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Introducao

Os plasticos sintéticos sdo materiais utilizados
em diversas atividades humanas e, ao serem
descartados no meio ambiente, causam
preocupagdo por serem recalcitrantes e
acumularem-se no ambiente. A pesquisa de
materiais ecoldgicos para substituir os plasticos
convencionais, tém gerado diferentes plasticos
biodegradaveis, quer por incorporagéo de polimeros
naturais nos convencionais, por sintese quimica, por
isolamento e extracdo a partir de seres vivos dos
diferentes ecossistemas, ou por fermentacéo
microbiana. Dentre esses materiais, destacam-se 0s
polihidroxialcanoatos (PHA’s) 100% biodegradaveis
e sintetizados por bactérias e armazenados em
suas inclusdes citoplasmaticas.

Usualmente, a deteccdo de bactérias produtoras
de PHA’s ocorre pela coloragdo do gréanulo por
corantes lipofilicos como o Preto de Sudao (2,2-
dimetil-1,3-dihidroperimidin-6-il)-(4-fenilazo-1-naftil)
diazeno). Este trabalho visou comparar duas
metodologias de coloracdo com Preto de Sud&o
para selecionar bactérias produtoras de PHA'’s.

Resultados e Discussao

Da bacterioteca do Laboratério de Bioquimica do
Parasitismo e Microbiologia Ambiental (LBPMA-
UFAL), foram selecionados 22 microrganismos
oriundos de diferentes tipos de solo ou lodo de
lagoas de tratamento de efluentes agricolas,
capazes de crescer em meio liquido minimo
contendo glicose como Unica fonte de carbono.
Como apenas o crescimento (turbidez) nesse meio
ndo é suficiente para comprovar a sintese de PHAs,
comparou-se dois métodos utilizando coloragdo com
Preto de Sudao (Figura 1): a reacdo macroscopica’
da coldnias das bactérias em culturas soélidas,
conferindo cor negro azulada, e a reacao
microscépica? de esfregacos de células.
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Figura 1. Estrutura do Preto de Sud&o.
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Para isso, as bactérias foram cultivadas em agar
nutriente por 24 h a 28+2°C, e, entdo, inoculadas
em meio minimo sélido, limitado em nitrogénio, a fim
de favorecer a producdo dos PHAs. Apés 72 h de
incubacdo a 25+2°C, procedeu-se os dois tipos de
coloracédo e observou-se o resultado diretamente ou
sob microscopia Optica (aumento 1600 X)

Na metodologia macroscépica, 10 isolados
apresentaram resultado positivo em relacdo a
producdo do bioplastico (Figura 2A), e destes,
apenas 5 apresentaram resultado positivo para
PHAs na coloracdo microscopica (Figura 2B)..
Alguns autores ja reportaram inconsisténcia de
resultados quando os microrganismos sdo corados

com preto de Sudao e outros corantest.
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Figura 2. A) Avaliacdo macroscopica do acimulo de
PHAs-Preto de Sudéo (a seta indica a colbnia de
Cupriavidus  necator, controle positivo do
experimento). B) Detec¢cdo microscopica dos
granulos (setas) de PHA do isolado bacteriano D6.2
corados com Preto de Sud&o, e contracorados com
Safranina (aumento de 1000X, objetiva de imersao).

Conclusoes

e Dentre as 22 bactérias testadas, 5 responderam
positivamente aos dois testes de selecdo de
produtocdo de PHAs, de modo que estas serédo
submetidas ao processo de sintese, extragdo,
purificacéo e identificagdo dessas substancias.

¢ N&o é conveniente que se utilize apenas uma das
metodologias de coloragéo com o Preto de Sudéao,
visto que ambas apresentam respostas
cumulativas, podendo ser ou ndo detectadas.
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