 uL de tampao fosfato 10
mM pH 7.2.

Controle de DEPA: 10 uL de solucio DEPA 10 mM em etanol, 167 uL de tampao fosfato
10 mM pH 7.2 + Azul de Bromotimol 0,01% e 12,5 uLL de tampao fosfato 10 mM pH 7.2.
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Controle microbiano: 18 uL de suspensdo celular, 167 uL de tampao fosfato 10 mM pH 7.2
+ Azul de Bromotimol 0,01% e 4,5 pL de tampao fosfato 10 mM pH 7.2.

Ensaio sem DEPA: 18 uL de suspensdo celular, 4,5 uL. de solu¢do de acetonitrila a 500 mM
em etanol e 167 uLL de tampao fosfato 10 mM pH 7.2 + Azul de Bromotimol 0,01%.

Ensaio com DEPA: 18 uL de suspensao celular, 4,5 uL. de solucdo de acetonitrila a 500 mM
em etanol, 10 pL de solu¢cdo DEPA 10 mM em etanol e 157 pL de tampao fosfato 10 mM pH
7.2 + Azul de Bromotimol 0,01%.

3.8.1. Preparo da solucao tampao Serensen 10 mM pH 7.2 pKa = 7,20

A solucdo tampao 10 mM pH 7,2 foi preparada através da dilui¢do em dgua deionizada
de uma soluc¢do tampdao 100 mM pH 7,2 e autoclavada. Para o preparo da solucao tampao 100
mM pH 7,2 seguiu-se as indicacdes da Tabela 4 e foi acrescentado igual volume de dgua

deionizada ao final.

Tabela 4. Sorensen’s Phosphate Buffer; pH 5,8-8,0, pKa 7,20
Solucoes Estoque A 0,2 M NaH,PO, B 0,2 M Na,HPO,

A (mL) B (mL) pH
92,0 8,0 5.8
87,7 12,3 6,0
81,5 18,5 6,2
68,5 31,5 6,5
62,5 37,5 6,6
56,5 43,5 6,7
51,0 49,0 6,8
45,0 55,0 6,9
39,0 61,0 7,0
33,0 67,0 7.1
28,0 72,0 72
23,0 77,0 73
19,0 81,0 74
16,0 84,0 75
8,5 91,5 7.8

5,3 94,7 8,0
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3.9. Procedimento geral para os ensaios de determinacdo da Concentracio Minima
Inibitoria (MIC)

Os micro-organismos mantidos a 4 °C foram ativados em meio de cultura MM?2
acrescido da acetonitrila 0,5% v/v por 3 vezes, como descrito anteriormente.

Apdés a etapa de ativagdo, realizou-se o preparo das suspensdes celulares na
concentragdo de 3,0 x 10° ufc/mL segundo a escala Mc Farland. Para tanto foram transferidos
7 mL das células crescidas na cultura de enriquecimento para tubo Falcon. Os tubos Falcon
foram centrifugados por 10 minutos a 3600 rpm, e o sobrenadante desprezado. Com uma alca
de inoculacdo calibrada (1 puL) e descartavel retirou-se uma aliquota das células precipitadas e
as transferiu para um tubo de ensaio contendo 10 mL de tampao fosfato 10 mM pH 7.2.
Homogeinizou-se a solu¢do e comparou-se seu grau de turvacdo com o tubo 1,0 da escala
nefelométrica de Mc Farland.

Os ensaios e controles foram realizados em duplicata e a microplaca de polipropileno
com 96 pocos foi incubada na BOD a 29 °C por 2 dias. O volume final de cada pogo foi de
200 pL, utilizando as seguintes propor¢des:

Controle microbiano: 150 pL de meio NB e 50 puL de suspensao celular.

Controle positivo 1: 100 pL de solugd@o de cloranfenicol 20 ppm em H,O deionizada, 50 uL
de meio NB e 50 uL de suspensdo celular.

Controle positivo 2: 100 uL de solu¢do de nistatina 20 ppm em H,O deionizada, 50 puL de
meio NB e 50 uL de suspensdo celular.

Ensaios: 100 uL de solu¢do de tampao fosfato 10 mM pH 7.2 com acetonitrila em
concentracdes crescentes (variando de 1.529 ppm a 391.500 ppm), 50 uLL de meio NB e 50 uLL
de suspensdo celular.

Ap6s o periodo de incubag@o da microplaca foi adicionado em todos os pocos 100 uLL
de solu¢do de MTT. As microplacas foram tampadas novamente e incubadas na BOD a 30 °C

por 60 minutos. Ao final deste periodo realizou-se a leitura do ensaio e o registro fotografico.

3.9.1. Preparo da solu¢ao de MTT

A solucdo de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-i1]-2,5-difeniltetraz6lio) foi
preparada a 0,025 % p/v em 80 % de dgua deionizada + 20 % Dimetilsulféxido (DMSO). A

agua deionizada utilizada foi esterilizada em autoclave a 121°C e 1,5 kPa por 15 minutos.
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3.10. Avaliaciao da fonte de carbono e pH nas reacoes de biodegradacao

A partir dos ensaios de triagens enzimaticas e MIC foram selecionados trés micro-
organismos para a avaliacdo da fonte de carbono e pH nas reagdes de biodegradagdo. Estes
micro-organismos mantidos a 4 °C foram ativados em meio de cultura MM2 acrescido da
acetonitrila 0,5% v/v por 3 vezes, como descrito anteriormente.

Paralelamente foram preparadas solu¢des tampao fosfato, segundo a tabela 4, com 100
mM pH 5.8, 7.2 e 8.0. Todas foram diluidas para a concentragdo de 10 mM. A cada solu¢ao
foi acrescido os reagentes do meio MM2 (menos Na,HPO,, KH,PO, e glicose). Apds a
autoclavagem e esfriamento, foi adicionado 1 mL/L de solucdo de elementos tracos, 1 ml/L de
solucdo de vitaminas e 0,5 % v/v de ACN.

Pesou-se um tubo Falcon vazio estéril. Foram transferidos 7 mL das células crescidas
na cultura de enriquecimento e os tubos centrifugados por 10 minutos a 3600 rpm.
Desprezou-se o sobrenadante. Com os tubos bem vedados, pesou-se novamente,
quantificando a massa celular. Estas células foram inoculadas em seis erlenmeyers contendo
meio MM?2 com variagdes no pH e na presenca de glicose, como demontrado na tabela 5. Os

erlenmeyers foram mantidos sob agitacao orbital em shaker a 29 °C, 120 rpm por 1 dia.

