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RESUMO

Véarios microrganismos possuem a capacidade de produzir biossurfactantes e de
degradar hidrocarbonetos do petréleo, os quais podem ser utilizados em estratégias de
biorremediagdo para recuperacdo de ambientes poluidos pelo petrdleo e seus derivados. No
presente trabalho objetivou-se avaliar a produgéo de biossurfactantes e potencial de degradacéo
do o6leo diesel por bactérias, bem como a dindmica de crescimento de bactérias introduzidas em
agua do mar e no solo com adicdo do dleo diesel em condicGes laboratoriais (experimento
microcosmo). A analise filogenética dos isolados foi realizada com base de sequencias de RNAr
16S. A capacidade de producdo de biossurfactantes foi analisada através dos testes de
emulsificacdo do 6leo diesel, hemolise e teste de producdo de ramnolipideos no meio com
brometo de cetiltrimeltilaménio (CTAB) e azul de metileno. A presenca do gene rhlAB,
envolvido na sintese de ramnolipideos e do gene alkB, envolvido na degradacéo de alcanos do
6leo diesel foi avaliada pela Reagdo de Polimerase em Cadeia (PCR). Os experimentos
microcosmo foram realizados utilizando solo e agua do mar com adicao do 6leo diesel. Analise
filogenética de dez isolados de bactérias revelou que cinco isolados pertenceram ao género
Bacillus e cinco ao género Pseudomonas. A emulsificacdo do 6leo diesel foi observada em
quatro isolados no meio de Bushnell e Haas e no caldo nutriente. Todos os isolados
apresentaram atividade hemolitica e oito isolados produziram ramnolipideos em meio com
CTAB e azul de metileno. O gene rhlAB foi detectado em quatro isolados, todos pertencentes
ao género Pseudomonas, e gene alkB em nove isolados. Os resultados do experimento
microcosmo mostraram que os dois isolados de P. aeruginosa introduzidos no solo e na dgua
do mar contendo 1% de 6leo diesel apresentaram aumento de densidade a partir do quinto dia
de incubacdo indicando que a presenca de 6leo diesel estimulou o crescimento das bactérias
testadas. Os isolados de bactérias analisados neste estudo exibiram potencial de aplicacdo em

processos de biorremediacdo de ambientes contaminados por petroleo.

Palavras-chave: Biossurfactantes. Bactérias. Oleo diesel. Microcosmo.



PRODUCTION OF BIOSURFACTANTS AND DEGRADATION OF DIESEL OIL BY
BACTERIA ISOLATED FROM ENVIRONMENTS CONTAMINATED BY
PETROLEUM

ABSTRACT

Several microorganisms have the capacity to produce biosurfactants and to degrade
petroleum hydrocarbons, which can be used in the bioremediation strategies for the recovery of
environments polluted by petroleum and its derivatives. The present work aimed to evaluate
the potential of biosurfactants production and degradation of diesel oil by bacteria isolates, as
well as to evaluate the growth dynamics of bacteria introduced into seawater and soil with
addition of diesel oil in laboratory conditions (microcosm experiment). Phylogenetic analysis
of the isolates was performed on the basis of 16S rRNA sequences. The biosurfactant
production capacity was analyzed by diesel oil emulsification, hemolysis and rhamnolipid
production tests on the medium with cetyltrimethyl ammonium bromide (CTAB) and
methylene blue. The presence of the genes rhlAB, involved in the synthesis of rhamnolipids and
alkB, involved in the degradation of alkanes of diesel oil was evaluated by Polymerase Chain
Reaction (PCR). The microcosm experiments were carried out using soil and seawater
contaminated by diesel oil. Phylogenetic analysis of ten isolates of bacteria revealed that five
isolates belonged to the genus Bacillus and five to the genus Pseudomonas. Emulsification of
diesel oil was observed in four isolates in the Bushnell and Haas medium and in the nutrient
broth. All isolates showed hemolytic activity and eight isolates produced rhamnolipids in
medium with CTAB and methylene blue. The rhlAB gene was detected in four isolates, all
belonging to the genus Pseudomonas, and the alkB gene in nine isolates. The results of the
microcosm experiment with two isolates of P. aeruginosa introduced into soil and seawater
containing 1% of diesel oil showed that their density increased from the fifth day of incubation
indicating that the presence of diesel oil stimulated the growth of bacteria tested. The bacterial
isolates analyzed in this study showed potential of application in bioremediation processes of

environments contaminated by petroleum.

Keywords: Biosurfactants. Bacteria. Diesel oil. Microcosm.
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1 INTRODUCAO

1.1 O PETROLEO E A PROBLEMATICA AMBIENTAL

O petroleo é um residuo fossil formado por uma mistura complexa de hidrocarbonetos,
sua composicdo difere em funcdo da localizacdo geogréfica e das condices fisicas, quimicas e
bioldgicas que o originaram. O petréleo é um composto oleoso, inflamavel, menos denso que a
agua, com cor variando entre negro e castanho escuro e odor caracteristico (TONINI;
REZENDE; GRAVITOL, 2010). Atualmente é o petrleo uma das principais fontes energéticas
no Brasil, com grande importancia econdmica, estima-se que 37,3% da energia consumida no
Brasil seja proveniente do petroleo e de seus derivados (BRASIL, 2014). Mundialmente o
consumo de petrdleo corresponde a 32,9% do consumo energético mundial sendo a América
do Norte e a Europa os maiores consumidores (BRITISH PETROLEUM, 2014). Apesar da
grande importancia dessa fonte de energia a mesma tem sido motivo de grande preocupacao
mundial ja que contaminacGes ambientais ocasionadas principalmente por acidentes com
consequente derramamento de petréleo e seus derivados sdo responsaveis por causar danos ao
meio ambiente e a salde humana. Os acidentes ambientais envolvendo o petr6leo e seus
derivados ndo sdo de ocorréncia rara e ttm grande potencial desastroso do ponto de vista
ambiental, tais acidentes podem ser provenientes de inimeras causas € podem ocorrer durante
a exploracdo, o refino, o transporte ou armazenamento do petroleo e seus derivados.

Os hidrocarbonetos de petroleo sdo considerados os contaminantes principais do meio
ambiente (MEDAURA; ERCOLI, 2008; PASSOS et al., 2009; TYAGI; FONSECA;
CARVALHO, 2011; SILVA et al., 2015), tal contaminacdo ocasiona invariavelmente grandes
prejuizos aos seres vivos expostos a tais produtos e consequentemente desiquilibrio ambiental,
contaminagdo de ambientes terrestres, marinhos além de aguas subterréneas e ar atmosférico
(SOUZA; PERES; MORAES, 2008).

Ha evidéncias de que os hidrocarbonetos do petroleo e seus derivados sdo capazes de
causar cancer em peixes e moluscos, e podem ser toxicos e potencialmente carcinogénicos ao
homem (VUORINEN et al., 2006). Os efeitos toxicos do petroleo e seus derivados podem afetar
0 crescimento, a reproducéo, a respiracao e o comportamento das espécies existentes em locais
contaminados por petroleo, com consequente reducdo da biodiversidade (VUORINEN et al.,
2006).

A Figura 1 mostra os principais eventos que ocasionam derramamentos de 6leos que

ocorrem em ambientes terrestres, porém muitos acidentes afetam também os ambientes
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marinhos e refletem-se diretamente sobre os ecossistemas costeiros préximos ao local do
acidente evidenciando assim a urgéncia em minimizar os efeitos causados por esse tipo de

contaminacéo.

Figura 1 — Principais causas de derramamento de 6leo no ambiente
terrestre.

8%
7% Falhas

Fonte: Frena (2011).

Por diversos anos, principalmente em 1980 os acidentes envolvendo o derramamento
de petréleo eram muito comuns, e responsaveis por grandes prejuizos para 0 meio ambiente e
para a economia, visando minimizar esses acidentes foram criadas medidas como leis e
decretos, no Brasil atualmente vigoram legislacbes especiais que visam a diminuicdo desses
acidentes, como a Prevencdo da poluicdo origem terrestre: Portaria do Ministério dos
Transportes N° 124/80; a Politica Nacional de Meio Ambiente: Lei Federal N°6.938/81, e a Lei
de Seguranca do Trafego Aquaviario (LESTA): Lei Federal N° 9.537/97.

Entre os paises também existem convencdes internacionais que buscam a diminui¢do
dos acidentes como a CLC 69 — Convencéo Internacional sobre a Responsabilidade Civil de
Danos Causados por Poluicdo por Oleo: Dec. Federal N° 83.540/79; a ISM Code — Codigo
Seguranca Maritima — Portaria N° 046/96 da Diretoria e Portos e Costas (DPC) do Ministério
da Marinha; e a MARPOL 73/78 — “Marine Pollution” — Convencédo internacional para
prevencdo da poluicdo causada por navios: Dec. Executivo N° 2.508/98.

Muitos eventos de acidentes envolvendo o petréleo e seus derivados sdo relatados,
pequenos e médios vazamentos correspondem a 95% de todos os incidentes registrados, dentre
0s quais, 40% e 29% corresponde, respectivamente, a ocorréncias durante operagdes de carga
e descarga que normalmente acontecem em portos e terminais de 6leo (ITOPF, 2015).

Os relatorios da base de dados The International Tanker Owners Pollution Federation

Limited (ITOPF, 2015) indicam que vazamentos superiores a 700 t de petroleo, sdo
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responsaveis por 5% dos eventos registrados, como exemplo de acidente de grandes proporgdes
tem-se o ocorrido em 1989 com o petroleiro Exxon Valdez que encalhou no Alasca derramando
uma estimativa 11 milhdes de galdes (42 milhdes de litros) de petroleo bruto que se espalhou
rapidamente devido a correntes de maré e ventos (ATLAS, 1995).

No ano de 2010 ocorreu o desastre ocasionado pela explosdo da plataforma da
Deepwater Horizon (British Petroleum) no Golfo do México, esse acidente resultou no
vazamento de mais de 779 milhdes de litros de petréleo, a cerca de 1,6 Km de profundidade,
gerou uma mancha de 6leo que contaminou cerca de 6.500 Km? e poluiu as regides litoraneas
de seis estados norte-americanos (ATLAS e HAZEN, 2011), nesse acidente 11 funcionarios
perderam a vida.

No Brasil ocorreu, entre outros, o vazamento de trés milhdes de litros em Bertioga —
SP em 1983, 2,8 milhdes de litros nos manguezais da Baia de Guanabara em 1997 (CETESB,
2007), em janeiro de 2000, novamente na Baia de Guanabara um rompimento do oleoduto
resultou no vazamento de cerca de 1,300 milhGes de litros de éleo e em uma mancha que se
espalhou por 40 Km? (AMBIENTES BRASIL, 2016), no mesmo ano no Parana 4 milhdes de
litros forma derramados nos rios rio Barigui e Iguacu (CETESB, 2007). Em marco de 2001, na
Bacia de Campos em Macaé, Rio de Janeiro um acidente ocorrido em uma plataforma resultou
no vazamento de 1,2 milhdo de litros de 6leo diesel e 350 mil litros de petréleo para o oceano
(ANP, 2016). Em 2011 ocorreu o vazamento de 588 mil litros de 6leo no mar, na Bacia de
Campos, Rio de Janeiro e resultou em uma mancha de éleo com 18 quilémetros de extenséo
(CABRAL; TEIXEIRA, 2012).

Devido, portanto, a grande importancia mundial dessa fonte de energia proveniente do
petréleo e da ocorréncia desastrosa de acidentes envolvendo principalmente o derramamento
ou vazamento de 6leo, em ambientes terrestres ou aquaticos, esforgos tém sido feitos com o
intuito de encontrar alternativas eficazes para recuperagéo dos ambientes afetados.

O petroleo quimicamente é uma combinacdo complexa de hidrocarbonetos contendo
aproximadamente 82% de carbono e 12% de hidrogénio, podendo conter também quantidades
pequenas de nitrogénio (aproximadamente 4%), oxigénio (1%), compostos de enxofre, ions
metalicos (0,5%), algumas amostras podem conter também cerca de 5% de sais (ANP, 2016).

