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RESUMO

Rizobactérias apresentam capacidade simbidtica, fixadora de nitrogénio, eficiéncia na
producdo de biopolimeros, biossurfactantes e mostram capacidades na biorremediacdo de
ambientes contaminados. Este trabalho avaliou a morfologia das coldnias de rizobactérias
isoladas de nddulos de leguminosas que mostraram a habilidade de degradar 6leos vegetais e
gorduras, bem como sua identificacdo molecular. Para os testes de morfologia das col6nias,
bem como a coloracdo de GRAM, foram utilizados 30 isolados de rizobactérias depositados na
Colecédo do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia. Os resultados mostraram que 10
colbnias apresentaram forma circular e 20 apresentaram forma irregular; 18 exibiram borda
regular e 12 exibiram borda irregular; quanto a elevacdo das coldnias, 23 foram planas e sete
elevadas; dez isolados apresentaram transparéncia e 20 ndo; 27 col6nias séo de cor branca e
trés amarelas; quanto a aparéncia, 10 coldnias sdo heterogéneas e 20 homogéneas. No que
concerne ao muco, nove exibiram pouca quantidade, 13 moderada e oito abundante; quanto a
aparéncia do muco, 20 sdao homogéneas e 10 heterogéneas. O tipo morfoldgico das bactérias
observadas foi: bastonete, sendo possivel verificar arranjos de: diplobacilos e estreptobacilos.
A partir do sequenciamento da regido do gene 16s rRNA, foram identificados 11 individuos do
género Paenibacillus, 9 individuos do género Bradyhizobium, 5 individuos do género Bacillus,
4 individuos do género Rhizobium e um didividuo do género Enterobacter. De acordo com a
coloracdo de Gram, 10 isolados sdo Gram-positivos e 20 rizobactérias sdo Gram-negativas. A
morfologia das 30 rizobactérias apresentaram diferencas entre si. Essas diferencas podem ser

usadas para facilitar estudos mais detalhados com essas rizobacterias.
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ABSTRACT

Rhizobacteria have symbiotic, nitrogen-fixing capacity, efficiency in the production of
biopolymers, biosurfactants and have capabilities in bioremediation of contaminated
environments. This work evaluated the morphology of rhizobacteria colonies isolated from
legume nodules, that showed the ability to degrade vegetable oils and fats, as well as their
molecular identification. For colony morphology tests, as well as GRAM staining, 30
rhizobacteria isolates deposited in the National Amazon Research Institute Collection were
used. The results showed that 10 colonies had a circular shape and 20 had an irregular shape;
18 exhibited a regular border and 12 exhibited an irregular border; regarding the elevation of
the colony, 23 were flat and seven were elevated; ten isolates showed transparency and 20 did
not; 27 colonies are white and three are yellow; As for appearance, 10 colonies are
heterogeneous and 20 homogeneous. Regarding mucus, nine showed little quantity, 13
moderate and eight abundant; As for the appearance of the mucus, 20 are homogeneous and 10
are heterogeneous. The morphological type of the bacteria observed were rod, making it
possible to verify arrangements of: diplobacilli and streptobacilli. From the sequencing of the
16s rRNA gene region, 11 individuals of the genus Paenibacillus, 9 individuals of the genus
Bradyhizobium, 5 individuals of the genus Bacillus, 4 individuals of the genus Rhizobium and
one individual of the genus Enterobacter were identified. According to Gram staining, 10
isolates are Gram-positive and 20 rhizobacteria are Gram-negative. The morphology of the 30
rhizobacteria showed differences between them. These differences can be used to facilitate
more detailed studies with these rhizobacteria.
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1 INTRODUCAO

Os lipideos sdao uma classe de substancias quimicas cuja principal caracteristica € serem
hidrofébicas, ou seja, ndo serem sollveis em &gua. Os exemplos mais conhecidos de lipideos
sdo os acidos graxos e seus derivados, esterdis, ceras e carotenoides. Nos 6leos e gorduras, 0s
acidos graxos podem ser encontrados livres ou, preferencialmente, combinados. Na forma
combinada, seus derivados sdo normalmente encontrados como monoacilglicerdis,
diacilglicerais e triacilglicerois (Ramalho; Suarez, 2013).

Entre os lipideos, o grupo conhecido como 06leos e gorduras e seus derivados teve uma
importancia impar na historia da humanidade. O 6leo derivado de vegetais tem como matéria
prima as gorduras obtidas por meio de plantas e sementes como o caju, a linhaga, o girassol, o
buriti, a mamona; grdos como o milho, a soja ou também por outros alimentos de origem vegetal
tais como abacate, azeitona, abobora, canola, entre outros (Wildner; Hillig, 2012). Apos o
processo de refino e producdo, o 6leo obtido pode ser utilizado ndo s6 na preparacdo de
alimentos, como também em componente de lubrificantes, itens de pintura ou como
componente de combustivel (Costa Neto et al., 2000).

O residuo do 6leo de cozinha proveniente de residéncias, comércio e industrias € um
produto potencialmente poluidor quando descartado de maneira inadequada em rios e riachos
ou simplesmente em pias e vasos sanitarios, indo parar nos sistemas de esgoto causando danos,
como entupimento dos canos e o encarecimento dos processos das estacfes de tratamento, além
de contribuir para a poluicdo do meio aquatico, ou, ainda, no lixo doméstico, uma vez que o
6leo impede a troca de oxigénio e mata seres vivos como plantas, peixes e microrganismos.
Além disso, impermeabiliza o solo, contribuindo para as enchentes. Um litro de 6leo de cozinha
utilizado contamina um milhdo de litros de agua, o suficiente para uma pessoa usar durante 14
anos (Zucatto et al., 2013). Fora da rede de esgoto, a presenca de 6leo nos rios cria uma barreira
que dificulta a entrada de luz e oxigénio na agua, pois sdo formados predominantemente por
ésteres de triacilglicerdis (produtos resultantes da esterificagdo entre o glicerol e &cidos graxos),
comprometendo a base da cadeia alimentar aquatica, os fitoplanctons e resultam
consequentemente na mortandade de peixes e de todas as formas de vida no local afetado.
Também contribui para a formacao de bancos de lamas nos rios, contaminando, assim, aguas
que, por vezes, séo usadas inadequadamente para o consumo humano (Alberici; Pontes, 2004).

A presenca desses compostos no solo e sedimentos despertou grande preocupagdo em

autoridades ambientais e pesquisadores, uma vez que comprometem a sobrevivéncia de muitas
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espécies, e podem causar uma gama de ameacas para a saide humana e ambiental, alterando o
equilibrio ecologico (Dos Santos et al., 2017).

Na tentativa de fazer reparo adequado em areas contaminadas, utiliza-se uma técnica
muito explorada nas Ultimas décadas conhecida como biorremediacdo. Essa tecnologia
compreende o processo de transformacdo e/ou degradacdo de compostos toxicos para torna-lo
ecologicamente inofensivo. Esse processo é feito por meio do emprego de micro-organismos
inerentes ao proprio meio ambiente e adaptaveis ao produto contaminante. A eficiéncia da
biorremediacdo € limitada se as condicGes fisico-quimicas ndo forem favoraveis a
sobrevivéncia e a atividade de micro-organismos degradadores. E, portanto, necessario um

rigoroso controle e definicdo de parametros para aplicacdo dessa técnica (Jacques et al., 2007).
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1.1. JUSTIFICATIVA

A biodegradagdo de um composto quimico no meio ambiente depende, sobretudo, da
presenca de uma populacdo de microrganismos capazes de metabolizar a molécula original e
seus produtos de degradacdo. Ndo existem, na biosfera atual, rotas enzimaticas catabdlicas
capazes de degradar todos 0s compostos novos que a cultura humana sintetizou durante os
ultimos 100 anos. Alguns xenobioticos podem ser biodegradados por microrganismos que
possuam enzimas capazes de catabolizar moléculas especificas, ou mesmo pela a¢do conjunta
de consorcios microbianos, em que cada microrganismo atua individualmente sobre diferentes
etapas do processo de biodegradacdo (Gaylarde et al., 2005). A maior parte dos compostos
oleosos (de 60% a 90%) é biodegradavel, entretanto, o restante (de 10% a 40%), em estado
bruto ou refinado, é recalcitrante. O destino destes compostos, apds um derrame, ira depender
da interacdo, entre varios fatores, podendo se destacar a degradacdo microbiana (Andrade et
al., 2010; Chorom et al., 2010). Isso demonstra a importancia de recorrer a técnicas ou estudos
que oferecam subsidios para a montagem de operacdes de remediagdo dos danos causados, com
menor custo e menor dano ambiental, uma vez que estamos lidando com organismos
fundamentais para o perfeito funcionamento dos ecossistemas aquaticos e terrestres, pois alguns
microrganismos possuem caracteristicas peculiares para a biorremediacao.

Espécies de bactérias e fungos, isoladas do solo, da agua do mar, de sedimentos
marinhos e de areas contaminadas por 6leos, vém sendo estudadas para aplicacdes ambientais
como a biorremediacao, dispersao de efluentes oleosos, otimizagédo da recuperacédo de 6leos e
transferéncia de 6leo cru, pois sdo produtoras de compostos conhecidos como biossurfactantes.
Estes compostos exibem propriedades surfactantes, isto é, diminuem a tensdo superficial e
consistem em produtos metab6licos de microrganismos, podendo substituir os surfactantes
sintéticos no futuro, especialmente em inddstrias de alimentos, cosmética e farmacéutica, bem
como produtos de limpeza industriais, produtos quimicos agroindustriais e em processos de
biorremediag&o, ja que sdo biodegradaveis, possuem baixa toxicidade e apresentam estabilidade
em valores extremos de pH, temperatura e salinidade (Pinto et al., 2009; Chandra et al., 2009).

A utilizacdo dessas bactérias pertencentes ao grupo de rizébios pode tornar-se uma
alternativa vidvel e segura para a biorremediagdo de solos contaminados, uma vez que nao sao
patogénicos as plantas e/ou animais, inclusive ao homem e ainda, sdo fundamentais no manejo
agricola sustentavel na Amazonia, fixam nitrogénio e solubilizam fosfatos pouco soltveis do

solo promovendo o crescimento das plantas.
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1.2. REFERENCIAL TEORICO

1.2.1. Oleos e gorduras

Os Oleos e gorduras sdo substancias insolGveis em agua (hidrofébicas), de origem
animal ou vegetal, formados predominantemente por ésteres de triacilglicerdis, produtos
resultantes da esterificacdo entre o glicerol e acidos graxos. Esses compostos tém em comum a
presenca de cadeias organicas com um elevado nimero de carbonos, o que Ihes confere o carater
hidrofobico, podendo apresentar apenas atomos de carbono e hidrogénio ou ainda, grupos
funcionais com heteroatomos, como alcodis, fendis, acidos carboxilicos, ésteres, entre outros.
Nos 6leos e gorduras, os acidos graxos podem ser encontrados livres ou, preferencialmente,
combinados. Na forma combinada, seus derivados sdo normalmente encontrados como
monoacilglicerdis, diacilglicerdis (importante como mulsionantes) e triacilgliceréis (Figura 1),
estes Ultimos sdo compostos insolUveis em agua e a temperatura ambiente, possuem uma

consisténcia de liquido para solido. (Ramalho; Suarez, 2013).
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Figura 1 - Estrutura geral de um triacilglicerol (R1, R2, R3 = grupo alquil saturado ou insaturado; podendo ser
igual ou diferente).

Os oOleos vegetais possuem de uma a quatro insaturacoes (ligacGes duplas) na cadeia
carbdnica, sendo liquidos a temperatura ambiente; as gorduras sdo solidas a temperatura
ambiente, devido a sua constituicdo em &cidos graxos saturados. Assim, gorduras animais como
a banha, o sebo comestivel e a manteiga, sdo constituidas por misturas de triacilglicerois, que
contém um ndmero de saturacdes maior do que o de insaturacGes, conferindo-lhes maior ponto
de fuséo (Goncalves et al., 2002; Moretto et al. 2002).