Tabela 5. ParAmetros avaliados — pH e fonte de C.

Meio MM2

pH Fonte de Carbono
5.8 acetonitrila

5.8 glicose

7.2 acetonitrila

7.2 glicose

8.0 acetonitrila

8.0 glicose

Ap6s o tempo de incubagdo o contetido de cada erlenmeyer foi centrifugado durante
10 minutos a 3600 rpm e a massa celular desprezada. Ao sobrenadante (fase aquosa) foi
adicionado NaCl até a supersaturacio e esta fase aquosa foi extraida com acetato de etila pré
destilado. A fase organica foi separada da fase aquosa, seca sob MgSO;, e analisada por GC-
FID (do inglés: Gas Chromatography — Flame Ionization Detection; Cromatografia Gasosa

com Detector de Ionizacdo de Chama).
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3.11. Método Cromatografico

As andlises por cromatografia gasosa foram realizadas em Cromatdgrafo Gasoso
Shimadzu modelo GC-2010 PLUS AF e coluna capilar com silica fundida da marca Restek
RTX-5 (30 m X 0,25 mm, 0.25 pm). As condi¢Oes de analise foram 52 KPa de H, na cabeca
da coluna, temperaturas do injetor e detector iguais a 260 e 320 °C, respectivamente; e injecdo
automdtica de 1 pL de amostra no modo Split. A programacdo utilizada correspondeu a
temperatura inicial de 35 °C por 3 minutos, com rampa de aquecimento de 25 °C /min até 280

°C e mantida em 280 °C por 5 minutos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Levantamento de dados sobre consumo de acetonitrila e producao de residuos

provenientes do descarte da mesma

Foi realizada uma coleta geral de residuos quimicos no campus da UNESP-Rio Claro
em 2009. Segundo os dados fornecidos pelo Prof. Dr. José Carlos Marconato, atual presidente
da Comissdo de Etica Ambiental (CEA) da UNESP-RC, havia aproximadamente 150 L de
solventes, dentre eles residuos contendo acetonitrila. Porém ndo hd dados quantitativos
relativos ao volume discriminado dos residuos contendo acetonitrila. Todo o residuo coletado
foi encaminhado a empresas terceirizadas para o descarte apropriado.

Visando quantificar o volume de acetonitrila utilizado pelo Instituto de Biociéncias
(IB), realizou-se uma amostragem através da aplicacdo de um questiondrio (Anexo 1) aos
docentes do IB. Esta amostragem incluiu todos os departamentos do IB no campus da
UNESP-Rio Claro. Através desta pesquisa foi confirmado que o uso de acetonitrila esta
fortemente vinculado ao uso de cromatdgrafos liquidos de alta eficiéncia (em inglés HPLC).
Dos 26 docentes entrevistados, 5 (19.2 %) utilizam ACN rotineiramente em seus laboratérios.
Destes cinco, quatro (80%) t€ém o uso de ACN vinculado a equipamento de HPLC e apenas
um (20%) tem seu uso vinculado a espectometria de massas.

Em HPLC, a acetonitrila é utilizada como solvente oOrganico da fase mdvel e
normalmente ndo € utilizada pura, mas diluida em dgua ou tamp@o. Isto resulta em uma
geracdo de residuos contendo acetonitrila em maior quantidade que a originalmente utilizada.
Somando-se todas as quantidades de residuos contendo acetonitrila geradas pelos laboratérios
amostrados, chegou-se a uma quantia de 72 L. de ACN pura utilizada por ano, além dos
residuos aquosos contendo ACN provenientes dos equipamentos de HPLC. Levando-se em
consideragdo o crescente nimero de pesquisas nas dareas da Biologia que utilizam o HPLC
como ferramenta de andlise, pode-se dizer que este valor tende a aumentar ano a ano.

Também foram realizadas perguntas a respeito do modo como o residuo é armazenado
e a forma de descarte do mesmo. Dentre todos os laboratérios que utilizam acetonitrila,
variou-se o recipiente de armazenamento. No laboratdrio que ndo tem o uso da acetonitrila
vinculado ao HPLC, a quantidade gerada de residuos da mesma € muito pouca, portanto €
armazenada junto com descarte de solventes. Nos que geram maiores volumes de residuos,

foram citados como recipientes: frascos ambar, galdes de plastico de SL e galdes de vidro.
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Porém todos os laboratorios rotulam adequadamente os vasilhames contendo ACN e estes sdo
armazenados a temperatura ambiente.

A respeito do tipo de tratamento que este residuo recebe todos os amostrados foram
undnimes em responder que os residuos sdao recolhidos pela UNESP e encaminhados a uma

empresa terceirizada para tratamento e descarte.

4.2. Isolamento e selecio de micro-organismos do solo e de mandioca

E mportante o emprego de estratégias racionais durante a realizacio de bioprospec¢des
para se evitar demanda muito longa de tempo na prospec¢io e geracao de nimero excessivo
de dados, porém com informacOes nem sempre expressivas. Buscou-se neste trabalho
construir uma Colecdo de Culturas Microbianas capazes de metabolizar acetonitrila, e que
estes micro-organismos tenham um potencial de aplicacdo biotecnoldgica. Portanto, a
metodologia de trabalho foi direcionada para este fim e adotou-se uma estratégia hierarquica
nos ensaios para selecio microbiana e triagens enzimaticas conforme apresentado no

Esquema 3.

Nivel 1. Rapido e basico

Nivel 2. Triagem semi-
quantitativa

Nivel 3. Andlise quantitativa

Esquema 3. Estratégias para a triagem enzimatica microbiana.
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4.2.1. Coleta de solo UNESP - RC

A bioprospeccdo por micro-organismos da diversidade brasileira capazes de
metabolizar os compostos nitrilados iniciou-se pela coleta de micro-organismos. Esta coleta
foi regulada junto ao SISBIO (Sistema de Autoriza¢do e Informagdo em Biodiversidade),
IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis) e do
MMA (Ministério do Meio Ambiente) através do Comprovante de Registro para Coleta de
Material Fungico, Botanico e Microbiologico No. 258491- e registro no IBAMA No.
5122212.