Na Figura 2 sd@o mostrados exemplos de hidrocarbonetos presentes no petroleo e suas

respectivas estruturas quimicas. (FRENA 2011).



Figura 2 — Alguns hidrocarbonetos do petrdleo.

Grupos Sub-grupos Exemplos
Saturados Alcanos Butano
Hexano
Cicloalcanos Ciclo hexano O
Tetrahidronaftaleno (Ij
Ceras Alcanos de cadeia longa
Aromaticos BTEX Benzeno @
Tolueno
PAH Maftaleno
Fenantreno ©©©
Componentes Resinas Tidis -SH
polares
Decanomercaptano s~~~ SH
Asfaltenos Estruturas ndo conhecidas com grande
quantidade de compostos polares

Fonte: Frena (2011).
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Os produtos derivados do petréleo consistem principalmente em 6leo diesel (46,3%),

gasolina (25,2%), 6leo combustivel (13,5%), produtos ndo energéticos (16%), gas (9,3%) e

outros produtos energéticos (5,7%) como é possivel observar no grafico da Figura 3. O éleo

diesel contém de 08 a 16 carbonos, € um combustivel usado principalmente em transporte

rodoviario e aquaviario, em motores do ciclo diesel, além de ser utilizado também em

termoelétricas e para aquecimento (ANP, 2016).
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Figura 3 - Principais derivados do petréleo.

GASOLINA A 25,2% OLEO COMBUSTIVEL 13,5%

GLP' 9,3%

PRODUCAQ TOTAL DE
DERIVADOS ENERGETICOS

Qav*5,3%

106,718 MILHOES M3
OUTROS* 0,4%

OLEO DIESEL 46,3%

Fonte: ANP (2016).

Os componentes do Oleo diesel sdo hidrocarbonetos de cadeias simples, nao
ramificadas, olefinas e com pequenas concentragcdes de componentes policiclicos arométicos
(BAKER; HERSON, 1994). O 6leo diesel tem como caracteristicas ser um composto liquido,
viscoso, inflamavel, extremamente insoltvel, com odor caracteristico e meia vida considerada
persistente. Em caso de derramamento esse combustivel ndo pode ser removido sem que haja
uma efetiva intervencdo de limpeza, pois, podem permanecer nos costdes, estruturas,
sedimentos de praias ou manguezais, entre outros locais, de seis a sete dias, até varios anos,

dependendo da quantidade de volume vazado.

1.2 BIODEGRADACAO DE HIDROCARBONETOS DO PETROLEO

Véarios microrganismos possuem  capacidade enzimatica para degradar
hidrocarbonetos provenientes do petroleo e usa-los como fonte de carbono e energia para o
crescimento (THAPA; AJAY KUMAR; GHIMIRE, 2012). A maioria dos microrganismos com
capacidade de degradar hidrocarbonetos é anaerdbica, porém alguns microrganismos com essa
capacidade sdo aerdbios e utilizam os hidrocarbonetos como fonte de carbono para o seu
metabolismo. Com essa agdo auxiliam o processo de recuperacdo de &reas que foram
contaminadas pelo petroleo ou seus derivados. As bactérias anaerdbias usam aceptores de
elétrons como nitrato, ferro ou sulfato, mas o rendimento energeético para essas bactérias €
menor que o oxigénio usado como aceptor de elétrons por bactérias aerobicas. A degradacdo

realizada por microrganismos aerobicos é mais rapida, pois, tem a vantagem metabodlica de
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contar com o oxigénio (O2) como aceptor de elétrons (MELO; AZEVEDO, 2008; CAO et al.,
2012).

A Figura 4 mostra as etapas do processo de degradacdo aerdbica de hidrocarbonetos
de petroleo, que inicialmente depende de reacfes enzimaticas de ativacdo e incorporacao de
oxigénio, catalisadas por oxigenases, ocorrem reacoes de degradacao por vias periféricas que
convertem o material organico em compostos intermediérios por varias vias metabolicas
(MONTAGNOLLLI; LOPES; BIDOIA, 2015).

Figura 4 — Processo de degradacao aerdbica de hidrocarbonetos do petréleo.

Hidrocarboneto

/ > o
Ataque inicial por oxigenases

Degradagao por vias
periféricas

l

o))
C‘A

Intermediarios ©6

) do ciclo TCA
POqS_\ C v
S042- \ Capmm N}\fc‘)’
Fe3+ \\ Respiragédo
\\ Biossintese \HZO

@sssa celular j

Crescimento

Fonte: Das e Chandran (2011).

O menor rendimento energético por bactérias anaerobias resulta em menor degradagéo
e, portanto, € necessario um periodo de tempo mais longo para a degradacdo (THAPA; AJAY
KUMAR; GHIMIRE, 2012).

A via mais conhecida de biodegradacdo dos hidrocarbonetos do petréleo envolve trés
principais enzimas que sao: alcano hidroxilase (alkB), rubredoxina (alkG) e rubredoxina
redutase (alkT) (OLIVEIRA et al., 2012; LUO et al., 2014).

No processo de biodegradagéo por essas enzimas inicialmente a enzima alkT transfere
elétrons do cofator NADH para a alkG e esse elétron é transferido para a enzima alkB que
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catalisa a oxidacao do alcano com um atomo de oxigénio derivado de uma molécula de oxigénio
molecular (O2). O alcano é convertido em um alcool e a segunda molécula de oxigénio reduzida
a Ho0 através dos elétrons transferidos do NADH pelas enzimas alkG e alkT (Figura 5) (ROJO,
2009). A alkB é portanto uma proteina que potencializa a reacdo de hidroxilacdo, essa enzima
é codificada pelo gene alkB (OLIVEIRA et al., 2012).

Figura 5 — Etapas bioquimicas do processo de biodegradacao.

0,
R-CH, Rubredoxina Redutase NADH
Flﬁ* (FLD)
R-CH, OH Ruhlredoxina Redlutase NAD~
Fod (FADH,)
H,0
Resumo da reagdo: R-CHs + NADH + Oz — R-CHz0H + NAD" + H,0

Fonte: Rojo (2009).

O enzima alkB ja foi detectado em diversos microrganismos provenientes de
ambientes contaminados por derivados de petrdleo, sendo que no género Pseudomonas esse
gene é comumente encontrado (SMITS et al., 2002). Muitos microrganismos contém varios
conjuntos de sistemas de biodegradacdo de alcanos, sendo cada um deles ativo para um tipo
especifico de alcano ou sendo expressos em condicOes fisiologicas especificas (ROJO, 2009;
AUSTIN; GROVES, 2011). A expressdo dos genes da via de degradacdo de alcanos é
frequentemente regulada por complexos que asseguram que 0S genes Serdo expressos apenas
nas condicdes apropriadas ou na auséncia de outros compostos preferidos (ROJO, 2009).

As populagbes de microrganismos que possuem a capacidade de degradar
hidrocarbonetos normalmente constituem menos de 1% do total da comunidade microbiana, no
entanto, quando poluentes estéo presentes a populacdo desses microrganismos com capacidade
de degradacdo aumenta para em torno de 10% da comunidade (ATLAS, 1995). A eficiéncia do
processo de degradacdo depende de muitos fatores fisicos, quimicos e bioldgicos como a
biomassa microbiana, diversidade populacional, atividades enzimaticas, caracteristicas fisico-
quimicas do substrato, bem como a estrutura molecular do poluente e sua concentragdo
(TONINI; REZENDE; GRAVITOL, 2010; RODRIGUES, 2014).
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A nutricdo também é um fator determinante na degradacdo do petroleo e seus
derivados, os microrganismos com capacidade de biodegradacdo requerem fontes suficientes
de carbono, nitrogénio, fosforo alem de microelementos (enxofre, ferro, magnésio, calcio, sédio
e outros) (ATLAS, 1995).

A biodegradacédo do 6leo por ser bioguimicamente complexa é otimizada com a agéo
de consorcios microbianos que se constituem em populacdes heterogéneas de bactérias com
metabolismos variados. O consorcio tem sido amplamente utilizados, pois sdo mais eficazes do
que as culturas puras, ja que permitem a ocorréncia da co-metabolizacdo em que alguns
microrganismos se encarregam do ataque inicial aos constituintes da fonte oleosa, produzindo
compostos intermediarios que sdo, subsequentemente, assimilados por outras espécies
microbianas (WASZAK et al., 2015). Muitas bactérias podem degradar os produtos petroliferos
como Pseudomonas, Aeromonas, Moraxella, Beijerinckia, Flavobacterium, Nocardia,
Corynebacterium, Acinetobacter, Mycobacteria, Streptomyces, Bacillus, Arthrobacter,
Aeromonas, Cyanobacteria e outras (THAPA; AJAY KUMAR; GHIMERE, 2012).

As taxas de degradacdo dos diversos compostos que sdo metabolizados dependem de
varios fatores como, densidade do 6leo e concentracdo dos hidrocarbonetos, sua dispersdo e
emulsificacdo, nimero de microrganismos presentes ou quantidade de enzimas especificas que
podem aumentar ou diminuir a velocidade da biodegradacdo do contaminante. Quanto maior o
namero de anéis, maior é a estabilidade quimica e a hidrofobicidade da molécula de
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, tornando-o menos susceptivel a biodegradacédo
(TONINI; REZENDE; GRAVITOL, 2010).

Moléculas que possuem dois ou mais aneis aroméaticos condensados ou ramificagdes
sdo mais dificeis de serem degradadas e uma menor variedade de microrganismos possui
capacidade de degradar esses hidrocarbonetos (WILSON e JONES, 1993; RODRIGUES,
2014).

Hidrocarbonetos aroméaticos como benzeno, tolueno e xileno sdo compostos por anéis
benzénicos, dotados de seis atomos de carbono ligados entre si por valéncias simples e duplas
alternadas, sao relativamente sollveis em agua e altamente tdxicos, podem ser degradados com
facilidade por microrganismos ambientais (CURY, 2002; RODRIGUES, 2014).

Uma entre as estratégias de estudos que pode ser utilizada para verificar o potencial de
degradacdo de hidrocarbonetos é a técnica de microcosmo. Microcosmos sdo experimentos
feitos em laboratério que tem como objetivo reproduzir as condigdes reais encontradas na
natureza (BISINOTI; JARDIM, 2003).
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Os testes com microcosmos incluem tratamentos estéreis como controle para separar
os efeitos abiodticos da perda de hidrocarbonetos da biodegradagdo real (LIMA et al., 2011).
Embora os microcosmos ndo representem a complexidade presente na natureza em sua
totalidade, sdo ferramentas efetivas, rapidas e relativamente econdmicas para a amostragem e
identificacdo do efeito que compostos quimicos venham a ter na natureza (KIRK; DYER; NOE,
1991). Resultados bem préximos do meio ambiente real sdo esperados com a utilizagdo de
microcosmos (SINGH, 2006).

Para realizacdo de estudos com a técnica de microcosmo deve-se levar em conta fatores
ambientais que afetem a utilizacdo de hidrocarbonetos do petréleo pelos microrganismos como
a disponibilidade adequada de agua, a concentracdo de oxigénio dissolvido, os tipos de solo,
entre outros (WETLER-TONINI; REZENDE; GRAVITOL, 2014). A partir dessa técnica é
possivel realizar a analise dindmica de bactérias ativas na degradacdo de hidrocarbonetos. Os
testes com microcosmos utilizados para avaliar o potencial de biodegradagdo também podem
ser usados no desenvolvimento de modelos para prever o destino de hidrocarbonetos (SINGH,
2006). Entre as vantagens da utilizacdo desse método esta o fato de que a taxa de degradacéo e
produtos metabdlicos produzidos podem ser monitorados (ANDRADE; AUGUSTO; FONTES
JARDIM, 2010).