Os 6leos, possuem um nimero maior de insaturacdes e expressam menor ponto de fusdo
(Faria et al., 2002). Seguindo esta linha de pensamento, a classificacdo de lipideos em 6leos e

gorduras ndo depende da natureza da fonte oleaginosa (animal ou vegetal), mas apenas do ponto
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de fusdo da mistura na temperatura ambiente de 25 °C. Quando estdo sob forma sélida sdo
chamados de gorduras e quando estdo sob forma liquida s&o chamados de dleos (Faria, et al.,
2002; Hidalgo; Zamora, 2003; Suarez et al., 2007; Ramalho; Suarez, 2013). Na Tabela 1, séo
apresentados o teor de gordura saturada e insaturada e o teor em &cidos graxos em alguns 6leos

vegetais estudados neste trabalho.

Tabela 1 - Teor de &cidos graxos em éleos vegetais.

Acido graxo poli-insaturado

Bleos Acido graxo Aci(_jo graxo S T
saturado monoinsaturado Acido linoleico  Acido Linolénico
CANOLA 6% 58% 26% 10%
GIRASSOL 11% 2% 69% —
MILHO 13% 25% 61% 1%
SOJA 15% 24% 54% 7%

Fonte: MORETTO; FETT (1998) modificado.

1.2.1.1. Oleo de Soja

A soja (Glycine max) é um dos mais antigos produtos agricolas que o homem conhece
e comecou a ser cultivada pelos chineses ha cerca de 5.000 anos. H& 3.000 anos espalhou-se
pela Asia e, no inicio do século XX, passou a ser cultivada comercialmente nos Estados Unidos.
No Brasil, a soja chegou com os primeiros imigrantes japoneses em 1908, mas foi introduzida
oficialmente no Rio Grande do Sul em 1914, embora a sua expansao no Brasil tenha acontecido
somente nos anos 70 devido ao interesse crescente da industria de 6leo e 8 demanda do mercado
internacional (Jorge, 2009).

Na atualidade, a soja domina o mercado mundial tanto de proteina vegetal como de 6leo
comestivel, sendo considerado o mais utilizado no mundo. O 6leo de soja surgiu como um
subproduto do processamento do farelo de soja e tornou-se um dos lideres mundiais no mercado
de dleos. Segundo a FAO, os principais paises produtores de soja sdo: EUA (66%), Brasil
(27%), Argentina (18%), China (9%) e india (4%). E o principal 6leo comestivel consumido
no Brasil, com um consumo de 6,05 milhGes de toneladas em 2013/2017 (Abiove, 2018).

Os acidos graxos insaturados representam 85% do total de lipidios no 6leo de soja, e
aproximadamente 60% destes sdo constituidos pelos acidos graxos essenciais, como linoleico
(35— 60%) e linolénico (2,0 — 13,0%). Dentre 0os compostos minoritarios do 6leo de soja, estdo
os tocoferois, substancias que despertam grande interesse devido a seu carater vitaminico e a

sua atividade antioxidante. Apesar de sua ampla utilizacéo, o 6leo de soja algumas desvantagens
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quando comparado a outros 6leos vegetais. As vantagens incluem: o alto nivel de insaturacao
presente; o 6leo se mantém liquido sobre uma oscilagdo de temperatura relativamente ampla;
pode ser hidrogenado parcialmente; os fosfatos, restos de metais e sabdes que permanecem apos
a extracdo podem ser removidos facilmente para obter um produto de alta qualidade; e a
presenca natural de antioxidantes (tocoferdis) que ndo foram removidos durante o
processamento também contribuem para sua estabilidade. As desvantagens incluem: os fosfatos
estdo presentes em quantidades relativamente altas (superior a 2%); contém niveis elevados de
acido linolénico, o qual é responsavel pela reversédo de seu sabor e odor. O 6leo de soja é impar
em suas propriedades, sendo indicado para um vasto nimero de aplicacBes, tais como
preparagdo de assados, margarinas, dleo para salada, maionese, etc. No Brasil, o 6leo de soja
responde por aproximadamente 95% do consumo de Oleos vegetais, sendo utilizado nas
cozinhas preferencialmente como base de frituras (Alberici e Pontes, 2004; Wildner e Hillig,
2012; Rudorff et al., 2018).

1.2.1.2. Oleo de Canola

O termo canola, provavelmente derivado de CANadian Oil Low Acid, foi registrado
inicialmente pela Western Canadian Oilseed Crushers Association para referir-se ao 6leo,
farelo e sementes provenientes de variedades contendo 5% ou menos de &cido erdcico no 6leo
e 3 mg ou menos de glucosinolatos por grama normalmente medidos no farelo. Posteriormente,
em 1980, os direitos de registro da marca foram transferidos para o Conselho de Canola do
Canada e, em setembro de 1986, foi definido que os requisitos para o uso da marca exigiam que
0 Oleo tivesse menos de 2% de acido erucico e que os componentes slidos da semente deveriam
conter menos de 30 micromoles de glucosinolatos por grama. Em 1988, o 6leo de canola foi
aceito pela Food and Drug Administration (FDA) (Abiove, 2018).

As sementes de canola (Brassica napus e Brassica campestres) séo pequenas, redondas
e podem ser de coloracdo amarela, marrom ou preta, com contetido de 6leo variando entre 40 a
60%. Atualmente o 6leo de canola € muito consumido no Canadé, onde ocupa 80% do mercado
de 6leos para salada e supre 25% do mercado mundial (Jorge, 2009).

O ¢6leo de canola apresenta, dentre os 6leos vegetais, 0 menor contetdo de acidos graxos
saturados, 2,5 a 6,5% de acido palmitico e 0,8 a 3,0% de &cido estearico. Tem alto teor de
monoinsaturados, 53,0 a 70% de &cido oléico e também alto teor de poliinsaturados, 15 a 30%

de &cido linoléico e 5 a 13% de &cido linolénico (Moretto, et al., 2002).
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O 6leo pode ser obtido por prensagem ou por extragdo com solvente ou uma combinagao
dos dois metodos. O 6leo bruto é de coloragdo ambar escuro e contém alto nivel de fosfatidios
(3,5%), pigmentos e compostos sulfurados. O oOleo refinado é amarelo claro e livre de cera,

fosforo e de enxofre e apresenta odor e sabor suave (Ramalho; Suarez, 2013).

1.2.1.3. Oleo de Girassol

O oleo de girassol (Helianthus annuus) é constituido por uma pequena quantidade de
acidos graxos saturados (aproximadamente 10%) e € rico em acido linoléico, cerca de 70%,
acido graxo considerado essencial a saide humana, o que confere ao 6leo de girassol designacéo
de alimento funcional. Outra caracteristica importante € que este 6leo é uma excelente fonte de
vitamina E. Existem estudos mostrando que o consumo de 6leo de girassol favorece a redugéo
do colesterol plasmatico e da fracdo LDL (lipoproteina de baixa densidade) contribuindo,
assim, para prevencéo da arteriosclerose e problemas cardiovasculares (Jorge, 2009).

O oleo de girassol possui maior valor econdmico por diferenciar-se dos demais 6leos
vegetais na concentracdo de acidos graxos insaturados, sendo um dos 6leos mais bem cotados
no mercado internacional (Jorge et al., 2005).

De acordo com a National Sunflower Association, o 6leo de girassol é mais susceptivel
a oxidacdo em processos de fritura devido a grande quantidade de &cidos graxos poliinsaturados
presente em sua composic&o. E utilizado em saladas, no preparo de alimentos e na producéo de

margarinas e shortenings (Fernandes et al., 2008).

1.2.1.4. Oleo de Milho

O 6leo de milho (Zea mays L.) comercial é aquele obtido do gérmen do gréo de milho.
O gérmen representa 9% do grao e contém cerca de 83% do total de lipidios. Este cereal ndo é
cultivado por seu contetdo em 6éleo, o qual representa somente 3,1 — 5,7% do peso do gréo,
mas pelo seu elevado teor de amido (61 — 78%) e proteina (6 — 12%). Assim, a produgéo de
6leo de milho esta diretamente relacionada a demanda do mercado por amido de milho (Paes,
2006).

Os Estados Unidos sdo o maior produtor mundial de 6leo de milho, responsaveis por
mais da metade do total produzido mundialmente. Anualmente, o Brasil processa cerca de 78
mil toneladas de 6leo de milho que corresponde cerca de 4% da producdo mundial (Abiove,
2018).
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Os principais acidos graxos que compdem o 6leo de milho sdo: cido linoleico (34 —
62%), acido oleico (24 — 42%), acido palmitico (9 — 14%), &cido esteérico (0,5 — 4%) e acido
linolénico (< 2%). Os constituintes menores mais significativos compreendem os fosfolipidios,
os glicolipidios e a fracdo insaponificavel, constituida principalmente de tocoferais, fitosterdis
e carotenoides (Ramalho; Suarez, 2013). O teor de matéria insaponificavel no 6leo de milho,
1,3 — 2,3%, é mais alto que em outros 6leos vegetais comuns. Cerca de 60% da matéria
insaponificavel é composta de esterois, a maioria dos quais se encontra esterificada aos acidos
graxos. Entre os esterdis predominantes podem ser citados o B-sitosterol, o campesterol e 0
estigmasterol (Faria et al., 2002).

Apesar de altamente poli-insaturado, o 6leo de milho é bastante estavel, pois contém
altos niveis de antioxidantes naturais e baixa porcentagem de &cido linolénico. A alta
estabilidade do 6leo de milho pode, ainda, estar parcialmente relacionada a distribuicdo nao
casual dos acidos graxos nas moléculas dos triglicerideos. A maior parte dos acidos graxos
insaturados encontra-se esterificada na posicdo 2 dos triglicerideos que é menos reativa. Os
acidos graxos poli-insaturados estdo, portanto, mais protegidos das reacdes oxidativas. A
estabilidade oxidativa do 6leo de milho durante o uso e a auséncia de formacéo de precipitado
sob refrigeracdo tem contribuido para o aumento da sua demanda no mercado. Além disso, 0s
beneficios nutricionais, primariamente relacionados aos seus &cidos graxos insaturados e
conteudo de vitamina E, tem despertado o interesse por este tipo de 6leo. Os acidos graxos poli-
insaturados ajudam a regular os niveis de colesterol sanguineo, a sintese de eicosanoides e a
diminuir a pressao arterial (Jorge, 2009).

O 6leo de milho é utilizado, principalmente, como 6leo de cozinha e na elaboracdo de
margarinas, maioneses e molhos para salada. Tem sido utilizado, também, na fritura industrial
de batatas. Os beneficios nutricionais dos 6leos poli-insaturados tém aumentado o uso do 6leo

de milho em alimentos industrializados (Jorge et al., 2005).

1.2.1.5. Manteiga e Margarina

A manteiga é um produto gorduroso obtido exclusivamente da nata ou do leite de vaca
e tem como ingrediente obrigatorio o creme pasteurizado obtido a partir do leite de vaca e 0s
opcionais sdo o cloreto de sadio e fermentos lacticos selecionados (Braga, 2015). A composicédo
quimica da manteiga consiste em uma percentagem de aproximadamente 80-82 % de gordura;

16-18 % de &gua e 1,2 % de sal, sendo esta Ultima a mesma percentagem para proteinas, célcio
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e fosforo. Na manteiga, sdo encontradas vitaminas lipossoltveis fundamentais para o0 consumo
humano tais como: vitaminas A, D e E (Ouana, 2016).

A margarina € uma emulsdo de gorduras e 6leos com leite, que tém aparéncia de
manteiga, podendo conter aromas, corantes e substancias nutricionais, tais como vitaminas e
conservantes (Moretto, et al., 2002). Os maiores componentes da margarina sdo 6leos liquidos
e parcialmente hidrogenados, que sofrem processo de refinacdo, podendo ser classificadas
como vegetal, animal ou mista (Pinho e Suarez, 2013).

1.2.2. Oleo vegetal e impactos causados pela deposicao de seus compostos no meio
ambiente.

O o6leo derivado de vegetais tem como matéria-prima as gorduras obtidas por meio de
plantas e sementes como o0 caju, a linhacga, o girassol, o buriti, a mamona; grdos como o milho,
a soja ou também por outros alimentos de origem vegetal tais como abacate, azeitona, abobora,
a canola, entre outros (Wildner e Hillig, 2012). Apds o processo de refino e producéo, o 6leo
obtido pode ser utilizado ndo sé na preparacdo de alimentos, como também em componente de
lubrificantes, itens de pintura ou como componente de combustivel (Costa Neto et al., 2000).