A escolha do local da coleta e os procedimentos de isolamento microbiano sao
parametros chave no sucesso da constru¢do de uma Colecdo de Culturas com finalidades
especificas, como é o caso desta pesquisa. Assim, realizou-se uma coleta de solo em um
“ponto controle” dentro do Campus da UNESP-RC, em um local onde o solo ndo havia

entrado em contato com acetonitrila (Tabela 6).

Tabela 6. Ponto de coleta de micro-organismos no Campus da UNESP-RC

Identificacao Coordenadas geograficas
Ponto 3 — Redondezas do S 22°23° 823>
Jardim Experimental W 047°32° 645>
Altitude 638 m

S — latitude sul; W — longitude oeste; Altitude em relacdo ao nivel do mar.

4.2.2. Coleta de raiz de mandioca

A segunda coleta foi realizada em um local onde houve o contato prévio do inéculo
com organonitrilas na tentativa de selecionarmos micro-organismos pré-aclimatados a nitrilas
€ que apresentassem seu maquinario enzimatico induzido para a producdo de enzimas capazes

de degradar a acetonitrila. Para tanto foi utilizada uma mandioca, adquirida junto a um
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supermercado local, e que estava estragada (havia micro-organismos em grande quantidade
em uma de suas extremidades).

A mandioca é uma planta cianogénica, ou seja, capaz de produzir cianeto (-CN). A
toxicidade cianogénica da mandioca origina-se da formacdo do &cido cianidrico (HCN) a
partir da hidrdlise enzimatica de glicosideos cianogénicos presentes, especialmente da
linamarina. A hidrdlise deste heterosideo estd apresentada no esquema 4 e, como pode ser
visto, produz, além do 4cido cianidrico, D-glicopiranose e propanona. A concentracdo de
glicosideos pode variar amplamente entre os cultivares, tanto por razdes genéticas, como por
fatores ambientais (localizacdo, tipos de solo, estagc@o), podendo atingir valores de até 2000
mg/kg, tanto nos tubérculos, quanto nas folhas (FURTADO et al, 2007).

HO HO

CN
0 ()K f-glicosidase 0 oy OH
OH +HO— . 7 +
OH Linamarase CN

OH OH
OH  hidroxinitrila liase 0
e HCMN + /Jk
CN ou espontineo

Esquema 4. Degradagdo enzimdtica da linamarina

Desta forma, os micro-organismos endofiticos da mandioca tém grande probabilidade
de serem resistentes a compostos nitrilados e, portanto, de interesse para o presente estudo.
Foram realizadas duas coletas na mesma mandioca, uma proveniente da regido mediana e

outra da extremidade contendo micro-organismos.
4.2.3. Selecao microbiana

Foram empregadas duas metodologias para o isolamento dos micro-organismos. Na
primeira, o in6culo foi cultivado em meio complexo NB sem adicdo de acetonitrila. Na
segunda, adotou-se a estratégia de selecdo no qual empregou-se condi¢des que favorecam
exclusivamente a sobrevivéncia dos micro-organismos de interesse, ou seja, aqueles capazes
de metabolizar acetonitrila. Para isto, as amostras de solo e mandioca (2,0 g da amostra de
solo e 1,0 g da amostra de mandioca) foram inoculadas em meio de cultura definido e

tamponado (pH 7,2) composto de sais minerais, solucdo de elementos tracos, glicose como
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unica fonte de carbono e acetonitrila como unica fonte de nitrogénio. Como o nitrogénio € um
dos macronutrientes essenciais a manuten¢do da vida dos micro-organismos, pois € matéria
prima para a sintese de acidos nucléicos, proteinas e outras biomoléculas importantes, apenas
0s micro-organismos capazes de utilizar a acetonitrila fornecida sobreviveriam neste meio e
posteriormente seriam isolados. O inéculo foi incubado sob agitagdo orbital a 120 rpm, 29 °C
por 3 dias. Apds este periodo uma aliquota de cada in6culo foi transferido para meio de
cultura de igual composi¢ao recém preparado e este processo de enriquecimento foi repetido 3
vezes. Desta maneira, as chances de enriquecimento do in6culo com os micro-organismos do
nosso interesse sao elevadas.

Em seguida, os indculos foram submetidos a seis dilui¢cdes seriadas (10" a 10°). A
técnica de diluicao € muito util quando se deseja isolar unidades formadoras de coldnias (ufc)
existentes em uma suspensao microbiana. A metodologia consiste na diluicdao progressiva da
suspensdo bacteriana, tomando-se uma pequena aliquota (1000 uL) de uma suspensido mais
concentrada, de onde se faz a transferéncia desta para uma solucao salina ou dgua deionizada
esterilizada, com volume previamente determinado (Figura 2). De cada dilui¢do, procede-se
imediatamente o semeio através do espalhamento de um pequeno volume do extrato em meio
de cultura, utilizando uma al¢a de Drigalski, com posterior incubacdo (29 °C / 24 a 72 horas
dependendo da velocidade de crescimento dos micro-organismos), quando entdo verificam-se
as placas que tiveram suas colOnias crescidas separadamente, de forma a permitir o seu
isolamento.

/1% 1ml 1ml 1 ml 1ml

‘. T T W i

Original
inoculum ‘

‘ 9 ml broth "
in each tube
|

Dilutions 1:100,000

Plating

—

l‘l 110,000 1:100,000

Figura 2. Diluicdes seriadas e semeadura em placa de Petri.'

! Figura adaptada do livro: Tortora, G. J.; Funke, B. R.; Case, C. L .Microbiology: an introduction. 10" Ed. Pearson
Education Inc. 2010.



29

As colonias foram pingcadas com al¢a de inoculacdo aleatoriamente (levou-se em
consideragdo o aspecto morfolégico macroscépico das ufc) e semeadas em novas placas de
Petri através da técnica de semeadura por esgotamento por estrias e incubadas em BOD a 29
°C para se averiguar a pureza das colonias (Figura 3). Aquelas que estavam puras passaram
para a etapa seguinte de preservacdo enquanto as que ndo estivessem suficientemente puras
foram re-submetidas ao processo de semeadura por esgotamento por estrias em placa quantas

vezes fossem necessdrias até a obtencao das colonias puras.

Colonies

Figura 3. Fotos de semeadura por esgotamento por estrias.’

Ao final deste processo foram obtidos 31 micro-organismos, conforme apresentado na

tabela 7.

Tabela 7. Micro-organismos isolados.