1.3 BIOSSURFACTANTES

1.3.1 Aspectos Gerais dos Biossurfactantes

Surfactantes s@o importantes produtos quimicos utilizados pela industria em varios
setores, consistem-se em moléculas anfipaticas, estaveis que tem tanto porcfes hidrofilicas
quanto por¢des hidrofobicas, tem a capacidade de diminuir a tensdo superficial e uma alta
capacidade de emulsificacdo. A emulsificacdo é a capacidade de promover a dispersao de um
liquido em outro, formando emulsdes.

A grande maioria dos surfactantes sdo derivados do petroleo, ndo sdo biodegradaveis,
afetam as propriedades fisico-quimicas e bioldgicas dos solos e sdo potencialmente toxicos ao
meio ambiente (ANDRADE; AUGUSTO; FONTES JARDIM, 2010). Os surfactantes
sintéticos sdo usados principalmente em produtos de limpeza, como detergentes e sabdes em
po, e em diversos produtos de higiene pessoal e cosméticos. O dodecil sulfato de sédio (SDS)
juntamente com o Triton X-100 sdo os surfactantes sintéticos mais comumente utilizados na

atualidade. O SDS um surfactante idnico composto por 12 atomos de carbono, ligados a um
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grupo sulfato, o Triton X-100 um surfactante ndo idnico derivado de polioxietileno que contém
um grupo alquilfenil hidrofébico (CHAPRAO et al., 2015).

Os biossurfactantes sdo surfactantes de origem biologica, produzidos por
microrganismos, que consistem em um grupo de moléculas anfipaticas formadas como
metabolitos secundarios, com estrutura quimica diversificada e desempenham papéis essenciais
a sobrevivéncia dos microrganismos que os produzem (GUDINA et al., 2013). Estes compostos
apresentam as mesmas caracteristicas dos surfactantes sintéticos, e possuem vantagens sobre o
uso de surfactantes de origem petroquimica, tais como (HASSAN et al., 2016):

a) Biodegradabilidade,

b) Estabilidade,

c) Baixa toxidade,

d) Eficacia de atuacdo em condic¢des extremas de pH, temperatura e salinidade;

e) Possibilidade de producdo a partir de fontes de baixo custo como substratos

renovaveis, e

f) Uso em biorremediacao.

Os biossurfactantes, sdo classificados de acordo com sua natureza bioquimica e podem
ser classificados em glicolipidios, lipopeptidios, cidos graxos, fosfolipidios e biossurfactantes
poliméricos (KAPADIA; YAGANIK, 2013). Os glicolipidios sdo os mais conhecidos, por
serem produzidos por uma ampla variedade de microrganismos. Um mesmo microrganismo
pode ser capaz de produzir diferentes tipos de glicolipidios dependendo da fonte de carbono
disponivel (PACHECO et al., 2010).

Os trehalolipidios s&o glicolipidios formados pela ligacdo de duas moléculas de &cido-
hidroxicarboxilico de cadeia longa a uma molécula de trealose. Os soforolipidios também séo
glicolipidios formados por cadeia longa de &cido graxo ligado a molécula de soforose e 0s
ramnolipideos apresentam em sua estrutura ramnose e acido B-hidroxidecanoico.

Os lipopeptidios sdo sintetizados principalmente por bactérias, porém muitas espéecies
de leveduras também tém sido descritas como produtoras desse tipo de biossurfactantes, a
surfactina é o lipopeptidio mais conhecido principalmente devido ao seu amplo poder de
reducdo da tenséo superficial (REIS; SERVULO; FRANCA, 2004).

Os acidos graxos e os fosfolipidios sdo compostos naturalmente produzidos pelos
microrganismos, muitos microrganismos quando cultivados em meio rico em hidrocarbonetos
tendem a aumentar a producao destes compostos. Os &cidos graxos e os fosfolipidios exibem

muitas vezes propriedades tensoativas de biossurfactantes (DENSAI; BANAT, 1999).
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Os biossurfactantes poliméricos sdo bioemulsificantes, moléculas que apresentam alta
afinidade por interfaces Oleo/agua, e facilitam assim a formacgdo de emulsdes estaveis
(KOSARIC et al., 1987). No Quadro 1 sdo mostradas as principais classes de biossurfactantes

e exemplos de microrganismos envolvidos em sua biossintese.

Quadro 1 — Principais classes de biossurfactantes.

Tipo de Biossurfactante ‘ Microrganismo
Glicolipidios
L — Pseudomonas aeruginosa
e Ramnolipidios . . L
. — Torulopsis bombicola, Torulopsis apicola
o Soforolopidios .
- — Rhodococcus erythropolis
e Trehalolipidios .
— Mycobacterium sp.
Lipopeptidios e lipoproteinas
e Peptidio-lipidio — Bacillus licheniformis
e Viscosina — Pseudomonas fluorescens
e Serrawetina — Serratia marcescens
e Surfactina — Bacillus subtilis
e Subtilisina — Bacillus subtilis
e Gramicidina — Bacillus brevis
e Polimixina — Bacillus polymyxa
Acidos graxos, lipidios neutros e fosfolipidios
e Acidos graxos — Corynebacterium lepus
e Lipidios neutros — Nocardia erythropolis
e Fosfolipidios — Thiobacillus thiooxidans
Surfactantes poliméricos
e Emulsan — Acinetobacter calcoaceticus
¢ Biodispersan — Acinetobacter calcoaceticus
e Liposan — Candida lipolytica
¢ Carboidrato-lipidio-proteina — Pseudomonas fluorescens
¢ Manana-lipidio-proteina — Candida tropicalis
Surfactantes particulados
e Vesiculas — Acinetobacter calcoaceticus
e Células — Vérias bactérias

Fonte: Nitschke e Pastore (2002).

Apesar de ter grande potencial de aplicabilidade em diversos setores, 0s
biossurfactantes incluindo-se os ramnolipideos possuem elevado custo de producdo o que
restringe seu uso industrial (MAGALHAES, 2012). Porém a utilizacdo de fontes alternativas
de nutrientes, facilmente disponiveis e de baixo custo tais como subproduto agricola ou de
processamento industrial pode reduzir o problema econdmico da producéo de biossurfactantes.
Além de contribuir para a reducdo da poluicdo ambiental, bem como permitir a valorizagédo

econdmica dos residuos que seriam descartados (LOVAGLIO et al., 2014).
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1.4 MICRORGANISMOS PRODUTORES DE BIOSSURFACTANTES

1.4.1 Ramnolipideos e sua Sintese

Os ramnolipideos séo os biossurfactantes classificados como glicolipidios aniénicos;
contém uma ou duas moléculas de ramnose na porcao hidrofilica e acidos 3-hidroxialcandicos
na porcao hidrofobica (CECCATO, 2013; MULLIGAN, 2009), estes compostos sdo capazes
de reduzir a tensdo interfacial 6leo/agua de 43 mN/m para valores menores que 1 mN/m e
apresentam concentracdo micelar critica (CMC) de 10-200 mg/l (MONTEIRO et al., 2007).

As bactérias do género Pseudomonas sdo as principais produtoras desse tipo de
biossurfactantes, capazes de utilizar diferentes compostos organicos simples ou complexos,
como glicerol, manitol, frutose, glicose, parafinas, e 0&leos vegetais, para produzir
ramnolipideos (ABOUSEOUD et al., 2008). Bactérias pertencentes a esse género sao altamente
diversas, com capacidade biosintética versatil, capazes de colonizar um grande numero de
nichos, sendo encontradas em ambientes terrestres e marinhos, assim como em intera¢cdes com
animais e plantas (WASZAK et al., 2015).

Os principais ramnolipideos produzidos por Pseudomonas sdo 0s
monorraminolipidios e os dirramnolipidios (BANAT, 2010; ABDEL-MAWGOUD et al.,

2010), que tem sua estrutura mostrada na Figura 6.

Figura 6 — Monoramnolipideos (a) e diramnolipideos (b).
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Fonte: Banat et al. (2010).
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Os ramnolipideos estdo entre os biossurfactantes mais estudados, amplamente
produzidos por uma grande diversidade de microrganismos. Estes compostos foram isolados
pela primeira vez por Bergstrom et al. (1946) de Pseudomonas pyocyanea (agora nomeada de
P. aeruginosa) apds crescimento em meio com glicose. A estrutura quimica dos compostos
produzidos foi desvendada por Jarvis e Johnson (1949), e logo em seguida por Edwards e
Hayashi (1965), desde entéo outros diversos tipos de bactérias foram descritos como produtoras
desse biossurfactantes.

A P. aeruginosa constitui a principal espécie bacteriana produtora de ramnolipideos
(NITSCHKE; COSTA; CONTIERO, 2007; HENKEL et al., 2012). E uma espécie aerobia que
frequentemente habita ambientes terrestres e aquaticos, além de vegetais, faz parte da
microbiota normal do ser humano e no meio ambiente pode desempenhar funcdes de
biodegradacdo de compostos naturais e xenobiéticos, alem de atuar como promotor de
crescimento de plantas (JURELEVECIUS et al., 2013).

Os ramnolipideos além de sua capacidade de emulsificacdo apresentam baixa
toxidade, alta biodegradabilidade e sdo importantes para a industria cosmética, alimenticia e
farmacéutica especialmente por apresentar atividade anti-microbiana e anti-adesiva
(MAGALHAES, 2012).

Os ramnolipideos podem ser produzidos utilizando-se grande diversidade de
substratos renovaveis ou residuos industriais, os ramnolipideos também apresentam boa
estabilidade quando comparados aos surfactantes de origem petroquimica que sdo mais
comumente utilizados.

A biossintese de ramnolipideos envolve um complexo de genes, sendo os genes rhlA
e rhIB amplamente descritos em diversos trabalhos como os de Bazire et al. (2005) e Déziel et.
al. (2002).

A producéo de ramnolipideos ocorre em trés reacGes sequenciais e estd esquematizada
na Figura 7, inicialmente a enzima RhIA catalisa a formacdo de uma ligacdo éster entre 0s
intermediarios de acidos graxos, 3-hidroxialcil-ACP, formando 3-(3-hidroxialcanoiloxi)-
alcanoato (HAA), que é um componente lipidico dos ramnolipideos. Em seguida a
ramnotransferase | (RhIB) catalisa a formacao de monoramnolipideo utilizando como precursor
(dTDP)-L-ramnose e HAA unindo-os por uma ligacdo O-glicosidica, a acdo de RhIC adiciona
mais um grupo manosil, utilizando como precursor outro (dTDP)-L-ramnose, formando o
dirramnolipideo (EDWARDS; HAYASHI, 1965; RAHIM et al.,2001; DEZIEL et al., 2003).
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Figura 7 — Biossintese de ramnolipideos.
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Fonte: Adaptada de Soberdn-Chaves, Lépene e Déziel (2005).

Os genes rhlA e rhiIB se encontram em um mesmo operon em P. aeruginosa, ja o gene
rhiC se encontra em outra posicao juntamente com outro gene de funcéo ainda desconhecida
(RAHIM et al., 2001; ABDEL-MAWGOUD; LEPENE; DEZIEL, 2010). A via de producéo
dos ramnolipideos esta relacionada a producgédo de polihidroxialcanoatos, os PHA o0s quais séo
utilizados como reserva energética por diversas bactérias (COSTA et al., 2009).

Os microrganismos que possuem capacidade de produzir biossurfactantes, s&o
selecionados para pesquisa frequentemente através de capacidades apresentadas em a relacéo a
reducdo da tenséo superficial (YOUSSEF et al., 2004; SILVA et al., 2015).

Existe uma enorme variedade de espécies bacterianas relatadas como sendo capazes
de produzir biossurfactantes principalmente as pertencentes aos géneros: Acinetobacter,
Arthrobacter, Bacillus e Pseudomonas (ALMEIDA, 2012). Os biossurfactantes produzidos séo

avaliados quanto a sua eficiéncia considerando-se principalmente as taxas de emulsificacéo, de
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reducdo da de dispersdo, além da atividade hemolitica e da concentracdo micelar critica
(DENSAI; BANAT, 1999).