O residuo do 6leo de cozinha proveniente de residéncias, comércio e industrias € um
produto potencialmente poluidor quando descartado de maneira inadequada em rios e riachos
ou simplesmente em pias e vasos sanitarios, indo parar nos sistemas de esgoto causando danos,
como entupimento dos canos e o encarecimento dos processos das estacfes de tratamento, além
de contribuir para a poluicdo do meio aquatico, ou, ainda, no lixo doméstico, uma vez que o
6leo impede a troca de oxigénio e mata seres vivos como plantas, peixes e microrganismos.
Além disso, impermeabiliza o solo, contribuindo para as enchentes (Wildner; Hillig, 2012).

A presenca desses compostos no solo e sedimentos despertou grande preocupagdo em
autoridades ambientais e pesquisadores, uma vez que comprometem a sobrevivéncia de muitas
espécies, e podem causar uma gama de ameacas para a saide humana e ambiental, alterando o

equilibrio ecoldgico (Dos Santos et al., 2017).

1.2.3. Biorremediacdo de ambientes impactados por 6leo vegetal

Na tentativa de fazer reparo adequado em areas contaminadas, utiliza-se uma técnica
muito explorada nas Ultimas décadas conhecida como biorremediacdo. Essa tecnologia
compreende o processo de transformacéo e/ou degradagdo de compostos toxicos para torna-los

ecologicamente inofensivos. Esse processo é feito por meio do emprego de microrganismos
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inerentes ao proprio meio ambiente e adaptaveis ao produto contaminante (Bundy et al., 2002;
Oliveira e Araujo, 2011). A eficiéncia da biorremediacdo é limitada se as condicdes fisico-
quimica ndo forem favoraveis a sobrevivéncia e a atividade de microrganismos degradadores,
e devido a isso, 0s processos bioldgicos da biorremediacao apresentam variacdes quanto ao tipo
de tratamento, podendo este ser in situ quando realizados no local e ex situ, quando realizados
fora do local contaminado (Gaylarde et al., 2005). Ambos envolvem procedimentos que podem
ser Biorremediacdo do Solo aplicados no tratamento de superficie ou de subsuperficies e
dependem de varios aspectos como a distribui¢do heterogénea dos rejeitos, a concentracdo do
contaminante, a toxicidade e a persisténcia do contaminante no local, bem como as condic¢Ges
favoraveis ao crescimento dos microrganismos. Portanto, é necessario um rigoroso controle e
definicdo de parametros para aplicacdo dessa técnica (Moreira e Siqueira, 2006; Jacques et al.,
2007).

Oliveira e Aradjo (2011) realizaram experimentos utilizando Bacillus subtilis para
remediar um solo contaminado por diferentes concentracfes de 6leo vegetal, descrevendo que
a técnica da bioaumentacdo com Bacillus subtilis ndo conseguiu incrementar a reducao dos
teores de extrato etéreo no solo contaminado com diferentes doses de 6leo vegetal. Este fato
demonstra que os diferentes compostos derivados de hidrocarbonetos nem sempre sao
degradados em igual proporgédo pelo mesmo microrganismo, defendendo assim, a ideia de que
cada espécie é responsavel por degradar um tipo de componente do 6leo fazendo-se necessario

0 uso de consorcios para melhorar a eficiéncia da biorremediacdo (Weber e Santos, 2013).

1.2.4. Biossurfactantes

A biorremediacdo de substratos com caracteristicas hidrofdbicas é limitada, devido a
dificuldade da sua utilizagdo pelos microrganismos (Paraszkiewicz et al., 2002). Alguns
microrganismos, porem, sdo capazes de produzir biossurfactantes, os quais apresentam
propriedades emulsificantes, dispersantes e solubilizantes, podendo ocasionar a utilizacdo de
substratos hidrofdbicos e, por consequéncia, a detoxificacdo (Banat et al., 2000). Portanto, por
definicdo, biossurfactantes sdo compostos de origem microbiana que exibem propriedades
surfactantes, isto é, diminuem a tensdo superficial e possuem alta capacidade emulsificante,
podendo realizar misturas de hidrocarbonetos em agua (Nitschke e Pastore, 2002).

Podem ser produzidos por uma diversidade de microrganismos, sendo a maioria por

bactérias e leveduras, e em menor quantidade, por fungos filamentosos (Al-Wahaibi et al.,



33

2014). As principais classes incluem glicolipideos, lipopeptideos e lipoproteinas que séo
derivados do metabolismo de bactérias, fungos e leveduras (Silva et al., 2009). Isto pode ser
demonstrado atraves do aumento significativo da degradacéo dos hidrocarbonetos presentes no
meio, onde a dindmica desse processo € baseada na habilidade dos biossurfactantes reduzirem
a tensdo superficial pelo remanejamento molecular, através do acumulo de compostos
insolGveis em superficies, influenciando as ligacdes de hidrogénio e interacdes hidrofilicas-
hidrofobicas. Isto faz com que a &rea superficial aumente, proporcionando uma maior
biodisponibilidade e consequente aumento da biodegradabilidade (Castiglioni et al., 2009). Os
biossurfactantes sdo mais eficientes do que os surfactantes sintéticos existentes e apresentam
propriedades que estes ndo possuem, tais como a maior seletividade e atividade especifica sob
condicdes extremas de pH, temperatura e salinidade. Os biossurfactantes produzidos por
microrganismos podem ser obtidos utilizando-se procedimentos relativamente simples e
substratos baratos, através de processos de fermentacdo. Agucares e 6leos sdo fontes de carbono
adequadas para a obtencdo de tensoativos ecologicamente seguros (Bueno et al., 2010); no
entanto, sua entrada no mercado em larga escala ainda esta limitada, devido ao seu alto custo
de producdo quando comparado aos sintéticos (Marqués et al., 2009). Alguns trabalhos ja
demostraram que rizobactérias produtoras de biossurfactantes também mostraram capacidades
de degradarem 6leo de cozinha, um contaminante muito comum jogado no meio ambiente pelo
ser humano apds seu uso na preparacao de alimentos (Cauper et al., 2017).

Selecionar bactérias com potencial para a producédo de biossurfactantes, baseando-se na
reducéo da tensdo superficial e aumento da atividade emulsificante, contribui com o processo
de biorremediacdo e demonstra habilidades desses microrganismos para degradacéo de 6leo,
por meio da producdo de agente surfactante, sugerindo uma possibilidade futura de aplicacéo

nos processos de contaminantes hidrofobicos.

1.2.5. Biodegradabilidade utilizando o indicador redox 2,6-DCPIP

A elaboracdo de metodologias para biodegradabilidade de determinadas substancias
requer ferramentas que possam viabilizar na geracéo de dados associados a biodegradacdo. Ao
mesmo tempo, estudos sobre caracterizagdo e perfil de bactérias especificas a biodegradagédo
de poluentes de natureza oleosa podem fornecer subsidios as tomadas de decisdo estratégicas
na escolha da técnica de biorremediacdo mais adequada (Bidoia et al., 2010). Desta forma,

alguns procedimentos tém sido usados para a identificacdo de cepas degradantes de
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hidrocarbonetos. Estes compreendem o isolamento de bactérias adaptadas a hidrocarbonetos do
liquido e meios sélidos suplementados com uma variedade de substratos de hidrocarbonetos
diferentes, medicdes de turbidez, consumo de oxigénio e producéo de didxido de carbono.

Para a biodegradacdo de compostos hidrocarbonados é essencial uma reacdo de
oxirredugdo, em que o hidrocarboneto é oxidado (doador de elétron) e um aceptor de elétron é
reduzido. Existem diferentes compostos que podem agir como aceptores de elétrons, entre eles
0 oxigénio (O2), o nitrato (NOgz’), os éxidos de Fe (111), o sulfato (SO42). A oxirreducdo do
sulfato € um dos sistemas redutores mais frequentes em microrganismos no meio ambiente,
todavia, em ambientes em totais condi¢cGes de anaerobiose, ocorre baixos niveis de reacdes
redox (Hutchins et al., 1991; ).

Os métodos colorimétricos, que possuem indicadores redox, séo utilizados para avaliar
precisamente o processo de biodegradacdo por microrganismos. Uma vez que as formas
oxidadas sdo coloridas e as formas reduzidas sdo incolores, as mudancgas de cor podem ser
monitoradas avaliando as mudancas no valor de absorbancia do indicador redox por meio de

um espectrofotdmetro (Hanson et al., 1993; Mariano, 2007).

1.2.6. Rizobactérias

Rizobactérias podem ser simbidticas e de vida livre e sdo consideradas essenciais ao
ecossistema de plantas por meio de varios mecanismos, tais como a biodisponibilidade de
elementos de crescimento como o nitrogénio, fosforo e possivelmente ferro, degradacdo de
matéria organica, inducdo de crescimento via sintese de fitormonios, e controle bioldgico
(Oliveira, 1999; Vessey, 2003; Ludwig et al.,, 2003). Por fazerem parte da populacdo
microbiana do solo, seu estudo pode conduzir a descoberta de estirpes de grande valor
econdmico para serem usadas na biorremediacdo de ambientes contaminados com compostos
de petroleo, visto que sdo adaptadas ao ambiente local, bem como podem mostrar maior
eficiéncia, habilidade competitiva e tolerancia as condicGes de estresse (Cauper, 2018). Esses
microrganismos despertam interesse em pesquisas relacionadas com a biorremediacdo de solos
por fazerem parte da populacdo microbiana do préprio solo contaminado, e por possuirem
enzimas também capazes de degradar componentes do Oleo. Estudos ja realizados com
rizobactérias mostraram que apresentam a habilidade de usarem petréleo como fonte de carbono

e, por possuirem classes que ndo sdo patogénicas a animais e plantas, apresentam potencial de
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uso na descontaminacdo de ambientes impactados com esse contaminante ou seus derivados, 0
que podera ter grande valor econémico e ambiental (Brito et al., 2017).

A habilidade dos microrganismos, como os fungos, de adaptar rapidamente o seu
metabolismo a diversas fontes de carbono e energia é um fator essencial para sua sobrevivéncia.
Fungos do género Trichoderma sdo conhecidos por sintetizarem diversos metabdlitos
secundarios, como inibidores de fitopatégenos antimicrobianos, produtores de fitohormonios e
enzimas como a celulase e a amilase (Pandey et al., 2000; Chandra et al., 2009). Estes vivem
livremente no meio ambiente ou parasitando outras espécies de fungos, sendo colonizadores de
sucesso de seus habitats. Esta caracteristica deve-se & sua potente maquinaria de degradacao do
substrato, que é realizada através de suas enzimas extracelulares (Patekoski e Pires-Zottarelli,
2016), tornando-os de grande interesse econdmico.
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2.  OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a degradacao e mineralizacéo de hidrocarbonetos em 6leos vegetais derivados de
vegetais e do leite por isolados de Rizobactérias ou consorcios resultantes da inoculagéo

conjunta destes microrganismos depositadas na colecdo de micro-organismos do INPA.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar a capacidade de degradacdo de Oleos derivados de vegetais (canola, soja,
girassol e milho) e do leite (margarina e manteiga de garrafa) por isolados de
Rizobactérias;

Testar consorcios dos microrganismos estudados, a partir de isolados de Rizobactérias
que apresentarem capacidade de utilizar 6leos (manteiga, margarina e 6leos de cozinha)
como fonte de carbono, através de enriquecimentos sob condic¢des aerdbias;

Avaliar o potencial de producdo de biossurfactantes pelos consércios de Rizobactérias

obtidos, tendo a manteiga, margarina e 6leos vegetais como Unica fonte de carbono;



3. METODOLOGIA

3.1. REATIVACAO DE MICRORGANISMOS

Para inicio das atividades praticas desse projeto,
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foram utilizados 30 isolados de

rizobactérias (Tabela 2) que estdo depositados na Colecdo de Microrganismos do Laboratorio

de Ecologia e Biotecnologia de Microrganismos do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia - INPA, que em testes anteriores (INPA R020, 178, 233, 236, 302, 304, 311, 321,
332, 529, 546, 547, 552, 555, 564, 565, 566, 568, 571, 577, 618, 631, 634, 657, 666, 672, 674,

675, 677 e 713), apresentaram capacidade de utilizar o petréleo e derivados como fonte de

carbono (Brito et al., 2018). Essas Rizobactérias foram isoladas através de nédulos coletados

usando a metodologia descrita por Vincent (1970) e Somasegaran e Hoben (1985).