Fonte dos micro-organismos Niimero de colonias isoladas
Solo da UNESP-RC - Ponto 3 15
Mandioca 16
Total 31

A coleta do solo deu origem a 15 culturas microbianas com aspecto morfolégico
macroscépico distinto. A nomenclatura utilizada foi de UNP3 (UN - Universidade e P3 -
ponto de coleta 3), sendo que cada cultura recebeu uma numeracdo. Das culturas, 7 sdo
oriundas do isolamento em meio NB, ou seja, ndo passaram por um processos de selecao

(UNP3 1, UNP3 2, UNP3 3, UNP3 4, UNP3 5, UNP3 6 ¢ UNP3 13) e 8 do isolamento em

2 Banerjee A.; Kaul, P.; Sharma, R.; Banerjee, U. C. J. Biomol. Screen 2003, 8, 559-565.
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meio Mineral com ACN 0,5 mM como unica fonte de nitrogénio (UNP3 7, UNP3 8, UNP3 9,
UNP3 10, UNP3 11, UNP3 12, UNP3 14 e UNP3 15).

A coleta de mandioca deu origem a 16 culturas de micro-organismos. A nomenclatura
utilizada foi: MANM para inéculo da regido mediana da mandioca; MANE para in6culo da
extremidade da mandioca (MAN — Mandioca; M — Meio; E — Extremidade), sendo que cada
cultura recebeu uma numeracdo. Todas as culturas passaram por processo de selecao
juntamente com o isolamento (meio MM2 + ACN 0,5% v/v). Das culturas, 7 sd@o oriundas da
regido mediana da mandioca (MANM 1, MANM 2, MANM 3, MANM 4, MANM 5, MANM
6, MANM 7) e 9 da extremidade infectada (MANE 1, MANE 2, MANE 3, MANE 4, MANE
5, MANE 6, MANE 7, MANE 8§, MANE 9).

Todos os micro-organismos isolados foram armazenados e preservados para utilizacao

a curto e médio prazo.

4.3. Preservacao e armazenamento das colonias

A preservacdo das culturas microbianas é uma etapa crucial para que as mesmas
possam ser acessadas quando necessario e a qualquer tempo sem que haja prejuizo em relagdo
a sua pureza, viabilidade e caracteristicas fisiolégicas originais. Assim, as culturas recém
isoladas foram preservadas a curto e médio prazo, sempre em duplicatas.

A preservacdo a curto prazo, ou seja, aquela que permite 0 acesso aos micro-
organismos para os trabalhos de rotina foi realizada através do repique continuo, cujo
principio estd focado na diminuicdo do metabolismo dos micro-organismos. Desta forma,
tubos de ensaio com dgar inclinado e as colonias puras sdo mantidos a 4 °C (geladeira) e estdo
prontamente disponiveis para o uso. Cada cultura é armazenada no mesmo meio em que foi
isolada, apenas com adic¢ao de 4gar 1,5% p/p. As vantagens do repique continuo sdo o baixo
custo operacional, ndo requer equipamentos especializados e o manuseio € simples.

Para a conservacdo a médio prazo utilizou-se a preservacdo em glicerol seguida de
congelamento a -20 °C. Tubos tipo eppendorf contendo NB + dgar inclinado foram inoculados
por estriamento e apds o crescimento das colonias preenchidos com solu¢do aquosa de
glicerol. O glicerol foi utilizado como agente crioprotetor com a fun¢do de impedir a
formacao de cristais de gelo nas células microbianas e que pudessem romper a parede celular.
Diferentes concentracdes de glicerol (10%, 20% e 30%) foram utilizadas com a finalidade de

verificar a melhor concentracdo para a conservagdo, pois cada micro-organismo requer
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condi¢gdes especificas. Todas as culturas isoladas foram preservadas deste modo no
superfreezer, com excessdo da cultura UNP3 7, que apresentou pouco crescimento.

ApO6s seis meses, as culturas submetidas a preservacdo a médio prazo serdo avaliadas
quanto a qualidade da preservacdo através da contagem populacdo vidvel e pureza das
colonias. Apds avaliacdo das condi¢Oes ideais de armazenamento e preservacdo de cada
cultura a médio prazo, as mesmas serdo preservados a longo prazo através de liofilizacdo e/ou
congelamento a -70 °C. Uma vez que estes procedimentos foram realizados no més de abril de

2011, até o presente momento ainda ndo foram realizados testes para verificar sobrevivéncia,

estabilidade e pureza das amostras.

4.4. Triagens enzimaticas

Antes de iniciarmos 0s ensaios com 0s micro-organismos recém isolados realizamos
alguns ensaios descritos na literatura utilizando micro-organismos da Cole¢ao de Culturas
Tropical (CCT) adquiridos junto a Fundagdo André Tosello (Campinas-SP). O objetivo €
validar o teste antes de aplica-lo aos micro-organismos recém isolados das coletas. Os micro-
organismos utilizados na validacdo do ensaio enzimdtico colorimétrico para detec¢ao de
nitrilases, nitrila hidratases e amidases foram: Pseudomonas putida CCT 2357, Pseudomonas
Sfluorescens CCT 3178, Arthrobacter sp. CCT 1875, Rhodococcus equi CCT 0541, Nocardia
simplex CCT 3022, Nocardia brasiliensis CCT 3439, Rhodococcus ruber CCT 1879,
Rhodococcus erythropolys CCT 1878.

A primeira abordagem consistiu de um ensaio colorimétrico em placas de Petri
descrito por Santoshkumar et al (2010). O principio do ensaio € a alteracdo de cor do dgar em
funcdo das variagdes no pH decorrentes da formac¢do de amodnia como apresentadas no

Esquema 5:
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Nitrila . 0
hidratase Q Amidase J.l\ +NH
R—=N - )L —_— R OH 3
H,0 R™ 'NH; H,0
Nitrilase +
2H,0

Esquema S. Biotransformacao de nitrilas por nitrilases e nitrila hidratases/amidases

O é4gar foi preparado com o meio de cultura adequado ao crescimento dos micro-
organismos (NA-Agar nutriente, SM- Streptomyces medium ou MM1), ajustado para pH 7,0
com NaOH ou HCI e acrescido do indicador de pH vermelho de fenol (0,02 % p/v). As placas
de Petri com 4gar ficavam alaranjadas ap6s a semeadura dos micro-organismos e ficaria
rosa/roxa na presenca da amonia resultante da hidrolise enzimatica da acetonitrila. Este ensaio
foi realizado inimeras vezes sem sucesso. As possiveis causas de erro para o teste seriam a
baixa difusividade da amdnia no agar, elevada capacidade tamponante do meio de cultura ou
ainda falha na indu¢do enzimadtica nas linhagens adquiridas. Este ensaio também foi realizado,
sem sucesso, utilizando os micro-organismos isolados do solo da UNESP-RC (UNP3 1 a 15).