Os biossurfactantes sdo produzidos de forma intracelular ou extracelular e podem ser
liberados no meio de cultura ou ficarem aderidos a célula do microrganismo (PINTO;
MARTINS; COSTA, 2009).

O Quadro 2 mostra algumas bactérias j& descritas como produtoras de biossurfactantes.

Quadro 2 — Microrganismos produtores de biossurfactantes.

Microrganismos Biossurfactante produzido

Bacillus subtilis

Surfactina /lturina/Fengycin
Pseudomonas fluorescens 9y

Rhodococcus erithropolis
Arthobacter sp.
Arthrobacter paraffineus
Mycobacterium spp.

Trealolipideo

Acinetobacter calcoaceticus Emulsan

Candida lipolytica Liposan

C. bombicola

C. apicola

C. lipolytica
Torulopsis candida
T. bombicola

T. petrophilium

Soforolipideo

P. aeruginosa Ramnolipideos
Fonte: Adaptado de Desai e Banat (1997), Mulligan (2009), Nitschke, Costa e Conteiro (2007).

1.4.2 Fatores que Influenciam a Produgéo de Biossurfactantes

A producdo de biossurfactantes ocorre em condic¢Ges favoraveis de temperatura, pH,
aeracdo e nutrientes, sendo que a presenca de hidrocarbonetos ou de outros substratos
insolUveis € o geralmente induz a formacao desses compostos:

a) pH: O pH é fator que influencia o crescimento celular e a sintese de metabolitos
secundarios. Estudos de Al-Araji, Basri e Salleh (2007) indicam aumento da
producdo de ramnolipideos por P. aeruginosa quando pH é mantido entre a faixa
de 7,0 - 7,15.

b) Temperatura e umidade: A temperatura pode favorecer o aumento ou decréscimo
da sintese de biossurfactantes em estudos de George e Jayachandran (2013) a
temperatura considerada Otima para a producdo de biossurfactantes por P.

aeruginosa, foi de 37 °C, umidade é¢ também fator que exerce forte influéncia sobre



d)

30

as atividades microbianas que necessitam de disponibilidade adequada de &gua
(TONINI; REZENDE; GRAVITOL, 2010).

Agitacdo e a aeracdo constituem importantes fatores na producdo de
biossurfactantes (SANTOS et al., 2010), ambas quando elevadas tendem a
aumentar a producdo por facilitar a transferéncia de oxigénio no meio
(AQUARONE, 2001). Estes fatores também sdo importantes por solubilizar
substratos insoliveis em agua e consequentemente melhorar a absorcdo de
nutrientes no meio para os microrganismos (RAMKRISHNA, 2010).

Nutrientes: a disponibilidade de nutrientes inorganicos é determinante para a
atividade dos microrganismos, ferro, enxofre, nitrogénio e fosforo sdo nutrientes
que podem influenciar na biodegradacdo e producdo de biossurfactantes, pois,
desempenham  funcBes celulares relacionadas ao metabolismo dos
microrganismos (JACQUE et al., 2007; TONINI; REZENDE; GRAVITOL,
2010). Em relagdo ao fornecimento de nitrogénio, as fontes podem ser diversas,
tais como, ureia, nitrato e sais de amonio, bem como aminoéacidos, acido aspartico,
acido glutamico, asparagina e glicina (DESAI; BANAT, 1997; SANTOS et al.,
2010). Souza et al. (2014) afirma que o nitrato de amonio (NH4NO3) pode ser
utilizado como excelente fonte de nitrogénio inorganico. Os hidrocarbonetos
presentes nos derivados do petréleo podem ser utilizados como fonte de carbono
por diversos microrganismos (SOUZA et al., 2004).

Outros fatores: A acdo dos microrganismos é dependente de fatores como o tipo
de solo, biodisponibilidade e toxidade dos poluentes, a densidade da populacéao de
microrganismos e 0 seu potencial de biodegradacdo. (BENTO et al., 2005;
HAMDI et al., 2007). Os microrganismos respondem de formas diferenciadas as
condi¢bes do meio, substratos poucos sollveis em agua geralmente sdo mais
eficientes em relacdo a producgdo de biossurfactantes e alguns microrganismos
produzem biossurfactantes apenas quando 0 meio contém substratos insoluveis
que sdo os hidrocarbonetos, outros, porém sao capazes de produzir mesmo com 0
meio contendo apenas substratos simples sollveis em agua como carboidratos e
aminoacidos (NITSCHKE; PASTORE, 2002).
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1.4.3 Aplicagdo dos biossurfactantes

As propriedades dos biossurfactantes permitem a sua aplicacdo em muitas areas, entre
elas na industria alimenticia, farmacéutica, petroquimica, agricola e de cosméticos (AL-
WAHAIBI et al., 2014; SAKTHIPRIYA; DOBLE; SANGWAI, 2015).

Alguns biossurfactantes podem atuar como inibidores de enzimas e toxinas, como
antifangicos, antivirais e antibidticos, alguns foram descritos como capazes de lisar eritrocitos
de mamiferos, inibir a formacéo de codgulos; formar canais iénicos de membranas, entre outras
atividades ja descritas.

A acdo de biossurfactantes em atividade antimicrobiana sobre diversos
microrganismos incluindo bactérias Gram positivas, bactérias Gram negativas, fungos e
leveduras, ndo é totalmente conhecida, porém, acredita-se que essas moléculas atuem
interferindo na permeabilidade da membrana citoplasmética, danificando assim a célula
(MAKKAR; CAMEOTRA, 2002; ARAUJO; FREIRE, 2013).

Na agroindustria biossurfactantes podem ser usados para promover melhoria da
qualidade do solo auxiliando na remocdo de poluentes organicos e inorganicos, na eliminagédo
de fitopat6genos e para aplicagdo na industria de pesticidas (SACHDEV; CAMEOTRA, 2013).
Diversos novos tipos de biossurfactantes tem sido amplamente produzidos e apresentam grande
potencial em propiciar melhorias em diversas atividades antropogénicas. Na agricultura podem
ser usados principalmente em formulacdes de herbicidas e pesticidas. Kim, Lee e Yun (2011)
produziram a partir de Pseudomonas sp. um ramnolipideo que apresentou atividade inseticida
contra pragas agricolas do tipo pulgdes (Myzus persicae) afetando a organizacdo celular do
organismo apos o tratamento com o biossurfactantes. Pesquisas de Piljac et al. (2008) sugerem
gue biossurfactantes classificados como ramnolipideos podem ser usados com sucesso no
tratamento de Ulceras gastricas. No Quadro 3 € mostrado resumo dos principais usos comerciais
dos biossurfactantes e inclui moléculas a utilizacdo dessa substancia em processos de

biorremediagé&o.
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Quadro 3 — Principais usos comerciais dos biossurfactantes.

Funcdes Campos de aplicacgéo
Emulsificantes e dispersantes Cosmeéticos, tintas, biorremediacéo, 6leos, alimentos.
Solubilizantes Produtos farmacéuticos e de higiene
Agentes molhantes e penetrantes Produtos farmacéuticos, téxteis e tintas
Detergentes Produtos de limpeza, agricultura
Agentes espumantes Produtos de higiene, cosméticos e flotagdo de minérios
Agentes espessantes Tintas e alimentos
Sequestrante de metais Mineragdo
Formadores de vesiculas Cosmeéticos e sistemas de liberacdo de drogas
Fator de crescimento microbiano Tratamento de residuos oleosos
Demulsificantes Tratamento de residuos
Redutores de viscosidade Transporte em tubulacGes, oleodutos
Dispersantes Misturas carvao-agua, calcario-agua
Fungicida Controle bioldgico de fitopatégenos
Agente de recuperacao Recuperacdo terciaria de petroleo

Fonte: Nitschke e Pastore (2002).

1.5 BIORREMEDIACAO DOS AMBIENTES CONTAMINADOS POR PETROLEO

Diversos microrganismos como bactérias, leveduras e fungos filamentosos presentes
no ambiente s&o capazes de degradar uma grande variedade de substancias organicas, entre elas
0 Oleo diesel, e de produzir biossurfactantes (AL-WAHAIBI et al., 2014; SAKTHIPRIYA;
DOBLE; SANGWAI, 2015), por isso desempenham papéis muito importantes nesses
ambientes. A grande maioria dos microrganismos, especialmente as bactérias com capacidade
de biodegradar os hidrocarbonetos provenientes do petréleo, o fazem por via aerébica assim 0s
processos se baseiam principalmente nas atividades aerébicas de microrganismos.

A biorremediacdo se constitui uma excelente alternativa para descontaminacgao de
ambientes poluidos por petrdleo e seus derivados, devido ao fato de apresentar, baixo custo de
implementacdo, e menor risco ambiental do que técnicas de limpeza que envolvem processos
fisicos e quimicos (TONINI; REZENDE; GRAVITOL, 2010). Frequentemente 0s
procedimentos feitos em casos de contaminacdo por petréleo e seus derivados consistem em
contencdo e recolhimento através de barreiras, adsor¢do entre outros que ndo objetivam a
degradacéo do petroleo (ANDRADE; AUGUSTO; FONTES JARDIM, 2010). Nesse contexto
a biorremediacdo € uma pratica com grande potencial de utilizagéo ja que consiste no ato de
utilizar materiais ou substancias provenientes de organismos vivos ou mesmo atividades

bioldgicas que possam acelerar 0s processos naturais de recuperacdo de ambientes
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contaminados, pode se fazer uso, por exemplo de microrganismos capazes de degradar
substancias toxicas, transformando-as em compostos, com pouquissima ou nenhuma toxidade.

A biorremediacao € uma das tecnologias mais promissores para a recuperacdo de areas
contaminadas pelos derivados do petroleo, especialmente o 6leo diesel, pois é uma técnica com
maior eficiéncia na remoc¢édo dos contaminantes do que técnicas quimicas e fisicas, além de ter
seu custo relativamente mais baixo (ANDRADE; AUGUSTO; FONTES JARDIM, 2010).

Os microrganismos desempenham um papel importante na biorremediacdo, pois
degradam ou convertem compostos poluentes, como o 0Oleo diesel, em substancias inofensivas
(OLIVEIRA etal, 2012). Muitas bactérias que sdo capazes de degradacao do 6leo normalmente
produzem biossurfactantes que permitem a emulsificagcdo de alcanos (PENG et al., 2007;
SHAO, 2010; WANG; SHAO, 2013), isso é importante, pois, a acdo dos biossurfactantes
aumenta a solubilidade e remocdo dos contaminantes, derivados do petréleo melhorando as
taxas de biodegradacdo do 6leo (THAPA; AJAY KUMAR; GHIMIRE, 2012).

Tanto surfactantes sintéticos como os biossurfactantes possuem amplo potencial de
utilizacdo, quando relacionados a problemas ambientes advindos da contaminacao por petréleo
e seus derivados, porém, a utilizacdo de biossurfactantes em relacéo aos surfactantes sintéticos
é vantajosa devido a suas caracteristicas de menor toxicidade, alta biodegradabilidade,
capacidade de modificagdo estrutural e sintese a partir de substratos renovaveis (ARAUJO;
FREIRE, 2013). O uso de biossurfactantes que atuam facilitando a agdo de alguns
microrganismos na degradacdo de compostos provenientes do petréleo, recebem grande
destague como tecnologia alternativa no controle da poluicdo provocada por hidrocarbonetos
do petroleo (RUFINO et al., 2014).