Tabela 2 - Rizobactérias reativadas da colecdo de microrganismos do INPA e seus respectivos locais de coleta.

Rizobactérias
INPA R020

INPA R178, INPA R233

INPA R236

INPA R302

INPA R304

INPA R311

INPA R321

INPA R332

Local

Km 14
$2°59'45,8"
W60°01'23,2"

Km 927 (antigo43) da BR 174
S2°56'39"
W60°2'19,1"

Km 927 (antigo43) da BR 174
S2°56'39"
W60°2'19,1"

Rio Preto da Eva
S 2°40'13"

W 59°43'20,7"

Rio Preto da Eva
S 2°36'35,5"
W 59°43'25,5"

Rio Preto da Eva
S 2°40'13"
W 59°43'20,7"

Rio Preto da Eva
S 2°44'15,9"
W 59°45'50,1"

Rio Preto da Eva
S 2°44'10,1"
W 59°46'2,3"

Manacapuru

Planta

Rizosfera de Leguminosa

Dinizia excelsa

Enterobium
contortisiliquum
(Vell) Morong
Rhynchosia phaseoloides
(Tento)

Desmodium triflorum
(Amor do Campo)

Desmodium triflorum
(Amor do Campo)

Inga edulis
(Inga)

Tephrosia cinera
(Anil bravo)
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Tabela 2 - Rizobactérias reativadas da colecdo de microrganismos do INPA e seus respectivos locais de coleta.

Rizobactérias Local Planta
INPA R529 S 3°17'39" Rizosfera de Leguminosa
W 60°38'4"
INPA R546, INPA R547, Ramal do Caldeirdo km3 Pueraria phaseoloides
INPA R552, INPA R555 $3%12°26,9” (Feijao Bravo)
W 60°12° 2,5
INPA R564, INPA R565, Ramal do Caldeirdo km3 Pueraria phaseoloides
INPA R566, INPA R568, S$3%13° 41,97 (Feijdo Bravo)
INPA R571, W 60°13° 27,8
Estrada para Jandira; Beira do Rio Inga edulis
INPA R577, INPA R618 Solimdes, Varzea (Ingd)

S03°15°21,3”
W 060° 15” 33,17

Iranduba, Comunidade doJandira Vignia unguiculata
INPA R631 S03°15° 20,77 (Feijdo Caupi)
W 060°15° 15,5”
INPA R634 Jandira Vignia unguiculata
S03°15°20,0” (Feijdo Caupi)
W 060°15° 33,17
INPA R657 Balbina Rizosfera de Leguminosa
S02°35° 27

W 059°40° 11,17

INPA R666 INPA, campus V8 Swartzia polyphylla
S03°05° 28,67 (Arabd)
W 059°59° 36,77
Viveiro de Urucu Cedrelinga catenaeformis
INPA R672 S04°53°15.1” (Cedrorana)
W 065° 13° 31.5”
Balbina Rizosfera de Leguminosa
INPA R674 S$02°3°5.2”
W 059°40° 11.1”
Balbina Rizosfera de Leguminosa
INPA R675 S02°3°5.2”
W 059°40° 11.17
Balbina Inga edulis
INPA R677 S0203°5.2” (Ingé)
W 059°40° 11.1”
INPA R713 Manacapuru; Ramal do Laranjal
S 3°1524,7" Tephrosia cinera

W 60°31'0,5" (Anil bravo)
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3.2. COLORACAO DE GRAM

As culturas foram crescidas a 28°C, por sete dias, em placas de Petri com meio de cultura
YMA (Vincent, 1970; Somasegaran e Hoben, 1985). O procedimento consistiu em retirar uma
pequena amostra da cultura, com al¢a de platina e deposita-la em uma gota de agua em lamina
de microscopia, onde esse material foi espalhado em movimentos circulares em um so sentido,
obtendo-se assim um esfregaco de forma oval, uniforme e fino. Apds, fixou-se o esfregaco
passando a lamina na chama do bico de Bunsen. Em seguida, a lamina foi tratada com o reagente
Cristal Violeta, deixando agir por um minuto e lavada com &gua esterilizada de forma corrente
dos dois lados. Cobriu-se com Lugol por um minuto e novamente lavada conforme
procedimento anterior. Foi descorada com alcool-cetona, lavada e, adicionado sob a lamina
Fucsina por 30 segundos, €, novamente lavou-se em agua corrente (Detoni; Gilmara, 2011).

Por fim, apds estarem secas, as laminas foram visualizadas ao microscépio utilizando a
lente objetiva de 100 x sob 6leo de imersd@o em microscopio optico com aumento de 2.000
vezes. Culturas que apresentaram células de cor roxa foram assumidas como sendo Gram

positivas e aquelas de coloracdo rosea como Gram negativas.

3.3. MORFOLOGIA DAS RIZOBACTERIAS

A caracterizacdo morfolGgica das rizobactérias foi realizada observando-se as seguintes

caracteristicas, de acordo com a Tabela 3.

Tabela 3 - Descrigdo utilizada para caracterizar morfologicamente bactérias conforme Vincent (1970).

Morfologia das Bactérias Caracteristica
Forma da Coldnia Circular/ Irregular
Borda Regular/ Irregular
Elevacédo Plana/ Elevada
Transparéncia Sim/ Néo
Aparéncia da Colénia Homogénea/ Heterogénea
Cor da coldnia Branca/ Amarela
Muco Pouco/ Moderado/ Abundante

Aparéncia do muco Homogéneo/ Heterogéneo
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3.4. IDENTIFICACAO MOLECULAR DAS BACTERIAS

O DNA gendmico foi extraido utilizando o kit de extragdo Purelink Invitrogen. Foi
amplificada a regido 16S rRNA seguindo o procedimento do Borneman e Triplett (1997)
utilizando os oligonucleotideos iniciadores: 530F (5° - TGA CTG ACT GAG TGC CAG CMG
CCGCGG-3")e 1492R (5’ - TGA CTG ACT GAG AGC TCTACCTTG TTACGM YTT -
3"). Como controle de teste, foi utilizado o DNA bacteriano de Escherichia coli ATCC 25922.
O sistema de amplificac&o foi realizado em termociclador Biocycle, e o perfil térmico do PCR
foi: um ciclo inicial a 95°C/2 minutos, 35 ciclos a 95°C/40s, °60C/40s e 72°C/2 e finalmente
um ciclo de extensdo a 72°C/5 min. Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose 0,8% para a verificagdo dos fragmentos. O produto do PCR foi purificado
utilizando polietilenglicol 20% (NaCl 2,5M, PEG 20%) e quantificado em gel de agarose 0,8%.
A amostra foi sequenciada (ABI 3130- Applied Byosistems DNA sequence) e a sequéncia
obtida foi editada e avaliada utilizando o programa PHRED disponivel no endereco

(http://helix.biomol.unb.br/phph/index.html). Apds a obtencdo das sequencias F(forward) e R

(reverse) foi realizado alinhamento comparativo no banco de dados de genomas bacterianos
depositados no “GeneBank™ utilizando a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Searching
Tool) (SCHAFFER, ARAVIND, et al., 2001) do ‘“National Center for Biotecnology
Information” (NCBI) e também foram comparadas com o banco de dados do “Ribossomal

Database Project” (RDP).

3.5. TESTE DE DEGRADACAO DE DERIVADOS DE OLEOS VEGETAIS (OLEO DE
SOJA, OLEO DE CANOLA, OLEO DE GIRASSOL, OLEO DE MILHO),
MARGARINA E MANTEIGA DE GARRAFA POR ISOLADOS DE
RIZOBACTERIAS.

Para a realizacio desse teste foram utilizados 6leos vegetais (Oleo de soja - OS, Oleo de
Canola - OC, Oleo de Girasol - OG e Oleo de Milho - OM), margarina (M) e manteiga de
garrafa (MG). Foi avaliada a capacidade de degradacdo dessas fontes de carbono e o
crescimento bacteriano dos 30 isolados, através do método de riscagem proposto por Oliveira
e Magalhées (1999) modificado (BRITO, 2013), realizado em placas de Petri contendo meio
de cultura YMA e meio INPA, onde o manitol do meio YMA foi substituido por 0,1 mL de


http://helix.biomol.unb.br/phph/index.html
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6leos vegetais (OS, OC, OG e OM), M e MG como fontes de carbono, sendo acrescido também,
0,1 mL de 6leo nas placas contendo o meio INPA. Como controle foi utilizado o0 meio YMA e
meio INPA contendo agar. Esse teste foi realizado em quadruplicata. As avaliagdes foram feitas
a cada trés dias, no periodo de 15 dias, no qual as bactérias foram mantidas em laboratorio a
uma temperatura de 23 — 28 °C. De acordo com o desenvolvimento das coldnias nas quatro
zonas da placa (Figura 2), foram atribuidos valores para o crescimento para cada isolado
variando de 1 (sem crescimento visivel na placa) a 4 (maximo crescimento em todas as zonas),
segundo escala em faixa apresentada na Figura 3. Com base no crescimento em placas de Petri,
o0s isolados foram classificados como pouco, moderado ou elevado (Tabela 4). Para fins de
selecdo, foram escolhidos os isolados que apresentaram nota minima de 3,06 ao sexto dia de
teste. Os isolados selecionados foram utilizados em testes posteriores, onde foram avaliados o
potencial de degradacdo em meio liquido utilizando o indicador redox 2,6-diclorofenol-
indofenol (DCPIP).

e ; Zona 4

Fonte: Oliveira; Magalhdes (1999)
Figura 2: llustracdo do Método de riscagem para avaliacdo do crescimento de bactérias

1.0 1.25 1.5

Fonte: Oliveira; Magalhaes (1999)
Figura 3: Valores para crescimento de bactérias
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Tabela 4: Faixa de pontuacdo para avaliacdo do crescimento bacteriano utilizando o meio YMA com manitol e
YMA s/ manitol e com éleo vegetal

Crescimento Pontuagéo
Pouco 1,00 - 2,00
Moderado 2,06 — 3,00
Elevado 3,06 — 4,00

Fonte: Oliveira e Magalhes (1999)

3.6. BIODEGRADACAO DE DERIVADOS DE PETROLEO, UTILIZANDO A
TECNICA DO INDICADOR REDOX 2,6 DICLOROFENOL-INDOFENOL - DCPIP

O ensaio foi realizado em tubos de ensaio previamente estéreis, contendo 7,5mL de meio
YM liquido (sem fonte de carbono), 400uL do DCPIC, 25uL de dleo vegetais (OS, OC, OG e
OM), M e MG ¢ 100uL de indculo padronizado a 105 UFC.mL™* de isolados de rizébios/mL,
sendo determinado o numero de células em Camara de Neubauer. O experimento foi realizado
em triplicata, com trés tratamentos controle: dois controles negativos, um contendo meio
mineral YM, indicador DCPIP e éleo vegetais (OS, OC, OG e OM), M e MG, outro com meio
YM e DCPIP. O controle positivo, contera meio mineral YM, indicador DCPIP e in6culo de
isolados de rizébios/mL. Os tubos de ensaio foram incubados a 30 °C e a cada 24 horas foi
observado o desaparecimento da coloracdo azul do indicador DCPIP (forma oxidada) para a

incolor (forma reduzida) Mariano et al. (2007).