Para investigaros qual(is) os motivos da falha deste teste realizamos outro ensaio
colorimétrico porém em meio liquido e em condicdes reacionais distintas. O novo ensaio
enzimatico colorimétrico foi realizado em microplacas de polipropileno com 96 pocos. A
triagem miniaturizada nestas microplacas ndo sé evita consumo desnecessdrio de reagentes e
geracdo de residuos como também permite o monitoramento de reacdes em paralelo e ja se
encontra em formato adequado para automatizacdo e robotizacdo, uma abordagem rotineira
nos laboratérios de pesquisa industrial e académica em algumas partes do mundo. Realizamos
um ensaio enzimatico para nitrilases descrito por Banerjee et al (2003). Neste ensaio uma
suspensao bacteriana acrescida de tampao fosfato pH 7,2 e indicador azul de bromotimol
(esquema 6) era colocada em contato com a acetonitrila e a formacao do 4cido acético seria

detectada pela alteracdo de cor do azul intenso para amarelo apds incuba¢do da microplaca.
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S—

@)
Esquema 6. Estrutura quimica do indicador Azul de bromotimol

Realizamos este procedimento e observamos resultado positivo para 0s micro-
organismos: Pseudomonas putida CCT 2357, Pseudomonas fluorescens CCT 3178,
Arthrobacter sp CCT 1875, Rhodococcus ruber CCT 1879, e Nocardia simplex CCT 3022.
Concluimos que o problema com o ensaio em placa de Petri ndo era a indu¢do enzimatica.
Porém as informagdes fornecidas pelo ensaio em microplacas ndo sdo conclusivas em relacdo
a qual sistema enzimaético estd agindo para a formagdo do acido acético: (i) apenas nitrilases,
(i1) apenas nitrilases/amidases ou (iii) ambos os sistemas.

Como os resultados do ensaio para nitrilase com o indicador de pH azul de
bromotimol em pH 7,2 10 mM foram bastante satisfatérios deixamos de lado os ensaios
colorimétricos em placas de Petri e adaptamos o ensaio em microplaca para que o mesmo
fornecesse uma resposta mais conclusiva. Nesta nova abordagem inserimos um experimento
com um inibidor de amidase, o DEPA (dietilaminofosforamida). Assim é possivel
concluirmos qual (is) enzima(s) estd (ao) atuando. Este ensaio foi composto pelos seguintes
experimentos: controle microbiano (coloragao azul), controle da acetonitrila (coloragao azul),
controle dos produtos: acetamida (coloracdo azul) e 4cido acético (coloracdo amarelo),
controle do inibidor DEPA (coloracdo azul), experimento sem adi¢do do inibidor de amidase
e experimento com adi¢cdo do inibidor de amidase. As microplacas foram montadas de forma
a comportar a avaliagdo em triplicata para 8 micro-organismos diferentes, conforme mostra a

tabela 8.



Tabela 8. Montagem da microplaca de 96 pocos para os ensaios enzimaticos.
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acn: Controle acetonitrila;

Cacr: Controle acetamida; Caa: Controle dcido acético; Cpgpa:
Controle DEPA; MO: Micro-organismo.

A figura 4 mostra os resultados obtidos deste primeiro ensaio realizado com 0s micro-

organismos comerciais.

P e o e e

Figura 4. Fotos

dos ensaios

enzimaticos

para deteccdo de nitrilases
hidratases/amidases. A: tempo = zero; B: Tempo = 36 h.

e nitrila

Os resultados positivos obtidos neste primeiro ensaio enzimdtico para deteccdo de

nitrilase, nitrila hidratase e amidase sdo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9. Ensaios enzimdticos para detec¢do de nitrilase, nitrila hidratase e amidase.

Cédigo do Micro-organismo Controle Ensaio sem Ensaio com
microbiano DEPA DEPA
Pseudomonas putida Azul
Pseudomonas fluorescens Azul
Arthrobacter sp Verde
Nocardia brasiliensis Azul Azul Azul
Nocardia simplex Azul Verde
Rhodococcus erythropolis Azul Azul Azul
Rhodococcus equi Azul Azul Azul
Rhodococcus ruber Azul Azul Verde

Controle da acetonitrila: colorac@o azul; Controle do DEPA: coloracdo azul; Controle do
acido acético: coloracdo amarela; Controle da acetamida: coloracao azul.

Analisando a tabela, pode-se concluir que a Pseudomonas putida e a Pseudomonas
fluorescens sdo positivas para nitrilase uma vez que a adi¢cdo do inibidor de amidase nao
interrompeu a formagdo do 4cido acético, resultando em ensaios de coloracdo amarela. A
Nocardia simplex € positiva para nitrila hidratases/amidases e ndo para nitrilases. Nos ensaios
sem inibidor de amidase houve formacao de dcido que poderia ser tanto produzida pela nitrila
hidratase/amidase quanto pela nitrilase. Porém com adi¢do de inibidor especifico para
amidase a formacao do dcido foi interrompida indicando a presenca de nitrila hidratases. Caso
houvesse nitrilases presentes elas ndo seriam inibidas no ensaio com inibidor de amidase e a
coloragdo amarela persistiria.

De posse das culturas microbianas recém isoladas e puras em maos e com o ensaio
enzimdtico colorimétrico devidamente validado submetemos os micro-organismos recém
isolados ao ensaio enzimdtico para detec¢do de nitrilases, nitrila hidratases e amidases. Os
resultados obtidos nos ensaios enzimdticos para deteccdo de nitrilase, nitrila hidratase e

amidase sdo apresentados na tabela 10.