A biorremediacdo de ambientes contaminados por petroleo pode ser limitada pela
incapacidade dos microrganismos em metabolizar os poluentes, por condi¢cbes ambientais
desfavoraveis a sobrevivéncia e a atividade dos microrganismos degradadores ou devido ao
elevado custo (JOHNSEN et al., 2005; JACQUES et al., 2007; TONINI; REZENDE;
GRAVITOL, 2010).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Neste trabalho objetivou-se avaliar a produgdo de biossurfactantes e o potencial de
degradacéo do 6leo diesel dos isolados de bactérias e avaliar a dindmica de crescimento de
bactérias introduzidas em agua do mar e no solo com adi¢cdo do 6leo diesel em condi¢cbes

laboratoriais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) ldentificar os isolados de bactérias provenientes do solo e da dgua contaminados
por petroleo;

b) Analisar a produgéo de biossurfactantes por isolados bacterianos;

c) Detectar os genes envolvidos na sintese de ramnolipideos e na degradacdo de
hidrocarbonetos de petréleo em bactérias;

d) Analisar a dindmica de crescimento de isolados bacterianos introduzidos no solo e

na &gua do mar com adicdo de 6leo diesel em experimento microcosmo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ISOLADOS DE BACTERIAS

No presente estudo foram utilizados dez isolados provenientes de uma colecdo de
isolados de bactérias do Laboratério de Biologia de Microrganismos do Departamento de
Biologia Molecular (CCEN/UFPB). As bactérias foram isoladas em pesquisas anteriores de
amostras de solo do aterro dos residuos contaminados com o petréleo em Icapui — CE e de
amostras da dgua da Lagoa de Baixo utilizada no descarte de &gua contaminada com o petréleo
no Polo Industrial de Guamaré — RN. Os isolados de bactérias foram mantidos em estoque no
meio completo semi-sélido composto por 0,5 g de glicose, 0,5 g de extrato de levedura, 0,5 ¢
de peptona, 0,5 g de casaminoacidos, 0,5 g de amido, 0,2 g de KoHPO4, 0,05 g de MgSQa. 7
H-0, 4,0 g de agar e 1000 ml de &gua destilada (ALEF, 1995).

3.2 ANALISE FILOGENETICA DOS ISOLADOS DE BACTERIAS

3.2.1 Extragdo e Amplificacdo do DNA Bacteriano

A extracdo do DNA gendmico dos isolados foi feita pelo método de Cheng e Jiang
(2006) com algumas modificacOes. A extragdo teve inicio com a adi¢do de 400 pl de tampéo
STE, pH 8,0 (Tris-HCL 1M; EDTA 0,5M; NaCL 5M) e centrifugacao das células bacterianas
por 5 min a 12.000 rpm. Em seguida o pelet foi ressuspenso em 200 ul de tampdo TE
constituido pela mistura de 100 mL de solucéo de Tris-HCI (1M, pH: 8,0)/ 20 mL de EDTA
(0,5 M, pH: 8,0) e &gua, pH 8,0 e apds isso foi adicionado 200 pl de perolas de vidro e 200 ul
de fenol saturado (pH 8,0). Os microtubos foram entdo colocados no vértex por 90 s e
centrifugados por 5 min. a 12.000 rpm. Posteriormente foram retirados 160 ul do sobrenadante
da amostra e adicionou-se 40 ul de TE e 100 pl de cloroférmio. Nova centrifugacdo das
amostras foi feita (5 min. 12.000 rpm) e apds a centrifugacdo removeu-se 160 ul da fase superior
e adicionou 40 pl de TE e 5 pl de RNAase (10 mg/ml). A amostra foi incubada a 37 °C por 10
min. em banho-maria logo depois foi acrescentado e misturado 100 pl de cloroférmio/alcool
isoamil (24:1), e novamente a amostra foi centrifugada a 12.000 rpm por 5 min. O volume de
150 pl da fase superior contendo DNA foi colocado em um microtubo e congelado a -20 °C.

O DNA extraido foi submetido a quantificacdo e avaliacdo do grau de pureza
utilizando espectrofotémetro NanoDrop ND-1000 UV/Vis (USA).
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O DNA extraido foi submetido a amplificacdo do gene RNAr 16S, essa amplificacao
foi feita utilizando o0s primers universais, 27F: 5'- GAG TTT GAT CMT GGC TCA G -3¢
1492R: 5'- ACG GCT ACCTTG TTACGA CTT - 3’31 e um kit PCR Master Mix (Promega),
segundo as recomendacdes do fabricante. A amplificacdo ocorreu nas seguintes condicdes de:
desnaturacéo inicial a 94 °C por 5 min., 25 ciclos (94°C por 1 min., 55 °C por 2 min. e 72 °C
por 2 min.), extensao final a 72 °C por 10 min. O DNA amplificado obtido da de PCR (1000
pb) foi entdo purificado utilizando um kit EZ-10 Spin Column DNA Clean up Kit (Bio Basic
Inc.), segundo as recomendacdes do fabricante. Apds a purificacdo os produtos de PCR foram
quantificados utilizando o NanoDrop ND-1000 UV/Vis (USA) e foi realizada eletroforese em
gel de agarose 1% para confirmar o tamanho da banda do DNA amplificado.

3.2.2 Sequenciamento do Gene de RNAr 16S e Construcio da Arvore Filogenética

O sequenciamento das amostras foi realizado no Laboratorio de Genémica e Expressao
Génica (Centro de Ciéncias Biologicas, UFPE), utilizando o primer 26F: 5'- GAG TTT GAT
CMT GGC TCA G - 3’ e o sequenciador automatico ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems). As sequéncias geradas foram submetidas a consulta de similaridade com
os dados depositadas no GenBank acessado atraves do site do NCBI (National Center for
Biotecnology Information) utilizando o programa BLAST - “Basic Local Alignment Search
Tools”. Também foi realizado o alinhamento maltiplo das sequéncias e a construgdo da arvore

filogenética utilizando o programa MEGA verséo 7.

3.3 PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES POR ISOLADOS DE BACTERIAS

3.3.1. Teste de Emulsificagdo

Os dez isolados foram avaliados quanto a producédo de biossurfactantes nos seguintes
meios:
a) meio de Bushnell e Haas com 1% do 6leo diesel como Unica fonte de carbono
(BHO) (1g de K2HPOQOg4, 1 g de NH4NO3, 0,2 g de MgSOa4. 7 H20, 0,05 g de FeCls,
0,02 g de CaClz. 2H20, 0,1 ml de 6leo diesel, 1000 ml de &gua destilada),
b) meio caldo nutriente (HiMedia) com adi¢do de 1% de 6leo diesel (CNO).
O teste de emulsificacdo, descrito por Batista et al. (2005) e Gaylarde (2000), demostra

a capacidade do isolado bacteriano em emulsificar o 6leo diesel. Os indices de emulsificacdo



37

E5 (%) e E24 (%) foram calculados dividindo-se a altura da camada emulsificada pela altura
total da coluna liquida multiplicado por 100. A raz&o entre o indice E5 e E24 foi utilizada para
calcular a estabilidade da emuls&o.

Os isolados foram incubados no meio de Bushnell e Haas e no meio caldo nutriente
com adigdo de 1% de 6leo diesel por 12 dias em temperatura de 30 °C sob agitacéo de 100 rpm.
Apos o periodo de incubacdo foram retirados 2 ml de cada cultura e colocados em tubos de
ensaio, entdo foi adicionado em cada tudo 2ml de dleo diesel, os tubos foram agitados em vortex
por 2 min. e deixados em repouso. Apds 5 min. e 24 h de repouso foram feitas medicGes da
altura da camada emulsificada e a altura total da coluna liquida. As culturas foram centrifugadas
(15 min. a 6000 rpm) e o teste foi realizado com o sobrenadante livre de células para verificar
a producdo de biossurfactantes extracelulares. O teste com o sobrenadante foi realizado como

foi descrito acima.

3.3.2 Atividade Hemolitica

O teste de hemolise foi realizado com o intuito de verificar a capacidade hemolitica
dos isolados o que pode ser utilizado como indicador de producéo de biossurfactantes. Para a
realizacdo do teste de hemdlise, inicialmente, as bactérias foram inoculadas em placas de Petri
contendo meio completo, e incubadas por 48 h, a 30 °C. Em seguida as bactérias foram
inoculadas em meio Agar Sangue (Difco), em de 4gua destilada esterilizada, e 50 ml de sangue
de coelho desfibrinado), o volume foi completado para 1000 ml e ouve entdo a incubacao por
48 h/30 °C.

A presenca de zonas de hemolise foi indicativa de positividade no teste. O didmetro

de zonas de hemdlise foi medido em milimetros.

3.3.3 Producédo de Ramnolipideos

Os isolados de bactérias foram incubadas no meio BHO e CNO a 30 °C, por 12 dias
sob agitacdo de 100 rpm, e foram submetidas a centrifugacdo, por 15 min. a 6000 rpm em
temperatura ambiente. Desse material foi retirado 3 pl do sobrenadante e adicionados nos pogos
perfurados contendo CTAB-azul de metileno cuja a composicdo é (g/l) : NH4Cl,— 1,49; KCL
— 1,07; Tris-HCL - 18,91; MgSOs -0,19; glicose — 5,0; peptona — 10,0; brometo de
cetiltrimetilaménio (CTAB) — 0,2; azul de metileno — 0,005; &gar — 20g e pH ~ 7,0
(SIEGMUND; WAGNER, 1991).
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A producéo de ramnolipideos foi avaliada através da formacéo de um halo azul escuro
em volta das coldnias ap6s incubacdo a 30 °C por 21 dias. A formacdo do halo azul é

considerada indicativo de positividade.

3.4 DETECCAO DOS GENES ENVOLVIDOS NA SINTESE DE RAMNOLIPIDEOS E NA
DEGRADACAO DO PETROLEO

3.4.1 Extracdo de DNA

Para realizar a deteccdo dos genes envolvidos na sintese de ramnolipideos e na
degradacédo do petroleo inicialmente foi realizada a extragdo do DNA gendmico das isolados

bacterianos seguindo o método de Cheng e Jiang (2006), descrito no item 3.2.1.

3.4.2 Deteccdo do Gene Envolvido da Producdo de Ramnolipideos

O DNA extraido foi utilizado para a detec¢do dos genes envolvidos no processo de
sintese de ramnolipidios, para isso foi realizada PCR utilizando os primers: rhIABF 5" CAG
GCC GAT GAA GGG AAATA 3’ e rhIABR 5" AGG ACG ACG AGG TGG AAA TC 3’
(KUMAR et al., 2012), os quais amplificam o fragmento de 1000 bp. A amplificagdo ocorreu
nas condicdes de 95 °C durante 5 min., 30 ciclos de 30 s a 95 °C, seguido por emparelhamento
de 1 min. a 50 °C, extensdo de 2 min. a 72 °C, e um passo final de extensdo 10 min. a 72 °C.

O DNA amplificado pela técnica de PCR foi examinado por meio da eletroforese em
gel de agarose 1% contendo GelRed (0,1 ul/ml) utilizando o padrdo de peso molecular de 100

bp (Axygen Biosciences) para visualizar a presen¢a de uma unica banda de 1000 pb.

3.4.3 Deteccdo do Gene Envolvido na Biodegradacdo de Hidrocarbonetos

O DNA extraido foi utilizado para a deteccdo dos genes envolvidos no processo de
degradacéo de hidrocarbonetos do petréleo, para isso foi realizada PCR utilizando os primers:
alkBfd 5 AAC TAC MTC GAR CAY TAC GG 3’ e alkBRd 5’ TGA MGA TGT GGT YRC
TGT TCC 3’ (onde M=AC, R=AG and Y=CT) (POWELL et al., 2006), os quais amplificam o
fragmento de 220 bp. A amplificacdo ocorreu nas condic¢des de 95 °C durante 5 min., 30 ciclos
de 30 s a 95 °C, seguido por emparelhamento de 1 min. a 50 °C, extensédo de 2 min. a 72 °C, e

um passo final de extensdo 10 min. a 72 °C. O DNA amplificado pela técnica de PCR foi
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examinado por meio da eletroforese em gel de agarose 1% contendo GelRed (0,1 ul/ml)
utilizando o padrdo de peso molecular de 100 bp (Axygen Biosciences) para visualizar a

presenca de uma Unica banda de 220 pb.