3.6.1. Percentual de degradacdo estimado por meio da absorbancia em
espectrofotometro de luz.

As leituras para determinacdo do percentual de degradacéo foram realizadas por meio
de espectrometria de varredura no intervalo de 200 a 450 nm. Foi utilizado o espectrofotémetro
Biospectro SP-220, frequéncia — 50/60 Hz. Uma reta padrdo foi construida (Figura 4) com
quatro concentracdes de DCPIP (0,25, 0,5, 0,7, e 1,0 mg.L™!) em meio mineral YM. A partir
dos dados de absorbéncia e das concentracbes de DCPIP em meio de cultura, foi obtido a
equacdo da reta com grau de confianga de 0,9974 (R?) e expressa pela equacdo: y = (1,497 *
Abssgs) + 0,0714, em que “y” representa a concentragdo de DCPIP (degradacao de derivados)
em cada isolado. Os melhores isolados serdo utilizados para os proximos testes e para a

formagdo de consorcios em meio liquido.
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Figura 4 — Equacdo da reta formada para obtencéo da concentragdo de DCPIP (degradacdo dos 6leos e gorduras)

3.6.2. Montagem e avaliacéo do teste visual de descoloracao

A leitura positiva foi dada com a atribuicdo de notas apds estes tempos, pela
descoloracdo do DCPIP, onde:
e Nota 1 - Coloracdo Total
e Nota 2 — Inicio da Descoloracdo
e Nota 3 — Descoloracéao Parcial
e Notad — Descolora¢do Quase Total
e Nota 5 — Descoloracéo Total.
Com os isolados selecionados foram conservados em meio liquido e utilizados em

outros testes.

3.7. ATIVACAO E DETECCAO DOS ISOLADOS PRODUTORES DE LIPASE NA
PRESENCA DE OLEOS VEGETAIS (OLEO DE SOJA, OLEO DE CANOLA,
OLEO DE GIRASSOL, OLEO DE MILHO), MARGARINA E MANTEIGA DE

GARRAFA.

Em testes anteriores realizados com 30 isolados de rizobactérias, utilizando éleos
vegetais (OS, OG, OC e OM), M e MG) como fontes de carbono em meios solido e liquido
foram selecionados os isolados que demonstrardo capacidade de degradacdo em todos os 6leos,

manteiga e margarina testados.
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A deteccdo da atividade da lipase é baseada na visualizacdo a partir de um meio de
cultura especifico contendo 6leo de oliva como substrato para a enzima, adicionado com corante
Rodamina B, onde a reacdo positiva é visualizada pela formagdo de um halo transltcido ao
redor da colbnia (Jaeger; Kouker, 1987; Saxena, Sheoran, et al., 2003). O meio de cultura
indutor para a lipase foi baseado em Sene et al. (2002) calibrado em pH 8,0 contendo 6leo de
oliva (2,0 % v/v), Tween 80 (1,0 % v/v), peptona (0,3% m/v), extrato de levedura (0,2% m/v),
KH2PO4 (0,2% m/v), MgS04 (0,1% m/v), CaCl2 (0,1% m/v), agar (1,8% m/v) e corante
Rodamina B (0,001% m/v). O pH 8,0 foi mantido constante, pois a enzima apresenta atividade
Otima nesse pH (Sharma et al., 2001; Snellman et al., 2002.; Castro et al., 2004 e Koblitz e
Pastore, 2004). Visando analisar o nivel de inducdo enzimatica nas rizobactérias, o experimento
foi montado tendo também como substrato indutor os 0leos vegetais (6leo de soja, Oleo de
canola, dleo de girassol, 6leo de milho), margarina e manteiga de garrafa. Os isolados foram
inoculados em cada placa e incubados a 25°C por 5 dias, sendo entdo analisadas sob luz
ultravioleta de 365 nm.

A avaliacio da atividade enzimatica foi feita através do indice de Ativacio da Lipase
(IE) obtido da relacéo entre o didmetro (¢) do halo transltcido ao redor da col6nia e o diametro
da coldnia [IE = ¢ halo (cm)/ ¢ colbnia (cm))], seguindo a metodologia descrita em Berraquero
(1976), Stamford et al. (1998) e Silva Filho e Vidor (2000). Adicionalmente, cada placa foi
exposta a luz ultravioleta (UV-A, 350nm) marca BIO-RAD modelo UV Lamp 1660500,
seguindo a metodologia proposta em Jaeger e Kouker (1987) para a confirmacao de col6nias
produtoras de lipase, que se tornam fluorescentes sob essa irradiacdo quando em contato com
0 corante. As bactérias foram repicadas para as placas de Petri de forma tal que se formaram quatro
colbnias por isolado e por placa de Petri (Figura 5). Foram utilizadas trés placas por isolado.
Baseado nos IS, as bactérias foram classificadas como isolados com baixa (IE<2), média (2 > IE <

4) e alta (IE>4) capacidade de solubilizag&o.

— .____AE.____,. - ¢ halo (mm)

¢ colonia (mm)

Figura 5- Distribuicdo das colonias nas placas de Petri para verificagdo do halo de solubilizaco como indicativo

de solubilizacao de fosfatos de calcio e de aluminio. ¢ C= diametro da coldnia, ¢ H= diametro do halo.
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3.8. CURVA DE CRESCIMENTO

Ao término do crescimento em placa, as rizobactérias foram transferidas para tubo de
ensaio onde foi feita a padronizacao de acordo com a escala de MacFarland a uma concentragdo
de 10°. Apds a padronizagédo, os microrganismos foram semeados em erlermayer contendo 100
mL de meio YMA e acondicionado em incubadora horizontal (SOLAB Cientifica) operando a
150 rpm, a temperatura de + 28 °C por um periodo de até 120 horas. O experimento foi feito
em triplicata, e a concentracdo celular foi medida por turbidimetria. A turbidez do meio foi
medida em espectrofotometro de microplacas iMark™ Microplate Reader (BIO-RAD),
utilizando comprimento de onda de 595 nm. Também foi medido o pH inicial e final de cada
amostra para verificar se houve interferéncia neste parametro quimico.

Os dados foram apresentados como média + erro padrdo, com medi¢6es independentes
e foram tratados com o programa IBM SPSS Statistics, verséo 27.0.1. Os resultados obtidos
foram submetidos a um teste de homogeneidade das variancias por meio do teste de Levene,
seguido da verificacdo da normalidade com o teste de Shapiro-Wilk. Utilizou-se uma anélise
de variancia de uma via (ANOVA) com os dados e uma analise post hoc de Tukey com nivel

de significancia de 95%.

3.9. PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES PELOS ISOLADOS DE
RIZOBACTERIAS

Em testes anteriores realizados com 30 isolados de rizobactérias, utilizando 6leos
vegetais (OS, OG, OC e OM) como fontes de carbono em meios solido e liquido foram
selecionados os isolados que demonstrardo capacidade de degradacdo em todos os Gleos,

manteiga e margarina testados.

Os isolados bacterianos foram cultivados em 100 mL de meio mineral YM e meio
mineral INPA liquido (Brito, 2013), acrescido de 0,1 mL de 6leos vegetais (OS, OC, OG e OM)
em erlenmeyers de 250 mL. Foram utilizados como controles frascos contendo meio de cultura
(YM ou INPA) e 6leos vegetais. Os frascos ficaram incubados a 30 °C em agitador rotatério a

65 rpm, por sete dias.
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3.9.1. Avaliacao da atividade de emulsificacdo

Para a realizagdo desse experimento foi utilizada a suspenséo dos consorcios de rizobios
nos meios minerais SYM (sais do meio YMA — Vincent, 1970; Somasegaran; Hoben, 1985) e
INPA (Tabela 5), acrescidos de Oleos Vegetais. Para cada 3,5 mL da suspensdo de bactérias,
foram adicionados 3,5 mL de 6leos vegetais em tubos de ensaio que foram agitados durante 2
minutos em vortex e deixados por 48 horas em repouso. Apos esse tempo, foram efetuadas
medidas da altura da camada de emulsdo (CE), &gua em 6leo (AO) e da Altura Total (AT) dos
liquidos no tubo expressa em cm (Figura 6). O indice de emulsificacdo foi obtido através da
formula: IE (%) = (CE/AT)*100, descrita por Cooper e Goldenberg (1987). A atividade de
emulsificacdo 6leo em agua foi medida pela densidade dptica em espectrofotdmetro a 610 nm
de absorbancia, medida em unidade (Johnson, 1992). A qualificacdo da atividade emulsificante
foi realizada de acordo com a convencdo adotada por Matsuura (2004, apud Moura, 2012),
Tabela 5.

Tabela 5: Convencéo adotada para qualificar a atividade emulsificante

Atividade emulsificante Altura da emulsdo (tipo 4gua em Densidade 6ptica 610 nm
6leo) (tipo 6leo em 4gua)
Alta >2 cm >12U0
Moderada delal9cm de0,7a1,1U
Baixa <1 cm de0,1a0,6 U

Fonte: Matsuura (2004, apud Moura, 2012).

Tabela 6 - Constituicdo dos sais dos meios SYM e INPA

Meio SYM Meio INPA
Componentes Quantidade Componentes Quantidade
K2HPO4 0,59 MgS04.7H20 0449
MgS0O4.7H20 0,29 Ca(CH3COOH) . HO0  0,02g
NaCl 0,1g KH2PO4 159
Ext. Levedura 0,59 K2HPO4 054
Agua destilada 1000 mL (NH4)2S04 .7H,0 259

FeClsz.6H20 0,05¢
FeSO47H20 0,05¢g

ZnS0O47H20 0,01g
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Tabela 6 - Constituicdo dos sais dos meios SYM e INPA

Meio SYM Meio INPA
Componentes Quantidade Componentes Quantidade
CuS045H20 0,01g
MnSO47H20 0,01g
NasSeO3 0,01g
Agua destilada 1000 mL

>
Crescimento em meio Cultivo de bactérias em meio 3mL de suspensio
liquido (YM sem dgar) YM + oleo vegetal durante bacteriana com
sete dias com medigdo inicial 3.5mL de oleo
e final do pH. ’ vegetal
S

Leitura da Camada agua

em oOleo com auxilio de & 1 - de oleo vegetal
paquimetro. Ap6s 48h de repouso, i N (dgua em oleo)

obtengio do Indice de m -

Emulsificagio — || '] 2- Camada
Leitura da Camada 6leo ( d emulsificada.
em agua com auxilio de v ::-_m.. bt 3 - Meio + inéculo
espectrofotdmetro. p

(6leo em agua)

Figura 6- Esquema ilustrativo da atividade de emulsificacéo.

3.9. ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos foram realizados usando-se um delineamento completamente
casualizado, com 3 repeti¢cdes. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA),
pelo teste F. Quando significativo, as comparac6es de médias foram realizadas pelo teste Scott-
Knott ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando o programa ASSISTAT 7.0.
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4. RESULTADOS

4.1 MORFOLOGIAS DAS RIZOBACTERIAS

Os 30 isolados de rizobactérias reativados foram submetidos a analise morfoldgica
(Tabela 7). Os resultados mostraram que 10 col6nias apresentaram forma circular e 20 irregular;
18 exibiram borda regular e 12 irregular; quanto a elevacao da col6nia, 23 foram planas e sete
elevadas; dez isolados apresentaram transparéncia e 20 ndo; 27 col6nias sdo de cor branca e
trés amarelas; quanto a aparéncia, dez colénias sdo heterogéneas e 20 homogéneas. No que
concerne ao muco, nove exibiram pouca quantidade, 13 moderada e oito abundante; quanto a
aparéncia do muco 20 sdo homogéneas e 10 heterogéneas.

Esses dados corroboram com os resultados de Medeiros et al. (2009), que de um total
de 304 isolados de rizobios, isolados de nddulos de Vignia unguiculata (Feijdo Caupi),
verificaram que cerca de 80% dos isolados formaram coldnias em até dois dias de crescimento.
Estes autores também descreveram a morfologia das coldnias e observaram maior variacéo
entre os isolados para as caracteristicas de quantidade e elasticidade do muco produzido, bem
como para tamanho, embora a maior parte tenha apresentado colénias de tamanho classificado
como puntiforme. Santos et al. (2007), ao isolarem um total de 433 de riz6bios, de nddulos de
Arachis, Stylosanthes e Aeschynomene, também observaram que 90% dos isolados cresceram
em dois dias. Em relacdo a morfologia, estes concluiram que existe elevada diversidade
morfolégica da populagdo nativa de rizébios no semiérido do Rio Grande do Norte. Florentino
et al. (2014) analisaram a diversidade morfoldgica, fenotipica e simbiética de rizébios oriundos
de nddulos radiculares da leguminosa Gliricidia sepium, e relataram que, em seus testes, 0s
isolados de rizobios apresentaram crescimento rapido, producdo de exopolissacarideos
variando de média a alta e a grande maioria produziu reacdo acida no meio de cultura. Oliveira
et al (2021) utilizaram trés diferentes meios de cultura em 40 colbnias de rizobactérias, e
observaram que tanto a morfologia das células quanto a morfologia das colénias das 40
rizobactérias apresentaram diferencas entre si. Essas variages observadas em diferentes meios
de cultivo devem ser vistas com mais cuidado, para que se possa evitar que sejam confundidas
com contaminantes.