Tabela 10. Ensaios enzimdticos para detec¢do de nitrilase, nitrila hidratase e amidase
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Nitrila hidratase 9 Amidase o
- & NH, )LOH
Nitrilase *
Cédigo do Micro- Controle Ensaio sem DEPA Ensaio com
organismo microbiano DEPA
UNP3 9 Azul Azul Azul
UNP3 10 Azul Azul Azul
UNP3 11 Azul Azul Azul
UNP3 12 (48h) Verde
UNP3 13 Azul Azul Azul
UNP3 14 (48h)
UNP3 15 (48h)
MANE 1 (48h)
MANE 2 Azul Azul Verde
MANE 3 (24h)
MANE 4 (48h)
MANE 5 (120h)
MANE 6 (24h)
MANE 7 Verde Verde Verde
MANM 1 Azul Azul Azul
MANM 2 Azul Azul Azul
MANM 3 (48h) Azul
MANM 4 Azul Azul Azul
MANM 5 (48h)
MANM 6 Azul Azul Azul
MANM 7 Azul Azul Azul

MANE 8 (24h)

MANE 9 (24h)

Controle da acetonitrila: coloracdo azul; Controle do DEPA: coloracao azul; Controle da

acetamida: coloragdo azul; Controle do dcido acético: coloracao amarela

Estes ensaios enzimdticos ndo foram realizados para os micro-organismos UNP3 1,

UNP3 2, UNP3 3, UNP3 4, UNP3 5, UNP3 6, UNP3 7 e UNP3 8 pois estes ndo

demonstraram crescimento quando realizado o processo de ativacdo dos mesmos. Isto se

deve, provavelmente , por terem sido isolados do solo da UNESP — RC sem nenhum tipo de

selecdo e aclimatacdo, e portanto ndo apresentaram nenhuma tolerancia a acetonitrila.

Analisando a tabela 7 pode-se concluir que o micro-organismo MANM 3 ¢€ positivo

para nitrilase, uma vez que os pogos do controle microbiano apresentaram coloragdo azul e os

dos dois ensaios amarela. Porém ndo € possivel concluir se ha presenga de nitrila hidratases
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ou ndo. Este experimento foi investigado por GC-FID subsequentemente e foram detectadas a
presenca tanto de dcido acético quanto de acetamida indicando a presenca dos dois sistemas
enzimaticos: nitrilases e nitrila hidratase/amidase. O micro-organismo UNP3 12 apresentou os
pocos de controle microbiano verde e os dos dois ensaios amarelos. Os micro-organismos
UNP3 14, UNP3 15, MANM 5, MANE 1, MANE 3, MANE 4, MANE 5, MANE 6, MANE 8
e MANE 9 apresentaram todos os pocos amarelos, inclusive o do controle microbiano. Uma
vez que os pocos de controle microbiano ficavam esverdeados/amarelados apenas depois de
um certo tempo de incubagdo, pode-se sugerir que o meio esteja mudando de cor devido a
volatilizacdo da acetonitrila seguida de sua condensacdo no pogo relativo ao controle
microbiano, contaminando os po¢os do controle ou a produ¢do de algum metabdlito dcido
pelos micro-organismos que € excretado para o meio. Desta forma o resultado ndo ¢é
conclusivo para estas culturas que ndo apresentaram o controle microbiano na cor esperada
(azul). As outras culturas demonstraram muito pouca ou nenhuma capacidade de degradacao

da acetonitrila e portanto foram eliminadas das etapadas subsequentes.
4.5. Ensaios de MIC - Concentracao Minima Inibitoria

O ensaio com MTT € um método colorimétrico utilizado para verificar a respiracao
celular e consequente viabilidade microbiana. Este método avalia a atividade metabdlica das
células através da reducdo metabdlica do MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetraz6lio) por enzimas mitocondriais que resulta na producdo de cristais de formazano,

intensamente coloridos (azul), no interior das células (Esquema 7 e Figura 5).

/O mitochondrial
/’:"_N reductase _NH
| N

N=N N

=N N
Br~ 3 / " f/

Y

MTT (Amarelo) Formazano (Azul)

Esquema 7. Reducao do MTT por redutases mitocondriais.
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Figura 5. Fotos dos ensaios de MIC. A: tempo = zero; B: Tempo = 60 minutos.

Portanto, através desta etapa € possivel analisar a resisténcia a acetonitrila das culturas
pré-selecionadas do ensaio enzimdtico com azul de bromotimol. Para tanto as culturas
microbianas foram submetidas a concentracdes crescentes de acetonitrila e, apds o tempo de
incubacdo, adicionou-se o MTT para revelar se ha a presenca ou auséncia de respiracao
mitocondrial. Deste modo foi possivel determinar a concentracio maxima de acetonitrila que
cada micro-organismo suporta. As microplacas foram montadas de forma a comportar a
avaliacdo em duplicata para 4 micro-organismos diferentes. Os pocos da coluna 1 sdo do
Controle microbiano, os da coluna 2 sdo do Controle Positivo 1, os da coluna 3 sido do
Controle positivo 2 e os das colunas 4 a 7 sdo os ensaios contendo diferentes concentracdes de

acetonitrila (D1 a D9). A tabela 11 mostra a configuracao da microplaca.

Tabela 11. Montagem da microplaca de 96 pogos para os ensaios de MIC.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

MO 1 MO 1| MO1|MO1 MO 1 MO1|MO 1/ MO 1 MO 1| MO 1| MO 1| MO 1
MO 1|MO 1| MO 1/ MO 1/ MO 1/ MO 1|MO 1/ MO 1| MO 1] MO 1| MO 2| MO 3
MO 2| MO 2| MO 2| MO 2| MO 2| MO 2| MO 2| MO 2| MO 2| MO 2| MO 2| MO 2
MO 2| MO 2| MO 2| MO 2| MO 2| MO 2| MO 2| MO 2| MO 2| MO 2| MO 2| MO 2
MO 3| MO 3| MO 3| MO 3| MO 3| MO 3| MO 3| MO 3| MO 3| MO 3| MO 3| MO 3
MO 3| MO 3| MO 3| MO 3| MO 3| MO 3| MO 3| MO 3| MO 3| MO 3| MO 3| MO 3
MO 4| MO 4| MO 4| MO 4| MO 4| MO 4| MO 6| MO 4| MO 4| MO 4| MO 4| MO 4
MO 4| MO 4| MO 4| MO 4| MO 4| MO 4| MO 6| MO 4| MO 4| MO 4| MO 4| MO 4

MO: Micro-organismo

==lallolcll-Mell-lie

As concentracdes de acetonitrila que foram analisadas podem ser observadas na tabela
12. A escolha dessas concentragdes foi em relac@o ao valor ja estabelecido de acetonitrila que
0s micro-organismos apresentam crescimento, que € o utilizado nas ativagdes. Este valor € de

0.5% v/v de ACN, calculando em partes por milhdo chegou-se a 5.090 ppm de acetonitrila.
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Deste modo foi necessario aumentar bastante a concentracao de acetonitrila para determinar o

MIC.