3.5 AVALIACAO DO CRESCIMENTO DE BACTERIAS SOLO CONTAMINADO COM
OLEO DIESEL NO EXPERIMENTO MICROCOSMO

Para avaliar o crescimento de isolados de bactérias ativas na degradacéo de 6leo diesel
foi preparado o experimento microcosmo, baseando-se nos trabalhos de Singh (2006) e
Almeida (2012).

O solo utilizado no experimento foi retirado do Campus | da Universidade Federal da
Paraiba (entre as coordenadas de 7° 8' 30,3" S e 34° 50" 44,5" W), o solo utilizado possui pH
levemente &cido (6,2), concentracdo de potéssio e ferro, fosforo e sddio, além de outros
elementos encontrados em menor quantidade. Analise granulométrica revelou que o solo foi
composto por areia grossa (60%), areia fina (27%), argila (11%) e silte (2%).

O solo foi peneirado atraves de uma peneira com orificios de 2 mm, e autoclavado trés
vezes, por 40 min., em trés dias subsequentes. Posteriormente, foi determinada 55% da
capacidade de saturacdo do solo e o déficit de umidade do solo. Para determinar a capacidade
de saturacdo 20 g do solo foram colocadas em 3 cadinhos de vidro que foram deixados por 3 h
no recipiente com agua e logo em seguida pesados e colocados em estufa a 105 °C para secagem
por 24 h, apds esse periodo, os cadinhos foram retirados da estufa e colocados em um
dessecador por aproximadamente uma hora, até que a temperatura deles se igualasse a
temperatura ambiente, os cadinhos entdo foram novamente pesados e calculou-se 55% da
capacidade de saturacdo do solo. Para determinar déficit de umidade 20 g do solo foi colocado
em 3 béqueres de 100 ml e pesados, logo apds foram deixados em estufa a 105 °C por 3 h e

entdo pesados novamente. Foi entdo calculado o déficit de umidade seguindo a Equagéo 1.

eso (imido) — peso(seco
% déficit de umidade = Le50 (Umido) = peso(seco) )
peso (imido)

No experimento foram utilizados 30 Béqueres de 100 ml, contendo 50 g de solo cada,
e selecionados dois isolados mais ativos na degradacdo de hidrocarbonetos e produgéo de
biossurfactantes. O solo utilizado no experimento foi previamente deixado para secagem em
temperatura ambiente por 72 h.
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Em cada amostra foi adicionado 1 ml de 6leo diesel estéril sem aditivos, 12 ml de dgua
destilada estéril, (para atingir 55% da capacidade de saturacdo do solo) e 100 ul de solucgdo de
2% NH4NO3. Os componentes foram entdo homogeneizados com espatula de metal por 5 min.
Apds a homogeneizacdo foi adicionado 1 ml de solucédo padronizada de células de bactérias
(McFarland 4), obtidas a partir do cultivo em meio liquido completo por 24 h a 30 °C, seguida
por centrifugacdo das culturas a 6.000 rpm e suspensdo em NaCl 0,9%.

Foram preparados cinco controles sem a adic¢do de indculo, sendo adicionado ao solo
nesses controles, 1 ml de 6leo diesel, 12 ml de agua destilada estéril ¢ 100 ul de NH4NO3 (2%),
entdo foi realizada a homogeneizagéo por cinco minutos.

Os béqueres foram vedados com parafilme e incubados em caixa Umida, no escuro,
sob temperatura de 30 °C.

Foram feitas as contagens de bactérias no tempo de 0, 5, 10, 15 e 30 dias, utilizando a
técnica de plaqueamento em profundidade no meio completo modificado (ALEF, 1995). Para
cada ensaio foram utilizadas duas amostras do solo. As diluicdes decimais de cada amostra
foram feitas utilizando 5 g do solo e solugdo salina 0,9% de NaCl. Aliquotas de 0,1 ml das
diluicdes do solo foram adicionadas em uma placa estéril e posteriormente ocorreu a adi¢do do
meio completo.

Apbs a incubacdo das placas por 5 dias na estufa, a 30 °C, foi realizada a contagem de
coldnias. O numero de bactérias foi expresso em unidades formadoras de colénias (UFC) por
grama de solo seco.

3.6 AVALIACAO DO CRESCIMENTO DE BACTERIAS EM AGUA DO MAR
CONTAMINADA COM OLEO DIESEL NO EXPERIMENTO MICROCOSMO

Para avaliar o crescimento de bactérias ativas na degradacdo de Oleo diesel em agua
do mar; com adicdo de 0,5 ml de oleo diesel, foi preparado o experimento microcosmo,
baseando-se no trabalho de Jurelevicius et al. (2013). Foi utilizada 4gua do mar coletada da
praia de Cabo Branco-JP/PB, filtrada e esterilizada pela autoclavacao.

Foram selecionados dois isolados ativos na degradacédo de hidrocarbonetos e producao
de biossurfactantes, os quais, inicialmente, foi avaliado a capacidade de crescimento em meio
caldo nutriente (HiMedia) preparado em agua do mar. O crescimento bacteriano foi observado
apos 24 h de incubacéo a 30 °C.

Para cada isolado foram preparados 2 bales de fundo redondo de 1 | contendo cada
um 500 ml de agua do mar, 0,5 ml de éleo diesel, 0,05 g de NHsNO3z e 0,005g de KH2PO4, na
proporcdo de C:N:P - 100:10:1 (JURELEVICIUS et al., 2013). Para o inoculo foi utilizado 1
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ml da cultura, obtida em meio caldo nutriente com agua do mar incubada por 24 h a temperatura
de 30 °C.

Os baldes foram envolvidos em papel aluminio e mantidos em incubacdo, no escuro,
sob agitacdo de 80 rpm e temperatura de 30 °C pelo periodo de 30 dias.

Foram realizadas nos dias 0, 5, 10, 15 e 30 as quantificacfes de bactérias pela técnica
de plagueamento em profundidade, como foi descrito no item 3.5, sendo que para o preparo de
diluicbes decimais foi retirada aliquota de 1 ml da &gua do microcosmo.

Apds a incubacdo das placas por 5 dias na estufa, a 30 C°, foi realizada a contagem de
col6nias. O nimero de bactérias foi expresso em unidades formadoras de colénias (UFC) por

ml de &gua.

3.7 ANALISES ESTATISTICAS

Para a analise estatistica dos dados referentes ao experimento de microcosmo, no solo e
na agua, foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, com intervalo de confianca de
95%, realizado através do programa GraphPad Prism na sua versdo 7, os dados foram

considerados estatisticamente significantes quando o valor de p foi menor que 0,05.



42

4 RESULTADOS

4.1 ANALISE FILOGENETICA DOS ISOLADOS DE BACTERIAS

Os dez isolados de bactérias analisados neste trabalho foram identificadas com base
na andlise filogenetica das sequencias do gene RNAr 16S. O alinhamento das sequencias
parciais dos isolados analisados e das sequencias depositadas no banco NCBI (National Center
for Biotechnology Information), pela ferramenta BLAST — “Basic Local Alignment Search
Tools” revelou que cinco isolados pertenceram ao género Bacillus (B. subtilis, B. endophyticus,
B. aerius, B. cereus, com 98-100% de similaridade do gene RNAr 16S) e cinco isolados ao
género Pseudomonas (P. aeruginosa e P. putida com 99% de similaridade do gene RNAr 16S),

como mostrado na Tabela 1.

Tabela 1 — Identificac@o dos isolados de bactérias com base nas analises do BLAST das sequencias do RNAr 16S.

. C Cddigo de acesso - Identidade maxima
Isolados Alinhamento mais significativo NCBI E-value (%)

AG8 Bacillus subtilis NR_113265.1 0,0 99
AG10 Bacillus endophyticus NR_025122.1 0,0 99
AG11 Bacillus aerius NR_118439.1 0,0 100
P1R13 Bacillus cereus NR_074540.1 0,0 98
P3R30 Bacillus subtilis NR_112686.1 0,0 99

P1R14; P1R16; NR 074828.1
P1R21'; P1R42, Pseudomonas aeruginosa NR 117678.1 0,0 99
NR 114471.1
AG13 Pseudomonas putida NR 074739.1 0,0 99

Fonte: Proprio Autor (2017).



Figura 8 — Arvore filogenética dos isolados de bactérias e linhagens de bactérias do GenBank baseada na

comparacgdo das sequéncias de RNAr 16S utilizando analise neighbour-joining e 0 modelo
Kimura 2. Os valores de bootstrap mostradas na arvore foram obtidos com base de 1.000
réplicas. Os nimeros de acesso das sequéncias do GenBank sdo mostrados em parénteses.
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Bacillus_subtilis_strain_NBRC_13719_(NR_112629.1)
{ AG8
Bacillus_tequilensis_strain_10b_(NR_104919.1)
Bacillus_licheniformis_strain_DSM_13 (NR_118996.1)
|_Bacillus_mojavensis_strai n_NBRC_15718_(NR_112725.1)
[|P3r30
Brevibacterium_halotolerans_strain_DSM_8802_(NR_115063.1)
Bacillus_axarquiensis_strain_LMG_22476_(NR_115929.1)

Bacillus_malacitensis_strain_CR-95_(NR_115282.1)
Bacillus_vallismortis_strain_NBRC_101236_(NR_113994.1)
Bacillus_atrophaeus_strain_NBRC_15539_(NR_112723.1)
Bacillus_amyloliquefaciens_strain_BCRC_11601_(NR_116022.1)
- Bacillus_nematocida_strain_B-16_(NR_115325.1)
Bacillus_methylotrophicus_strain_CBMB205_(NR_116240.1)
Bacillus_siamensis_strain_PD-A10_(NR_117274.1)
Bacillus_idriensis_strain_SMC_4352-2_(NR_043268.1)
Bacillus_safensis_strain_NBRC_100820_(NR_113945.1)
-I Bacillus_pumilus_strain_NBRC_12092_(NR_112637.1)
AG11

Bacillus_aerius_strain_24K_(NR_118439.1)
Bacillus_stratosphericus_strain_41KF2a_(NR_042336.1)
Bacillus_altitudinis_strain_41KF2b_(NR_042337.1)

_| P1R13
Bacillus_cereus_ATCC_14579_(NR_074540.1)

Bacillus_endophyticus_strain_2DT_(NR_025122.1)

AG10
Bacillus_filamentosus_strain_SGD-14_(NR_134701.1)
Pseudomonas_plecoglossicida_strain_NBRC_103162_(NR_114226.1)

Pseudomonas_entomophila_strain_L48_(NR_102854.1)
Pseudomonas_putida_F1_strain_(NR_074739.1)

AG13
- Pseudomonas_oryzihabitans_strain_L-1_(NR_025881.1)

— Pseudomonas_monteilii_(NR_121767.1)
Pseudomonas_taiwanensis_strain_BCRC_17751_(NR_116172.1)

Pseudomonas_rhizosphaerae_strain_IH5_(NR_029063.1)

- Pseudomonas_coleopterorum_strain_Esc2Am_(NR_137215.1)

Pseudomonas_indoloxydans_strain_IPL-1_(NR_115922.1)
Pseudomonas_aeruginosa_strain_ATCC_10145_(NR_114471.1)

P1R14
P1R42

P1R21

P1R16
Pseudomonas_otitidis_strain_MCC10330_(NR_043289.1)

Pseudomonas_guezennei_strain_RA26_(NR_114957.1)

Pseudomonas_panipatensis_strain_Esp-1_(NR_044209.1)
Pseudomonas_stutzeri_strain_ATCC_17588_(NR_103934.1)
Pseudomonas_citronellolis_strain_ATCC_13674_(NR_112069.1)

Pseudomonas_delhiensis_strain_RLD-1_(JNR_043731.1)

0.050

Fonte: Proprio Autor (2017).
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4.2 PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES

Todos os isolados apresentaram crescimento em meio de Bushnell e Haas com 6leo
diesel (BHO) e também em meio caldo nutriente com éleo diesel (CNO). Em meio BHO com
culturas celulares a capacidade de emulsificacdo apds 24 h (E24) foi observada em 30% dos
isolados. Com o sobrenadante livre de células no meio BHO, a capacidade de emulsdo foi
observada em 40% dos isolados. A estabilidade de emuls&o no meio BHO variou de 0,5 a 0,9
(Tabela 2). No meio CNO com as culturas celulares a capacidade de emulséo foi observada em
40% dos isolados. Com o sobrenadante livre de células em meio CNO, a capacidade de emulsdo
foi observada em 20% dos isolados. A estabilidade de emulsé&o no meio CNO variou de 0,6 a
1,0 (Tabela 2).