A avaliacdo das populac6es de rizobios é facilitada com a utilizacédo de plantas iscas e
isolamento dos nodulos formados. Além disso, as caracteristicas morfolégicas de rizébios
fornecem informagdes importantes para a identificacdo e agrupamento de estirpes. Assim, uma
vez que se torna limitante trabalhar com todos os isolados obtidos dos nddulos das leguminosas,

avaliar o tempo de crescimento, reacdo de pH, consisténcia do muco produzido, caracteristicas
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das colbnias formadas, sdo caracteristicas importantes no agrupamento destes isolados,
(CHAGAS JUNIOR, 2009; JARAMILLO et al., 2013). Brunetta et al. (2010), visando
aumentar o crescimento e a qualidade de mudas de Pinus taeda L., obtiveram 196 isolados de
rizobactérias que apresentaram grande variagdo quanto a morfologia da col6nia, incluindo

consisténcia, elevagdo, cor, velocidade e forma de crescimento.



Tabela 7 - Morfologia de estirpes de rizobactérias.

Isolados Forma da Borda da Elevacéo Transparéncia Cor Aparéncia da Muco Aparéncia do
Colbnia Colbnia Colbnia Muco

INPA R020 Circular Regular Elevada Sim Branca Heterogénea Moderado Heterogéneo
INPA R178 Circular Regular Elevada Sim Branca Heterogénea Moderado Heterogéneo
INPA R233 Irregular Irregular Plana Sim Branca Homogénea Pouco Homogéneo
INPA R236 Irregular Irregular Plana Né&o Branca Heterogénea Pouco Heterogéneo
INPA R302 Circular Irregular Plana Néo Amarela Heterogénea Pouco Heterogéneo
INPA R304 Circular Irregular Plana Né&o Amarela Homogénea Pouco Homogéneo
INPA R311 Irregular Irregular Plana Né&o Branca Heterogénea Pouco Heterogéneo
INPA R321 Circular Irregular Plana Né&o Branca Homogénea Moderado Homogéneo
INPA R332 Irregular Regular Elevada Né&o Branca Homogénea Abundante Homogéneo
INPA R529 Circular Regular Plana Sim Branca Homogénea Moderado Homogéneo
INPA R546 Irregular Irregular Plana Néo Branca Homogénea Abundante Homogéneo
INPA R547 Circular Regular Plana Né&o Branca Homogénea Moderado Homogéneo
INPA R552 Irregular Regular Plana Néo Branca Homogénea Pouco Homogéneo
INPA R555 Irregular Regular Plana Néo Amarela Heterogénea Moderado Heterogéneo
INPA R564 Irregular Irregular Plana Néo Branca Heterogénea Pouco Heterogéneo
INPA R565 Irregular Irregular Elevada Sim Branca Homogénea Abundante Homogéneo
INPA R566 Irregular Regular Plana Néo Branca Homogénea Pouco Homogéneo
INPA R568 Irregular Regular Plana Sim Branca Homogénea Moderado Homogéneo
INPA R571 Irregular Regular Elevada Né&o Branca Heterogénea Abundante Heterogéneo
INPA R577 Irregular Regular Plana Néao Branca Homogénea Abundante Homogéneo
INPA R618 Irregular Regular Plana Sim Branca Homogénea Moderado Homogéneo
INPA R631 Irregular Irregular Plana Néo Branca Heterogénea Pouco Heterogéneo
INPA R634 Irregular Regular Elevada Né&o Branca Homogénea Abundante Homogéneo
INPA R657 Irregular Irregular Plana Sim Branca Homogénea Moderado Homogéneo
INPA R666 Circular Regular Plana Néo Branca homogénea Moderado Homogéneo
INPA R672 Irregular Regular Elevada Né&o Branca homogénea Abundante Homogéneo
INPA R674 Irregular Irregular Plana Sim Branca Homogénea Moderado Homogéneo
INPA R675 Circular Regular Plana Né&o Branca Homogénea Moderado Homogéneo
INPA R677 Circular Regular Plana Sim Branca Homogénea Moderado Homogéneo
INPA R713 Irregular Regular Plana Néo Branca Heterogénea Abundante Heterogéneo
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4.2. COLORACAO DE GRAM E IDENTIFICACAO MOLECULAR DOS ISOLADOS
REATIVADOS.

De acordo com a coloracéo de Gram, os isolados INPA R020, R178, R236, R302, R529,
R546, R547, R552, R618, R66 6 e R675 apresentaram coloracdo roxa (Gram-positiva) e todas
as demais rizobactérias apresentaram coloracao rosea, sendo, portanto, Gram-negativas. O tipo
morfologico das bactérias observadas foi: bastonete, sendo possivel verificar arranjos de:
diplobacilos e estreptobacilos (Tabela 8).

A partir do sequenciamento da regido do gene 16s rRNA, foram identificados os
seguintes géneros, conforme a Tabela 8.

Tabela 8 - Identificacdo dos isolados com base na comparacdo de sequéncia de 16 rDNA obtida
com outras depositadas no banco de dados GenBank (analise BLASTn).

Isolados Géneros GRAM Forma
INPA R020 Paenibacillus Positivo Bastonete
INPA R178 Paenibacillus Positivo Bastonete
INPA R302 Paenibacillus sp. Positivo Bastonete
INPA R332 Rhizobium sp. Negativo Bastonete
INPA R233 Bacillus Negativo Bastonete
INPA R236 Paenibacillus Positivo Bastonete
INPA R304 Bacillus Negativo Bastonete
INPA R311 Bacillus Negativo Bastonete
INPA R321 Bacillus Negativo Bastonete
INPA R529 Paenibacillus Positivo Bastonete
INPA R546 Paenibacillus Positivo Bastonete
INPA R547 Paenibacillus Positivo Bastonete
INPA R552 Paenibacillus Positivo Bastonete
INPA R555 Bradyrhizobium Negativo Bastonete
INPA R564 Bradyrhizobium Negativo Bastonete
INPA R565 Bacillus Negativo Bastonete
INPA R566 Bradyrhizobium Negativo Bastonete
INPA R568 Bradyrhizobium Negativo Bastonete
INPA R571 Bradyrhizobium Negativo Bastonete
INPA R577 Bradyrhizobium Negativo Bastonete
INPA R618 Paenibacillus Positivo Bastonete
INPA R631 Bradyrhizobium Negativo Bastonete
INPA R634 Bradyrhizobium Negativo Bastonete
INPA R657 Bradyrhizobium Negativo Bastonete
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Tabela 8 - Identificacdo dos isolados com base na comparacdo de sequéncia de 16 rDNA obtida
com outras depositadas no banco de dados GenBank (analise BLASTn).

Isolados Géneros GRAM Forma
INPA R666 Paenibacillus Positivo Bastonete
INPA R672 Rhizobium sp. Negativo Bastonete
INPA R674 Enterobacter Negativo Bastonete
INPA R675 Paenibacillus Positivo Bastonete
INPA R677 Rhizobium sp. Negativo Bastonete
INPA R713 Rhizobium sp. Negativo Bastonete

4.3.TESTE DE DEGRADACAO DE OLEO VEGETAL, MARGARINA E MATEIGA
DE GARRAFA EM MEIO SOLIDO — MEIO YMA

As tabelas 9, 10, 11, 12 e 13, 14 e 15 mostram o crescimento de estirpes de rizébios com as
fontes de carbono manitol (M), 6leo de soja (OS), 6leo de girassol (OG), 6leo de milho (OM), 6leo
de canola (OC), margarina (M) e manteiga de garrafa (MG), nos cinco periodos avaliados (3, 6, 9,
12 e 15 dias), testados com os 30 isolados, onde foram obtidos os seguintes resultados:

Quando utilizado o meio YMA, contendo manitol como fonte de carbono, observou-se que
18 isolados atingiram a nota 3,06 (crescimento elevado), ou acima desta com trés dias de incubagéo
e com seis dias, esse numero subiu para 25 e com 15 dias de incubagéo 29 (Figura 7).

Ao se analisar os dados com mais detalhe (Tabela 9), observou-se que apenas o isolado INPA
R311 nédo apresentou nota satisfatoria até o fim do periodo de 15 dias, atingindo uma nota maxima
de 2,25 nesse periodo. As melhores bactérias foram aquelas que mostraram nota superior a 3,00 ja
aos 3 dias de crescimento conforme sugerido por Oliveira e Magalhées (1999), e de acordo com
esse critério, as melhores bactérias foram - INPA R302, INPA R304, INPA R332, INPA R547,
INPA R552, INPA R565, INPA R566, INPA R571, INPA R577, INPA R618, INPA R631, INPA
R657, INPA R666, INPA R672, INPA R674, INPA R675, INPA R677 e INPA R713.
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Figura 7 - Crescimento dos isolados de rizobactérias em meio YMA com manitol como fonte de carbono ao longo de quinze

dias de incubagéo.

Tabela 9 - Crescimento de estirpes de rizobactérias em meio sélido, utilizando o manitol como fonte de carbono

Isolados 3° dia 6° dia 9° dia 12° dia 15° dia
INPA R020 2,50 2,94 3,13 3,31 3,38
INPA R178 2,56 2,81 3,00 3,19 3,31
INPA R233 3,00 3,00 3,25 3,25 3,63
INPA R236 2,25 2,63 2,94 3,13 3,25
INPA R302 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R304 3,44 3,81 3,75 3,81 4,00
INPA R311 2,13 2,19 2,25 2,25 3,25
INPA R321 3,00 3,25 3,25 3,75 4,00
INPA R332 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R529 2,94 3,94 3,94 4,00 4,00
INPA R546 3,00 3,69 3,69 3,69 3,75
INPA R547 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R552 3,06 3,44 4,00 4,00 4,00
INPA R555 2,50 3,25 3,56 3,63 3,63
INPA R564 1,25 3,25 4,00 4,00 4,00
INPA R565 3,75 3,81 4,00 4,00 4,00
INPA R566 3,94 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R568 1,13 3,38 4,00 4,00 4,00
INPA R571 3,50 3,75 4,00 4,00 4,00
INPA R577 3,25 3,38 4,00 4,00 4,00
INPA R618 3,63 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R631 3,38 3,69 3,94 4,00 4,00
INPA R634 2,75 3,06 3,50 3,63 4,00
INPA R657 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R666 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R672 3,94 3,94 4,00 4,00 4,00
INPA R674 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R675 3,81 3,88 3,88 3,94 4,00
INPA R677 3,75 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R713 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
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4.3.1. Meio YMA sem manitol — Oleo de Soja como fonte de carbono

Quando utilizada a fonte de carbono 6leo de soja, observou-se quem com trés dias de
incubacdo, trés isolados apresentaram pouco crescimento (notas de 1,00 a 2,00), quatro isolados
apresentaram médio crescimento (nota 2,06 a 3,00) e 23 apresentaram crescimento elevado (3,06 a
4,00). E apos seis dias de incubacdo, um isolado apresentou pouco crescimento, trés mostraram
crescimento moderado e 26, crescimento elevado (Figura 8).

Notas de crescimento acima de 3,06 a partir do terceiro dia foi o critério de selecdo das
melhores bactérias. Por esse critério, foram selecionadas 23 rizobactérias: INPA R233, INPA R302,
INPA R304, INPA R311, INPA R321, INPA R332, INPA R529, INPA R547, INPA R552, INPA,
INPA R565, INPA R566, INPA R571, INPA R577, INPA R618, INPA R631, INPA R634, INPA
R657, INPA R666 INPA R672, INPA R674, INPA R675, INPA R677, INPA R713

Com 15 dias de incubacdo, apenas um isolado apresentou crescimento moderado (INPA
R546, com nota de 2,38), com todos os demais 29 isolados apresentando crescimento elevado,
mostrando que a maioria desses necessitaram de pouco tempo para se adaptar a fonte de carbono,
podendo degradar esse 0leo com eficiéncia elevada (Tabela 10).