Tabela 12. Concentracdes de acetonitrila (ja estd considerado o volume final 200 puL) a partir
da solugdo estoque 783.000 ppm (PA).

oo~ Coluna na microplaca Concentracao de acetonitrila
Diluicao de 96

€ 96 pocos (ppm)
D1 4 391.500
D2 5 195.750
D3 6 97.875
D4 7 48.937
D5 8 24.468
D6 9 12.234
D7 10 6.117
D8 11 #.058
D9 12 1.529

Os resultados positivos obtidos no ensaios de MIC sdo apresentados na tabela 13.

Tabela 13. Ensaios de MIC.

Crescimento de Micro-organismos
) Codigo d? Controle Controle Controle c((_)}ll(.) T; d~e
Micro-organismo | OMEDE | 4o6i6v6 1 - | positivo 2 — | MIC (ppm) &40
microbiano cloranfenicol | nistatina (pogos com
ACN)

UNP3 12 Sim Nio Sim 195.750 2
UNP3 14 Sim Nio Sim 195.750 2
UNP3 15 Sim Nao Sim 195.750 2
MANM 3 Sim Nio Sim 109.894 1
MANM 5 Sim Sim Sim 109.894 1
MANE 1 Sim Nao Sim 109.894 1
MANE 3 Sim Sim Sim 195.750 4
MANE 4 Sim Sim Sim 195.750 4
MANE 5 Sim Nao Sim 109.894 1
MANE 6 Sim Nao Sim 109.894 1
MANE 8 Sim Sim Sim 195.750 4
MANE 9 Sim Sim Sim 195.750 4

Grau de coloragdo (respectivo a colorac@o do controle negativo): 1 (ligeiramente roxo) a 4
(roxo forte).

Neste ensaio foi utilizado, na primeira diluicdo do composto, a adi¢do de acetonitrila

PA. Nesta coluna ndo cresceu nenhum micro-organismo, porém logo na segunda dilui¢do
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(195.750 ppm) ja cresceram em grande quantidade. Isso demonstra que valores acima deste
sd0 toxicos demais para os micro-organismos analisados. Apesar de conseguirem utilizar
acetonitrila como fonte de N, chega um ponto que a toxicidade deste composto acaba por
inviabilizar as células dos micro-organismos.

Analisando a tabela 13 pode-se afirmar que estdo mais adaptados a concentragdes altas
de acetonitrila 0o MANE 3, MANE 4, MANE 8 e MANE 9. As altas resisténcias apresentadas
provavelmente se dd pela origem deles. Como foram coletados da amostra de raiz de
mandioca, estdo aclimatizados com altas concentra¢des de nitrilas.

Estes experimentos de MIC também forneceram pistas quanto a identidade dos micro-
organismos recém isolados e ainda ndo identificados: bactérias ou leveduras? Nos
experimentos foram utilizados dois controles positivos: um composto por cloranfenicol, um
composto com propriedades bactericidas e a nistatina, um composto com propriedades
antifungicas. Desta forma para os micro-organismos que cresceram apenas em cloranfenicol,
€ possivel inferir que se trata de uma levedura e para aqueles que cresceram apenas em
nistatina hd grande chance de serem bactérias. Analisando a tabela é possivel inferir que as
culturas UNP3 12, UNP3 14, UNP3 15, MANM 3, MANE 1, MANE 5 e MANE 6 sdo de
bactérias, uma vez que ndo cresceram em cloranfenicol. As outras culturas apresentaram
crescimento nos dois, portanto nao € possivel inferir sua classificagdo. Posteriormente, serdo
realizados testes filogenéticosmais e por espectrometria de massas para a para identificacdo
completa e inequivoca dessas culturas.

Para escolher o micro-organismo mais eficiente e que seria utilizado nas etapas
seguintes desta investigacdo levou-se em consideracio todos os dados obtidos até o0 momento.
Através da andlise do os dados o MANE 4 foi eliminado, pois apenas apds 48h que seus
pocos do ensaio enzimdtico com azul de bromotimol ficaram amarelos. As outras culturas
selecionadas (MANE 3, MANE 8 e MANE 9) apresentaram mudanga na coloragdo em apenas
24h. Analisando outros aspectos para essas trés culturas (crescimento, MIC), percebeu-se que
todas apresentam caracteristicas muito semelhantes. Desta forma foi realizada uma escolha
aleatéria de uma das trés e as duas que sobraram ficam para ser usadas em estudos
posteriores. A cultura escolhida foi a MANE 8. Esta deve ser a que prosseguird com 0s

procedimentos subsequentes.



41

4.6. Avaliacao da influéncia do pH e fonte de C na biodegradacio da ACN

O micro-organismo pré-selecionado nos ensaios de selecdo e triagem foi cultivado em
erlenmeyers contendo meio liquido adequado e mantidos sob agitacdo orbital onde os
parametros pH e fonte de C foram avaliados paralelamente frente ao consumo de acetonitrila.
Para avaliar o pH ideal para a degradac@o da acetonitrila foi selecionado um pH dacido (5.8),
um neutro (7.2) e um basico (8.0).

Sabe-se que este micro-organismo utiliza a acetonitrila como fonte de N, uma vez que
no seu isolamento esta era a tunica fonte. Nesta etapa foi testado se o micro-organismo
consegue utilizar a acetonitrila como fonte de carbono também. Esse procedimento consiste
na simples retirada da glicose na composicio do meio MM2 e observacdo se o micro-
organismo continua com suas atividades metabdlicas (degradacdo da ACN). Uma vez que o
carbono € um elemento necessdrio para a biossintese de diversos constituintes celulares
(carboidratos, proteinas, lipideos, dcidos nucléicos), se 0 micro-organismo nao conseguir
utilizd-lo a partir da acetonitrila, cessard suas atividades enzimaticas. Isto resultard em um

meio com alta concentragdo de acetonitrila.

Os resultados dos ensaios, analisados em GC-FID, se encontram na tabela 14.