Tabela 2 — indices de emulsificagio de 6leo diesel por bactérias cultivadas no meio Bushnell e Haas contendo 6leo
diesel (BHO) e extrato de levedura e no meio caldo nutriente contendo 6leo diesel (CNO).

Meio BHO Meio CNO

Isolado Cultura Sobrenadante Cultura Sobrenadante

E5%* E24%* ES** ES%* E24%* ES** ES%* E24%* ES** E5S%* E24%* ES**

Bacillus

AG8 - - - - - - 52,0 - - 20,0 - -
AG10 67,5 - - 70,0 32,0 0,5 46,0 46,0 1,0 36,6 33,3 0,9
AG11 - - - - - - 34,9 - - 20,0 - -
P1R13 36,6 - - - - - 46,0 34,0 0,7 42,0 - -
P3R30 29,9 - - 27,7 - - 40,0 - - 26,0 - -
Pseudomonas

AG13 - - - - - - 60,0 - - 30,0 - -
P1R14 - - - - - - 75,0 - - 40,0 - -
P1R16 55,5 52,0 0,9 55,5 45,0 0,8 45,2 - - 83,0 - -
P1R21 70,0 60,0 0,8 79,9 48,3 0,6 81,1 51,0 0,6 84,0 41,0 0,5
P1R42 49,0 46,6 0,9 54,0 50,0 0,9 84,9 50,0 0,6 30,0 - -

Notas: (-) auséncia de emulsao;
* E5% e E24%= indices de emulsificacdo apds 5 min, e ap6s 24h de repouso, respectivamente;
** ES= estabilidade.

Fonte: Proprio Autor (2017).

Notas: (-) auséncia de emulsao;
* E5% e E24%= indices de emulsificacdo apds 5 min, e apds 24h de repouso, respectivamente;
** ES= estabilidade.

Fonte: Proprio Autor (2017).



Figura 9 — Emulsificacdo do 0leo diesel por
sobrenadante livre de células em
caldo nutriente com adicéo de 6leo
diesel (CNO) (isolado AG10).

Fonte: Proprio autor (2017).

No teste de hemolise todos os isolados bacterianos apresentaram halo hemolitico que

variou em diametro de 13,5 mm a 37,5 (Tabela 3).

Tabela 3 — Atividade hemolitica dos isolados de bactérias.

Diametro do halo

Diametro do halo

Isolados (mm) Isolados (mm)

Bacillus Pseudomonas

AG8 19,0 AG13 15,0

AG10 13,5 P1R14 27,5

AG11 21,0 P1R16 18,0

P1R13 375 P1R21 20,0

P3R30 28,0 P1R42 15,0
Proprio Autor (2017).
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O isolado P1R13 destacou-se dos demais isolados apresentando o maior halo

hemolitico (Figural0).
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Figura 10 — Atividade hemolitica dos isolados de bactérias.
Resultado positivo para os isolados P1R13,
P1R14, P1R16 e P1R21.

Fonte: Proprio autor (2017).

4.3 PRODUCAO DE RAMNOLIPIDEOS E PRESENCA DO GENE rhIAB

Dos isolados testados quanto a produgdo de ramnolipideos sete isolados (63,6%)
formaram halo azul em volta da col6nia, indicativo de positividade para a producdo de
biossurfactantes (Tabela 4; Figura 11).A formacéao de halo azulado em volta da col6nia ocorre
pela da formacdo de um par idnico insoltuvel na presenca de CTAB, azul de metileno e um
biossurfactante aniénico (SIEGMUND, 1991).
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Figura 11 — Deteccdo da producédo de ramnolipideos no meio
com CTAB-azul de metileno nos isolados de
bactérias. Isolados positivos: AG13, AG10 e
P1R14; isolado negativo: AG8.

Fonte: Proprio Autor (2017).

Tabela 4 — Producéo de ramnolipideos em meio contendo brometo cetiltrimeltilaménio
e azul de metileno.

Produgdo de

Producdo de

Isolados Isolados

ramnolipideos ramnolipideos
Bacillus Pseudomonas
AG8 - AG13 +
AG10 + P1R14 +
AG11 - P1R16 +
P1R13 — P1R21 +
P3R30 + P1R42 +

Nota: () Negativo; (+) Positivo
Fonte: Proprio Autor (2017).

O gene rhlAB envolvido na producdo de ramanolipideos foi detectado nos isolados
P1R14, P1R16, P1R21 e P1R42, todos estes foram identificados como pertencentes a espécie
P. aeruginosa. A Figura 12 mostra a banda do gene rhlAB correspondente aos 1000 pb do
isolado P1R14 (Figura 12).
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Figura 12 — Detecgdo do gene rhlAB em isolados de bactérias.
Linhas: DNA ladder 100 pb (*), isolados positivos;
P1R14 (1); isolados negativos: AG10 (2), AG11 (3),
AG13 (4).

3,000

1,000 —
200

100

Fonte: Proprio Autor (2017).

44 PRESENCA DO GENE alkB ENVOLVIDO NA DEGRADACAO DE
HIDROCARBONETOS

O gene alkB envolvido na degradacéo do dleo diesel foi detectado em 9 dos 10 isolados
testados, os quais apresentaram o produto de PCR de 220 pb. Este gene néo foi detectado apenas
em isolado AG13. A Figura 13 mostra o resultado de amplificacdo por PCR do gene testado
dos isolados AG8, AG10 e P1R14.

Figura 13 — Deteccédo do gene alkB em isolados de bactérias. Linhas:
DNA ladder 100 pb (1), isolados positivos: AG8 (2),
AG10 (3), P1R14 (4).

Fonte: Préprio Autor (2017).
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4.5 CRESCIMENTO DE BACTERIAS INTRODUZIDAS NO SOLO CONTAMINADO
COM OLEO DIESEL (MICROCOSMO)

O microcosmo com solo contaminado com 6leo diesel foi realizado com dois isolados
de P. aeruginosa (P1R16 e P1R42), utilizados separadamente,

Os resultados mostram que a densidade do isolado P1R16 atingiu valores maximos
apos 5 e 10 dias de experimento, e do isolado P1R42 apds 5 dias (Tabela 5, Figura 14). Apds
15 dias de incubacdo, porém, as contagens de todos os isolados apresentaram um leve
decréscimo que se acentuou no tempo de 30 dias. De acordo com o teste de Kruskall-Walls as
diferencas nas densidades ao longo do experimento foram estatisticamente significativos

(p<0,05) para ambas linhagens testadas.

Tabela 5 — Contagens de bactérias (UFC/g de solo seco) dos isolados P1R16 e P1R42
introduzidos no solo com dleo diesel ao longo de 30 dias do experimento

microcosmo.
Isolados Dias de incubacéo
0 5 10 15 30
P1R16 A*
Média 0,48 x 108 22,5 x 108 20,7 x 108 19,9 x 108 12,2 x 108
Desvio 0,06 x 108 9,29 x 108 8,03 x 108 2,94 x 108 4,43 x 108
padrdo
P1R16 B
Média 0,21 x 108 14,6 x 108 35,1 x 108 25,8 x 108 14,0 x 108
Desvio 0,03 x 108 4,36 x 108 1,06 x 108 3,09 x 108 2,56 x 108
padrédo
P1R42 A
Média 0,94 x 108 19,0 x 108 17,2 x 108 12,5 x 108 12,0 x 108
Desvio 0,06 x 108 3,14 x 108 1,26 x 108 3,64 x 108 1,24 x 108
padrdo
P1R42 B
Média 0,14 x 108 11,5 x 10° 13,1 x 10° 7,9 x 108 5,3x 108
Desvio 0,38 x 108 2,03 x 108 2,33 x 108 3,64 x 108 1,44 x 108
padrdo

* O experimento foi conduzido em duplicata (A e B).
Fonte: Proprio Autor (2017).
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Figura 14 — Contagens de bactérias dos isolados P1R16 e P1R42 introduzidos no solo com
6leo diesel ao longo de 30 dias do experimento microcosmo.

- P1R16
= P1R42

UFC X 108/ g solo seco

Dias

Fonte: Préprio Autor (2017).

46 CRESCIMENTO DE BACTERIAS INTRODUZIDAS NA AGUA DO MAR
CONTAMINADA COM OLEO DIESEL (MICROCOSMO)

O microcosmo com agua do mar contaminada com 6leo diesel foi realizado com os
mesmos isolados utilizados para o microcosmo com solo (P. aeruginosa P1R16 e P1R42).
O experimento microcosmo na agua do mar mostrou que os isolados bacterianos foram

capazes de crescer em adgua do mar com adicéo do oleo diesel como fonte de carbono.
O experimento microcosmo com o isolado P1R16 revelou que houve aumento da

densidade populacional nos tempos 5 e 10 dias, mantendo-se em quinze dias praticamente
estaveis. Apos 30 dias de incubacdo deste isolado houve um leve decréscimo nas contagens
(Tabela 6).

No experimento com o isolado P1R42 foi possivel verificar que também houve aumento
da densidade populacional apos 5 e 10 dias de incubacgdo, porém apds 30 dias de incubagéo
houve diminuicdo da sua densidade (Tabela 6 e Figura 15).

As diferencas nas densidades ao longo do experimento foram estatisticamente

significativas (p<0,05) de acordo com o teste de Kruskall-Walls para ambas linhagens testadas.



Tabela 6 — Contagens de bactérias (UFC/ml de agua do mar) dos isolados P1R16 e P1R42
introduzidos na agua com o6leo diesel ao longo de 30 dias do experimento

microcosmo.
Isolados Dias de incubacéo
0 5 10 15 30

P1R16 A*

Média 0,11 x 10° 0,72 x 10° 10,0 x 10° 9,90 x 10° 8,60 x 10°
Desvio padrao 0,00 x 10° 0,08 x 10° 1,78 x 10° 0,76 x 10° 0,87 x 10°
P1R16 B

Média 0,07 x 10° 1,02 x 105 15,3 x 10° 14,7 x 10° 12,1 x 10°
Desvio padréo 0,00 x 10° 0,02 x 10° 2,25x10°  0,93x10° 0,65 x 10°
P1R42 A

Média 0,06 x 10° 0,50 x 10° 8,40 x 10° 8,70 x 10° 5,20 x 10°
Desvio padréo 0,01 x 10° 0,05 x 10° 0,70x10°® 0,87 x 10° 0,87 x 10°
P1R42 B

Média 0,05 x 10° 0,87 x 10° 10,0 x 10° 8,10 x 10° 3,60 x 10°
Desvio padrdao 0,00 x 10° 0,02 x 10° 0,89 x 10° 0,76 x 10° 2,51 x 10°

* O experimento foi conduzido em duplicata (A e B).
Fonte: Proprio Autor (2017).

Figura 15 — Contagens de bactérias dos isolados P1R16 e P1R42 introduzidas na agua do
mar com 6leo diesel ao longo de 30 dias do experimento microcosmo.
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Fonte: Proprio Autor (2017).
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho foram analisados isolados bacterianos identificados como pertencentes
aos géneros Pseudomonas e Bacillus, os quais foram obtidos de ambientes contaminados por
petroleo para averiguar seu potencial na degradacdo dos hidrocarbonetos do petréleo e na
producdo de biossurfactantes.

Na literatura bactérias pertencentes ao género Bacillus sdo amplamente descritas como
constituintes das comunidades microbianas em ambientes contaminados por petréleo, e
destaca-se o potencial desse género em fazer uso dos hidrocarbonetos presentes no petréleo
como fonte de carbono e energia (NAPP et al., 2015; CRUZ et al., 2011; NKWELANG et al.,
2008).