A rizobactéria INPA R666 ja apresentava nota 4,00 com 24 horas de incubacdo com a fonte
de carbono oriunda do 6leo de soja, mostrando alta capacidade degradadora desse 6leo. Segundo
Oliveira e Magalhdes (1999), os microrganismos que mostram crescimento elevado nos primeiros
dias de crescimento se mostram superiores aos demais quanto ao aproveitamento da fonte de

carbono, podendo ser um indicativo de qualidade superior para uma selegéo inicial.
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Figura 8 - Crescimento dos isolados de rizobactérias em meio YMA sem manitol e contendo 6leo de soja como fonte de carbono
ao longo de quinze dias de incubagéo.
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Tabela 10 - Crescimento de estirpes de rizobactérias em meio sélido, utilizando o 6leo de soja como fonte de
carbono

Isolados 3°dia 6° dia 9° dia 12° dia 15° dia
INPA R020 1,00 3,00 3,00 3,75 3,75
INPA R178 2,75 3,00 3,63 3,63 4,00
INPA R233 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R236 2,50 2,50 2,50 3,50 4,00
INPA R302 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R304 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R311 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R321 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R332 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R529 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R546 1,00 1,13 2,25 2,38 2,38
INPA R547 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R552 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R555 2,88 3,50 4,00 4,00 4,00
INPA R564 1,75 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R565 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R566 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R568 2,50 3,75 4,00 4,00 4,00
INPA R571 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R577 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R618 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R631 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R634 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R657 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R666 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R672 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R674 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R675 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R677 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R713 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00

4.3.2. Meio YMA sem manitol Oleo de Girassol como fonte de carbono

Quando utilizado o éleo de girassol como fonte de carbono, observou-se com trés dias de
incubagdo, que trés isolados apresentaram pouco crescimento (notas de 1,00 a 2,00), cinco
apresentaram crescimento médio (nota 2,06 a 3,00) e 22 apresentaram crescimento elevado (3,06 a
4,00). E apos seis dias de incubacdo dois isolados apresentaram crescimento moderado e 28
apresentaram crescimento elevado (Figura 9).

Ao se analisar os dados com mais detalhes (Tabela 11), observou-se que apenas as bactérias
INPA R178, INPA R236, INPA R311, INPA R321, INPA R529, INPA R555, INPA R564 e INPA
R568 ndo mostraram notas superiores a 3,00 aos trés dias de crescimento.

Notas de crescimento acima de 3,06 a partir do terceiro dia foi o critério de selecdo das
melhores bactérias. Por esse critério, foram selecionados 22 delas: INPA R 020, INPA R233, INPA
R302, INPA R304, INPA R332, INPA R 546, INPA R547, INPA R552, INPA R565, INPA R566,
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INPA R571, INPA R577, INPA R618, INPA R631, INPA R634, INPA R657, INPA R666, INPA
R672, INPA R674, INPA R675, INPA R677, INPA R713.

Com 15 dias de incubacdo, todos os isolados apresentaram crescimento elevado, sendo que a
maioria dessas bactérias necessitaram de pouco tempo para se adaptar a essa fonte de carbono, uma
vez que 22 apresentaram notas superiores a 3,06 ja aos trés dias de crescimento (Tabela 11).

Algumas bactérias, tais como as INPA R321, INPA R568, INPA R666, ja apresentavam nota
4,00 com 24 horas de incubac¢do no meio contendo o 6leo de girassol.

Oleo de Girassol

i

32dia 62 dia 92 dia 122 dia 152 dia

3
2
2
1
1

o U1 o U o U1 O

B Pouco Moderado Elevado

Figura 9 - Crescimento dos isolados de rizobactérias em meio YMA sem manitol e contendo 6leo de girassol como fonte de
carbono ao longo de quinze dias de incubag&o.

Tabela 11 - Crescimento de estirpes de rizobactérias em meio sélido, utilizando o 6leo de girassol como fonte
de carbono

Isolados 3° dia 6° dia 9° dia 12° dia 15° dia
INPA R020 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R178 2,38 3,56 4,00 4,00 4,00
INPA R233 3,88 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R236 2,63 3,56 4,00 4,00 4,00
INPA R302 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R304 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R311 1,88 3,75 4,00 4,00 4,00
INPA R321 2,25 3,00 4,00 4,00 4,00
INPA R332 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R529 2,38 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R546 3,25 3,88 4,00 4,00 4,00
INPA R547 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R552 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R555 2,88 3,38 3,75 3,75 4,00
INPA R564 1,00 3,13 4,00 4,00 4,00
INPA R565 3,75 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R566 3,25 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R568 1,00 2,56 3,81 4,00 4,00
INPA R571 3,75 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R577 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R618 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R631 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
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Tabela 11 - Crescimento de estirpes de rizobactérias em meio sélido, utilizando o 6leo de girassol como fonte
de carbono

Isolados 3°dia 6° dia 9° dia 12° dia 15° dia
INPA R634 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R657 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R666 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R672 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R674 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R675 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R677 3,38 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R713 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00

4.3.3. Meio YMA sem manitol — Oleo de Milho como fonte de carbono

Quando utilizado o 6leo de milho como fonte de carbono, observou-se com trés dias de
incubagd@o, que trés isolados apresentaram pouco crescimento (notas de 1,00 a 2,00), quatro
apresentaram crescimento médio (nota 2,06 a 3,00) e 23 apresentaram crescimento elevado (3,06 a
4,00). E apds seis dias de incubacdo dois isolados apresentaram pouco crescimento, um com
crescimento moderado e 27 apresentaram crescimento elevado (Figura 10).

Ao se analisar os dados com mais detalhes (Tabela 12), observou-se que apenas as bactérias
INPA R555, INPA R020, INPA R236, INPA R311, INPA R546, INPA R564 e INPA R568
mostraram notas inferiores a 3,06, indicando a alta capacidade da maioria delas em usarem o 6leo
de milho como fonte de carbono.

Notas de crescimento acima 3,06 a partir do terceiro dia foi o critério de sele¢do das melhores
bactérias. Foram selecionados 23 delas — INPA R178, INPA R233, INPA R302, INPA R304, INPA
R321, INPA R332, INPA R529, INPA R547, INPA R552, INPA R565, INPA R566, INPA R571,
INPA R577, INPA R618, INPA R631, INPA R634, INPA R657, INPA R666, INPA R672, INPA
R674, INPA R675, INPA R677, INPA R713.

Com 15 dias de incubag&o, todos os isolados apresentaram crescimento elevado. (Tabela 12).

Algumas bactérias, como as INPA R311 e INPA R666, ja apresentavam nota 4,00 com 24

horas de incubacdo com a fonte de carbono dleo de milho.
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Figura 10 - Crescimento dos isolados de rizobactérias em meio YMA sem manitol e contendo 6leo de milho como fonte de
carbono ao longo de quinze dias de incubagéo.

Tabela 12 - Crescimento de estirpes de rizobactérias em meio solido, utilizando o 6leo de milho como fonte de
carbono

Isolados 3°dia 6° dia 9° dia 12° dia 15° dia
INPA R020 2,75 3,00 3,69 4,00 4,00
INPA R178 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R233 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R236 3,00 3,75 3,94 4,00 4,00
INPA R302 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R304 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R311 2,88 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R321 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R332 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R529 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R546 1,00 1,00 1,75 3,25 3,50
INPA R547 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R552 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R555 1,50 1,50 3,75 3,88 3,94
INPA R564 2,38 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R565 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R566 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R568 2,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R571 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R577 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R618 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R631 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R634 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R657 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R666 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R672 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R674 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R675 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R677 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R713 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
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4.3.4. Meio YMA sem manitol — Oleo de Canola como fonte de carbono

Quando utilizada o 6leo de canola, com trés dias de incubacg&o, cinco isolados apresentaram
pouco crescimento (notas de 1,00 a 2,00), um apresentou crescimento médio (nota 2,06 a 3,00) e
24 apresentaram crescimento elevado (3,06 a 4,00). E apds seis dias de incubacdo, um isolado
apresentou pouco crescimento, quatro apresentaram crescimento moderado e 25 apresentaram
crescimento elevado (Figura 11).

Notas de crescimento acima 3,06 a partir do terceiro dia foi o critério de selecdo dos melhores.
Ao se analisar os resultados com mais detalhe (Tabela 13), observou-se que 24 bactérias podem ser
selecionadas por esse critério: INPA R178, INPA R233, INPA R302, INPA R304, INPA R332,
INPA R529, INPA R546, INPA R547, INPA R552, INPA R555, INPA R565, INPA R566, INPA
R571, INPA R577, INPA R618, INPA R631, INPA R634, INPA R657, INPA R666, INPA R672,
INPA R674, INPA R675, INPA R677, INPA R713.

Com 9 dias de incubacdo, todos os isolados apresentaram crescimento elevado, mostrando
que essas bactérias apresentam alto potencial para degradar o 6leo de canola (Tabela 13). A
rizobactéria INPA R666 j& apresentava nota 4,00 com 24 horas de incubacdo, mostrando-se superior

as demais.
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Figura 11 - Crescimento dos isolados de rizobactérias em meio YMA sem manitol e contendo 6leo de canola como fonte de
carbono ao longo de quinze dias de incubag&o.

Tabela 13 - Crescimento de estirpes de rizobactérias em meio sélido, utilizando o 6leo de canola como fonte de
carbono

Isolados 3° dia 6° dia 9° dia 12° dia 15° dia
INPA R020 1,88 2,38 3,25 3,50 3,75
INPA R178 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R233 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R236 1,88 2,75 4,00 4,00 4,00
INPA R302 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
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Tabela 13 - Crescimento de estirpes de rizobactérias em meio sélido, utilizando o 6leo de canola como fonte de
carbono

Isolados 3°dia 6° dia 9° dia 12° dia 15° dia
INPA R304 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R311 1,75 1,88 4,00 4,00 4,00
INPA R321 1,50 2,25 4,00 4,00 4,00
INPA R332 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R529 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R546 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R547 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R552 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R555 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R564 2,75 2,88 4,00 4,00 4,00
INPA R565 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R566 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R568 1,63 3,63 4,00 4,00 4,00
INPA R571 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R577 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R618 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R631 3,13 3,31 4,00 4,00 4,00
INPA R634 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R657 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R666 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R672 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R674 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R675 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R677 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R713 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00

4.3.5. Meio YMA sem manitol — Margarina como fonte de carbono

Ao se utilizar a margarina como fonte de carbono, observou-se com trés dias de incubagéo,
gue onze isolados apresentaram pouco crescimento (notas de 1,00 a 2,00), sete apresentaram
crescimento médio (nota 2,06 a 3,00) e 12 isolados apresentaram crescimento elevado (3,06 a 4,00).
E apos seis dias de incubacdo, quatro isolados apresentaram pouco crescimento, sete apresentaram
crescimento moderado e, 19 apresentaram crescimento elevado (Figura 12).

Foram selecionadas 12 bactérias analisando-se seus crescimentos aos trés dias de incubagéo:
INPA R302, INPA R304, INPA R332, INPA R529, INPA R547, INPA R552, INPA R566, INPA
R571, INPA R577, INPA R657, INPA R666, INPA R675 (Tabela 14).

Seis delas j& apresentavam nota 4,00 com 24 horas de incubagdo tendo como fonte de
carbono, a margarina (INPA R302, INPA R304, INPA R547, INPA R552, INPA R571, INPA R657
e INPA R666), mostrando-se assim, como as melhores para degradar a margarina.

60



61

Margarina

30
25
20
15

10

32 dia 62 dia 92 dia 122 dia 159 dia

H Pouco Moderado Elevado

Figura 12 - Crescimento dos isolados de rizobactérias em meio YMA sem manitol e contendo margarina como fonte de carbono
ao longo de quinze dias de incubagéo.