Tabela 14. Resultados da investigacao da influéncia do pH e fonte de carbono na
biodegradagdo de acetonitrila (porcentagem de composto detectada por GC-FID).

pH
5.8 7.2 8.0

c| g| ACN-0% ACN-0% | ACN-355%
S| S| ACA-564% | ACA-548% | ACA-36%
E0| AA-436% | AA-452% | AA-285%
o
Q| =
T E| ACN-154% | ACN-966% | ACN-97,6%
E|E| ACA-465% | ACA-26% | ACA-15%
S| 8| AA-381% AA - 1,8% AA-0,9%

<

ACN: Acetonitrila; ACA: Acetamida; AA: Acido Acético

No geral os ensaios contendo glicose como fonte de C e acetonitrila como fonte de N
apresentaram melhores resultados do que os contendo acetonitrila como fonte de C e N. Isto
pode ser observado na tabela 14 pela quantidade restante de ACN e producdo de ACA e AA.

Em todos os pH’s amostrados houve maior producdo de ACA e AA no meio com glicose.
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Provavelmente isto se deve a ativacdo desse micro-organismo ter sido realizada em meio
contendo glicose e acetonitrila. Portanto o maquindrio enzimédtico deste estd melhor adapatado
a funcionar utilizando a glicose como fonte de C ao invés da acetonitrila, sendo a acetonitrila
utilizada apenas como fonte de N.

De todos os ensaios contendo ACN como unica fonte de carbono e nitrogénio, apenas
em pH 5.8 foi observado a degradacdo da acetonitrila pelo micro-organismo. Em pH 7.2 € 8.0
nio houve praticamente nenhuma degradacio, visto que restou no meio 96,6% e 97,6% de
ACN, respectivamente. A degradagdo apresentada em pH 5.8 sem glicose foi maior do que a
apresentada em pH 8.0 com glicose, restando no meio 154% e 35,5% de ACN,
respectivamente. Isto mostra que as enzimas para utilizagdo de acetonitrila como fonte de
carbono devem funcionar melhor em pH 4cido. Necessita-se mais estudos para comprovar
esta hipotese.

Analisando a tabela 14 percebe-se que a degradacido da ACN foi bastante menor no pH
8.0, foi o unico, de todos os ensaios com glicose, que ndo apresentou consumo completo desta
no meio (35,5 % de acetonitrila remanescente). Nos ensaios em pH, 5.8 e 7.2, houve total
degradacdo da ACN e producio de quantidades praticamente iguais de ACA (56,4% e 54,8%
respectivamente) e de AA (43,6% e 45,2%). Neste caso, com as informacdes obtidas até o
momento, € dificil definir qual das duas condicdes € a melhor, para isso € preciso mais
estudos. Para tanto pode-se comecar tentando diferentes formas de ativagdo do micro-
organismo antes do ensaio e deixar um periodo maior de tempo de reacdo, uma vez que neste
estudo foi de 24h, deixar 48h ou 72h. Deste modo € possivel analisar se a ACA é consumida,
havendo maior producdo de AA ou se a reacdo pdra.

Dos dados obtidos € possivel afimar, através da andlise da tabela 14, que a cultura
MANE 8 tem melhor atividade de biodegracdo de acetonitrila com glicose como fonte de C e
acetonitrila como fonte de N e pH 5.8 ou 7.2. Na literatura foram encontrados valores
parecidos de pH ideal para a degradacdo da acetonitrila (de 6.0 a 7.5) e queda brusca na
degradacdo da mesma em pH acima deste valor (LI et al, 2007, SANTOSHKUMAR et al,
2010; BANERIJEE et al, 2003; FENG et al, 2009).
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5. CONCLUSAO

Em média, sdo gerados 72 L de residuos contendo acetonitrila por ano pelo IB-
UNESP-RC. Este ¢ um valor alto e que tende a aumentar nos proximos anos, tornando
interessante o desenvolvimento de metodologias sustentdveis e ambientalmente amigdveis
para o tratamento adequado para estes residuos e ainda, que possam ser conduzidos no
Laboratério de Residuos Quimicos do IB tornando esta Unidade autossuficiente no que se
refere ao manejo de seus residuos contendo acetonitrila.

No presente estudo foi comprovada a importincia escolha para a fonte de coleta de
micro-organismos, uma vez que os melhores resultados foram observados para as culturas
isoladas que ja haviam sido aclimatizadas a concentragdes altas de compostos nitrilados (da
amostra de mandioca). Os ensaios enzimaticos com azul de bromotimol sdo eficazes e devem
ser realizados nas etapas iniciais da investigacdo pois reduz o numero de reagdes a serem
realizadas posteriormente, porém geram dados qualitativos, sendo necessario quantifica-los
através de outras metodologias, como a Cromatografia Gasosa. As selecdes e triagens
realizadas demonstraram grande sucesso visto a alta taxa de sobrevivéncia dos micro-
organismos selecionados a altissimas concentracoes de ACN. Dos 31 micro-organismos
isolados foram selecionados 3 candidatos altamente promissores. Destes um foi escolhido
(MANE 8), aleatoriamente, para a avaliagdo das condi¢des ideais do meio para a
implementacdo de um processo de biodegradacdo e ainda permanecem outras duas culturas
para serem utilizadas em estudos posteriores. Com a cultura MANE 8 verificou-se que as

melhores condi¢des reacionais sdo a utiliza¢do de glicose como fonte de C e pH 5.8 ou 7.2.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Questiondrio sobre a utilizagdo de ACN e producdo de residuos contendo a mesma.

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA .-
“JULIO DE MESQUITA FILHO” sl
unes p INSTITUTO DE BIOCIENCIAS - DEPARTAMENTO ' SR

DE BIOQUIMICA E MICROBIOLOGIA - RIO CLARO

TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO (TCC)
Nome do aluno: Lucas de Freitas Coli Rocco RA- 101010637
Curso: Ciéncias Biologicas - Integral

Orientadora: Cintia Duarte de Freitas Milagre

Question:ario

Laboratorio:

Docente Responsavel:

Entrevistado:

1) Seu grupo de pesquisa utiliza acetonitrila (CH3CN), também conhecida como cianeto de
metila, cianometano ou etanometila? Se sim, para quais processos?

R:

2) Qual a quantidade de acetonitrila utilizada?

R

3) Qual a quantidade de residuos contendo acetonitrila gerados?

R

4) Como este residuo € armazenado?

R-

3) Que tipo de tratamento este residuo recebe?

R
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