O género Pseudomonas apresenta espécies capazes de produzir biossurfactantes,
especialmente ramnolipideos, e se destaca por conter as espécies eficazes na degradacdo dos
hidrocarbonetos do petréleo, frequentemente encontradas em ambientes contaminados por
hidrocarbonetos (CAMEOTRA; SINGH, 2009; JARAMILLO; PABA; OSPINO, 2010; NAPP
etal., 2015; CAMARA et al., 2016).

A producdo de biossurfactantes por isolados bacterianos € muito importante devido ao
grande potencial que essas substancias apresentam em processos de biorremediacdo, ja que
podem atuar facilitando a biodegradacéo e aumentando a biodisponibilidade de hidrocarbonetos
do petrdleo (MINF et al.,, 2011). A producdo de ramnolipideos tem sido investigada
principalmente em espécies bacterianas pertencentes ao género Pseudomonas (WITTGENS et
al., 2011; WIGNESWARAN et al., 2016).

Foi verificado que grande parte dos isolados tiveram resultados positivos quanto a
emulsificacéo e a estabilidade da emulsdo, o que pode indicar o potencial desses isolados no
processo de biorremediacdo, considerando-se que a capacidade de emulsificar de 6leos aumenta
a taxa de degradacao destes compostos (NAPP et al., 2015). A estabilidade das emulsGes € um
fator de grande importéncia, estudos de Decesaro et al. (2013) indicam que biossurfactantes
que formam emulsdes estaveis podem ser utilizados em processos de biorremediagdo, e
segundo Mnif et al. (2011) é clara a relacdo entre a producdo de biossurfactantes e a
biodegradacao de hidrocarbonetos.

No presente trabalho, 40% dos isolados apresentaram emulsdes estaveis quando
utilizados sobrenadantes livres de células, indicando a presenca de biossurfactantes
extracelulares. Este tipo de biossurfactantes é vantajoso, pois, facilita o processo de sua
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recuperacdo e aplicacdo, sendo, portanto, preferencial para a industria (MINF et al., 2011;
LEITE et al., 2016).

O teste de hemolise, é amplamente utilizado para rastrear os isolados envolvidos na
producdo de biossurfactantes (THAVASI et al., 2013; SHAVANDI et al., 2011). Todos 0s
isolados testados nesse trabalho foram positivos em relacdo ao teste de hemolise, indicando a
producdo de dois tipos de biossurfactantes que sdo: surfactina ou ramnolipideos (YOUSSEF et
al., 2004; THAVASI et al., 2013). Devido ao fato de que outros fatores como a producédo de
hemolisinas pelos microrganismos ou fatores de viruléncia podem lisar as células sanguineas
nos testes de hemolise podem ocorrer resultados falso positivos (YOUSSEF et al., 2004; LEITE
et al., 2016). Ainda assim, Carrillo et al. (1996) afirmam haver associacdo entre atividade
hemolitica e a producéo de biossurfactantes e recomendaram o uso do teste de hemolise como
um método primario para rastrear a producdo destes compostos.

O teste para producdo de ramnolipideos em meio CTAB-azul de metileno revelou que
grande parte dos isolados testados foram positivos. Outros trabalhos como os de Walter, Syldatk
e Hausmann (2010), Kumar et al. (2012) e Plociniczak et al. (2014) também fizeram uso deste
teste para rastreio de linhagens produtoras de biosurfactantes e especialmente de ramnolipideos.
Aparna, Srinikethan e Smitha (2012) e Sarafin et al. (2014) detectaram ramnolipideos
produzidos por espécies pertencentes ao género Pseudomonas utilizando o metodo CTAB-azul
de metileno.

O gene rhlAB, comumente encontrado em P. aeruginosa (DUBEAU et al., 2009;
LEITE et al., 2016), é relatado na literatura como envolvido na producao de ramnolipideos
(MEDINA; JUAREZ; SOBERON-CHAVEZ, 2003). Nesse trabalho quatro isolados foram
positivos para a presenca desse gene. Segundo Déziel et al. (2013) e Wigneswaran et al. (2016)
a biossintese de ramnolipideos em P. aeruginosa envolve outros genes além do gene rhlAB,
sugerindo que outros isolados positivos no meio CTAB-azul de metileno e negativos com
relacdo a presenca do gene rhlAB podem possuir outros genes envolvidos na producao destes
compostos.

O gene alkB na literatura é amplamente utilizado como biomarcador na detecgéo de
isolados bacterianos com potencial de biodegradagdo de hidrocarbonetos, pois, a enzima
codificada pelo gene alkB é responsavel pela hidrolise de alcanos (JURELEVICIUS et al.,
2013; VIGGOR et al., 2013; NIE et al., 2014), os quais sdo 0s principais compostos encontrados
no petrdleo e seus derivados. Nesse trabalho em nove dos dez isolados foi detectado o gene
alkB. Pesquisas de Paisse et al. (2011), Wang et al. (2013), Viggo et al. (2013) e Das, Yang e

MA (2014) mostram que varias espécies bacterianas possuem diversos genes que codificam
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enzimas ativas na degradacdo de hidrocarbonetos, entre essas enzimas inclui-se a alcano
monoxigenase codificada pelo gene alkB, ressaltando-se que outros genes podem estar
envolvidos na biodegradacédo de alcanos, e que muitas vias relacionadas com a degradacéao de
hidrocarbonetos por microrganismos podem ainda ser desconhecidas (ANNWEILER;
MICHAELS; MECKENSTOCK, 2002; KOMA; CHUNG; KUBO, 2003; NAPP et al., 2015).
Viggor et al. (2013) constatou a presenca do gene alkB em bactérias que apresentam
crescimento em ambientes contaminados por hidrocarbonetos.

Dois isolados identificadas como P. aeruginosa, 0os mais ativos na emulsificacédo e
degradacdo de petrdleo, foram utilizados nos experimentos de microcosmo desse trabalho. Essa
espécie bacteriana ja é descrita por sua capacidade em utilizar os hidrocarbonetos do petréleo
como fonte de carbono e energia (DAS; CHANDRAN, 2011).

Nos experimentos microcosmo do solo e da dgua do mar, na presenca de 1% de 6leo
diesel, os isolados apresentaram consideravel crescimento bacteriano apés 5 dias de incubacé&o.
Esses dados corroboram com Gertle et al. (2012) que relatam que o0 aumento inicial no nimero
de células de bactérias € comum na degradacdo do 6leo devido ao aumento subito dos niveis
de carbono.

No experimento de microcosmo do solo observou-se diminuicdo da contagem de
bactérias ap6s 15 dias, € provavel que isso se dé devido a diminuicdo de hidrocarbonetos
facilmente degradaveis, como pode ser visto no trabalho de Lin et al. (2011). No experimento
de microcosmo realizado por Asadirad et al. (2016), as linhagens bacterianas ap6s o periodo de
30 dias de incubacao no solo contaminado com petrdleo apresentaram morte celular. Bento et
al. (2005) demonstram que a maior taxa de degradacdo de Oleo diesel, em experimento
microcosmo no solo contaminado, é observada nas primeiras semanas. ApOs esse periodo a
maior parte dos hidrocarbonetos ja foi degradado e portanto, a diminuigdo de disponibilidade
de nutrientes pode limitar o crescimento microbiano. E possivel também, que os produtos
intermediarios toxicos formados na degradacao de hidrocarbonetos possa inibir a o crescimento
e acdo de microrganismos (BENTO et al., 2005).

No experimento de microcosmo da dgua do mar observou-se aumento da densidade
populacional apos 5 dias de incubacéo e leve diminuigdo da contagem de bactérias apos 15 dias,
corroborando com dos dados obtidos por Jurelevecius et al. (2013) que constataram diminuigédo
da densidade populacional de bactérias testadas devido a diminui¢cdo de concentracdo de
hidrocarbonetos quando comparada as concentragdes iniciais do experimento.

Vérios fatores nutricionais e fisico-quimicos, além de concentracdo de petroleo,

podem afetar o crescimento de bactérias introduzidas no solo ou &gua contaminados por
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petroleo. A adicdo de NHsNO3 e KH2PO4 como fontes de nitrogénio e fosforo pode estimular
0 crescimento de bactérias que precisam de macro nutrientes para garantir a degradacéo efetiva
do 6leo (ATLAS, 1995). Millioli et al. (2008) constatam que o nitrogénio em forma de NHas ou
NHs é facilmente assimilado pelos microrganismos, estimulando a biodegradagdo dos
contaminantes. Lin et al. (2011) verificaram que embora o nitrogénio seja sugerido como o
principal nutriente inorgéanico limitante na biorremediacdo do solo a taxa de degradagéo de
petréleo aumenta substancialmente com o aumento da concentracao de fosforo no solo.

Considerando que a agua do mar consiste em um ambiente com menor concentracdo
de nutrientes, quando comparada ao solo, é notavel o fato de que nesse trabalho ambos 0s
ambientes tiveram resultados semelhantes quanto a dindmica populacional, em pesquisas de
Jurelevecius et al. (2013) a 4gua do mar também ndo foi limitante ao crescimento celular
bacteriano. Apesar da alta salinidade, esse fato ndo afetou a dinamica populacional dos isolados
neste trabalho. Minf et al. (2011) relataram também que as concentracgdes elevadas de NaCl ndo
afetou a capacidade de crescimento de microrganismos, tampouco afetou a capacidade de
producdo de biosurfactantes por esses seres.

Nesse trabalho buscou-se encontrar isolados capazes de utilizar o 6leo diesel como
fonte de carbono e que podem oferecer potencial de utilizacdo em processos de biorremediacéo
de ambientes contaminados com dleo diesel (ANDRADE; AUGUSTO; FONTES JARDIM,
2010). O uso da biorremediacdo como uma estratégia de limpeza suplementar no derramamento
de 6leo envolvendo o navio petroleiro Exxon Valdez, no Alasca, provou ser um bom exemplo
da aplicacdo prética desta tecnologia (LUO et al., 2014). Em ambientes contaminados pelos
hidrocarbonetos do petr6leo o éxito no processo de biorremediacao além de depender de fatores
ambientais e da composicdo do contaminante, depende também da disponibilidade de
microrganismos adequados (JARAMILLO; PABA; OSPINO, 2010).

Os resultados obtidos nesse trabalho indicam o potencial de isolados de P. aeruginosa
para uso na biorremediacdo de solos e agua do mar contaminados por petrdleo. Pesquisas
futuras se tornam necessarias para avaliar a taxa de degradacao de hidrocarbonetos por isolados

analisados e otimizar as condigOes para a biorremediacéo.
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6 CONCLUSOES

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Os isolados de bactérias analisados nesse estudo foram identificados como
pertencentes aos géneros Bacillus e Pseudomonas.

A maioria dos isolados bacterianos apresentaram capacidade de emulsificagdo do
6leo diesel e producdo de biossurfactantes.

O gene de alcano monoxigenase (alkB) relacionado a capacidade de degradar o
Oleo diesel, foi encontrado em todos os isolados de bactérias, com excecdo de
Pseudomonas sp. AG13.

Todos os isolados de P. aeruginosa apresentaram o gene rhlAB, que é relacionado
a producao de ramnolipideos, nos isolados do género Bacillus esse gene néo foi
detectado.

Os experimentos microcosmo com solo e &gua do mar com adi¢do de 1% de 6leo
diesel revelaram que a densidade maxima dos isolados bacterianos de P.
aeruginosa P1R16 e P1R42 foi atingida ap6s 5 e 10 dias de incubacdo,
respectivamente.

Os isolados P. aeruginosa P1R16 e P1R42 analisados neste estudo s&o promissores
para uso em processo de biorremediacdo, sendo necessario a realizacdo de
pesquisas mais detalhadas utilizando os consércios microbianos e otimizagdo de

condicdes nutricionais e fisico-quimicas de microcosmo.
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