Tabela 14 - Crescimento de estirpes de rizobactérias em meio sélido, utilizando a margarina como fonte de
carbono

Isolados 3°dia 6° dia 9° dia 12° dia 15° dia
INPA R020 1,00 1,00 1,00 3,50 4,00
INPA R178 1,75 2,50 2,63 2,63 3,88
INPA R233 2,13 3,38 3,63 4,00 4,00
INPA R236 1,88 2,19 2,31 3,31 3,31
INPA R302 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R304 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R311 2,38 3,38 3,63 4,00 4,00
INPA R321 1,25 1,81 2,00 3,00 3,50
INPA R332 3,75 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R529 3,25 3,25 3,38 4,00 4,00
INPA R546 2,00 2,25 2,50 3,88 4,00
INPA R547 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R552 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R555 2,00 3,13 3,38 4,00 4,00
INPA R564 1,75 2,88 3,06 4,00 4,00
INPA R565 2,25 2,50 2,81 4,00 4,00
INPA R566 3,50 3,50 3,69 4,00 4,00
INPA R568 1,00 3,00 3,31 4,00 4,00
INPA R571 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R577 3,75 3,88 3,94 4,00 4,00
INPA R618 2,44 3,38 3,75 4,00 4,00
INPA R631 2,88 3,50 3,75 4,00 4,00
INPA R634 2,50 2,63 3,19 4,00 4,00
INPA R657 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R666 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R672 1,13 1,25 1,56 4,00 4,00
INPA R674 1,50 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R675 3,88 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R677 2,75 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R713 1,13 1,88 1,94 2,88 2,88
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4.5.6. Meio YMA sem manitol — Manteiga de garrafa como fonte de carbono.

Ao se usar a manteiga como fonte de carbono, observou-se com trés dias de incubacéo, que
seis isolados apresentaram pouco crescimento (notas de 1,00 a 2,00), trés apresentaram crescimento
médio (nota 2,06 a 3,00) e 21 apresentaram crescimento elevado (3,06 a 4,00). E ap06s seis dias de
incubacdo 4 isolados apresentaram pouco crescimento, 5 isolados apresentaram crescimento
moderado e 21 isolados apresentaram crescimento elevado (Figura 13).

Com base nos seus crescimentos aos trés dias de incubacao, foram selecionadas 21 bactérias
—INPA R178, INPA R233, INPA R302, INPA R304, INPA R332, INPA R529, INPA R547, INPA
R552, INPA R565, INPA R566, INPA R571, INPA R577, INPA R618, INPA R631, INPA R657,
INPA R666, INPA R672, INPA R674, INPA R675, INPA R677, INPA R713.

Com 9 dias de incubacao, quase todos os isolados apresentaram crescimento elevado, com
excecdo das bactérias INPA R236, INPA R311 e INPA R321. Isto demonstra que a maioria delas
apresenta altos potenciais de degradacdo da manteiga. E importante destacar que 18 das 30
rizobacteérias testadas ja apresentavam nota 4,00 com 24 horas de incubagdo (INPA R178, INPA
R302, INPA R304, INPA R332, INPA R529, INPA R547, INPA R552, INPA R555, INPA R571,
INPA R577, INPA R618, INPA R657, INPA R666, INPA R672, INPA R674, INPA R675, INPA
R677 e INPA R713 (Tabela 15), colocando-as como as com melhores performances na degradagéo

da margarina.
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Figura 13 - Crescimento dos isolados de rizobactérias em meio YMA sem manitol e contendo mateiga de garrafa como fonte
de carbono ao longo de quinze dias de incubagao.

62



63

Tabela 15 - Crescimento de estirpes de rizobactérias em meio solido, utilizando manteiga de garrafa como fonte
de carbono

Isolados 3°dia 6° dia 9° dia 12° dia 15° dia
INPA R020 2,38 2,69 3,38 4,00 4,00
INPA R178 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R233 3,63 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R236 2,00 2,13 2,25 2,38 2,50
INPA R302 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R304 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R311 1,25 1,44 2,50 2,50 3,00
INPA R321 1,25 1,38 1,50 3,00 3,50
INPA R332 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R529 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R546 2,50 2,63 3,06 4,00 4,00
INPA R547 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R552 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R555 2,50 2,69 4,00 4,00 4,00
INPA R564 1,50 1,63 3,25 4,00 4,00
INPA R565 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R566 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R568 1,50 1,63 3,75 4,00 4,00
INPA R571 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R577 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R618 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R631 3,75 3,94 4,00 4,00 4,00
INPA R634 1,88 2,06 3,75 4,00 4,00
INPA R657 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R666 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R672 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R674 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R675 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R677 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R713 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00

Todos os microrganismos testados atingiram notas elevadas (3,06 a 4,00) no sexto dia de
crescimento com pelo menos uma das fontes de carbono ao se usar 0 meio YMA modificado,
demonstrando com isso, que essas bactérias sdo potenciais degradadoras de 6leos vegetais,
margarina e manteiga. Um outro fator relevante € o fato desses microrganismos apresentarem notas
de crescimentos elevados e moderados ap6s o sexto dia, demonstrando assim a possibilidade de
serem utilizados na formacdo de consorcios em testes de biodegradacdo, pois até o 15° dia
apresentaram crescimento significativo tanto com a fonte de carbono manitol, quanto com os
derivados de 6leo vegetal, margarina e manteiga. Esses dados indicam elevado potencial de uso
dessas bactérias, pois Cauper et al. (2017), ao avaliarem a capacidade de 15 rizobactérias para a
biodegradacdo de 6leo de cozinha em meio sélido, verificaram somente a partir do 12° dia elas
atingiram crescimento elevado.

Outros estudos com diferentes microrganismos também tém sido realizados na tentativa
de se encontrar uma ou algumas espécies de bactérias com potencial de degradacdo de derivados
de petroleo (BEAZLEY et al.,, 2012). Kostka et al. (2011) descreveram membros da

63



64

Gammaproteobacteria (Alcanivorax, Marinobacter) e Alphaproteobacteria
(Rhodobacteraceae) como os principais microrganismos responsaveis pela degradagéo do 6leo
em ecossistemas de praia contaminado por esse derivado do petréleo no Golfo do México.

Ao se analisar os crescimentos no meio YMA modificado, observou-se que o melhor
periodo de incubacdo avaliado foi o com trés dias de incubacdo, quando se constatou um
numero adequado de rizobactérias capazes de degradar qualquer uma das fontes de carbono que
podem ocorrer como gorduras em aguas servidas de areas urbanas. Destaca-se 0s capazes de
degradar o 6leo de soja, em maior nimero do que os que degradaram os outros derivados.
Também deve-se ressaltar que os isolados INPA R302, INPA R304, INPA R332, INPA R529,
INPA R547, INPA R552, INPA R566, INPA R571, INPA R577, INPA R618, INPA R631,
INPA R657, INPA R666, INPA R672, INPA R674, INPA R675 e INPA R677 mostraram
crescimento elevado até o 6° dia em todos os derivados testados, sugerindo que essas
rizobactérias sao potencialmente viaveis para serem utilizadas em testes posteriores de
degradacdo. Estes resultados indicam claramente que diferentes tipos de dleos vegetais,
margarina e manteiga de garrafa foram degradados e utilizados por todas as bactérias até o final
do experimento, com 15 dias de duracdo, mostrando terem algum potencial de degradacao
desses componentes encontrados como contaminantes no meio ambiente. Todavia, dependendo
da complexidade e natureza alifatica e aromatica da amostra, pode haver variagdes nos indices
de degradacdo. Os resultados encontrados nesta pesquisa corroboram com Dasgupta et al.
(2013), que ao avaliarem a degradacdo do Petr6leo Bruto por Espécies de Pseudomonas sp.,
observaram diferencas significativas entre o crescimento das trés estirpes na presenca do
petréleo bruto e do hexadecano, porém diferentemente das amostras de rizobactérias, na
presenca de querosene 0s espécimes de Pseudomonas sp. ndo apresentaram variacdo de

crescimento.

4.4 TESTE DE DEGRADACAO DE OLEO VEGETAL, MARGARINA E MATEIGA
DE GARRAFA EM MEIO SOLIDO — MEIO INPA

O meio YMA modificado contém extrato de levedura, um 6timo componente usado para
0 crescimento dos microrganismos de um modo geral (VINCENT, 1970). No entanto, esse
complexo vitaminico e mineral, de constituicdo organica, ndo é encontrado facilmente no meio
ambiente e muito menos nas aguas servidas das areas urbanas, onde seriam usadas para

degradar as gorduras e 6leos contaminantes.
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E possivel conhecermos os microrganismos presentes em diferentes habitats simulando,
no laboratorio, as condi¢cbes em que se desenvolvem naturalmente. As suas necessidades
nutricionais sdo asseguradas pela utilizacdo de meios de cultura e o crescimento microbiano é
facilitado pelas condi¢cGes ambientais que lhes sdo proporcionadas (Potes; Marinho, 2007).
Diante disso, decidiu-se testar suas capacidades adaptativas em um meio onde o extrato de
levedura ndo esta presente, mas que contém macro e micronutrientes geralmente encontrados
nos solos de um modo geral. Utilizou-se para isso, do meio INPA, que se mostrou adequado
para a degradacdo de hidrocarbonetos de petroleo (Moura; Oliveira, 2017; Brito et al., 2017).

As tabelas 16, 17, 18, 19, 20, 21 e 22, mostram o crescimento dos 30 isolados de
rizobactérias com diferentes fontes de carbono como éleo de soja (OS), 6leo de girassol (OG),
6leo de milho (OM), 6leo de canola (OC), margarina (M) e manteiga de garrafa (MG), usando-
se 0 meio INPA em substitui¢cdo ao meio YMA modificado, nos cinco periodos avaliados (3, 6,
9, 12 e 15 dias).

Quando utilizado apenas 0 meio INPA, sem fonte de carbono, observou-se que apenas o
isolado INPA R566 atingiu nota 3,06 (crescimento elevado), ou acima desta com trés dias de
incubacdo. Com seis dias, esse niumero subiu para trés bactérias e com 15 dias de incubacao,
esse numero subiu para sete (Figura 14).

Ao se analisar os dados com mais detalhes (Tabela 16) observou-se que a identificacéo
dessas bactérias foram: INPA R566, INPA R568, INPA R631, INPA R634, INPA R672 e INPA
R675 e R677, mostrando serem altamente adaptaveis a condi¢fes onde a fonte de carbono esta

quase ausente, na forma de tracos encontrados no agar do meio de cultura.
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Figura 14 - Crescimento dos isolados de rizobactérias em meio INPA ao longo de quinze dias de incubacéo.
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Tabela 16 - Crescimento de estirpes de rizobactérias em meio INPA solido.

Isolados 3°dia 6° dia 9° dia 12° dia 15° dia
INPA R020 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25
INPA R178 1,88 1,50 1,63 1,63 1,63
INPA R233 1,38 1,38 1,38 1,38 1,38
INPA R236 1,13 1,13 1,13 1,13 1,13
INPA R302 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R304 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25
INPA R311 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R321 1,31 1,63 1,75 1,75 1,75
INPA R332 1,50 1,50 1,75 1,75 1,75
INPA R529 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R546 1,00 1,00 1,00 2,25 2,25
INPA R547 1,13 1,13 1,19 1,19 1,19
INPA R552 1,31 1,31 1,63 1,63 1,63
INPA R555 1,13 1,13 1,13 1,13 1,13
INPA R564 1,13 1,13 1,50 2,50 2,50
INPA R565 1,63 1,63 1,63 1,63 1,63
INPA R566 3,13 3,50 4,00 4,00 4,00
INPA R568 1,25 1,25 3,75 4,00 4,00
INPA R571 1,38 1,56 1,56 1,56 1,56
INPA R577 1,25 1,38 1,38 1,38 1,38
INPA R618 1,00 1,06 1,00 1,00 1,00
INPA R631 1,38 3,25 3,50 3,50 3,50
INPA R634 1,50 3,38 3,69 3,75 3,75
INPA R657 1,25 1,31 2,06 2,06 2,06
INPA R666 1,75 1,94 1,94 1,94 1,94
INPA R672 1,13 1,13 3,31 3,31 3,31
INPA R674 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25
INPA R675 2,50 2,50 3,63 4,00 4,00
INPA R677 2,00 2,13 4,00 4,00 4,00
INPA R713 1,63 1,75 2,19 2,19 2,19

4.4.1. Meio INPA - Oleo de soja como fonte de carbono

Ao se adicionar o 6leo de soja como fonte de carbono no meio INPA, observou-se com trés
dias de incubacdo, que 23 isolados apresentaram pouco crescimento (notas de 1,00 a 2,00), cinco
apresentaram crescimento médio (nota 2,06 a 3,00) e apenas dois (INPA R566 e INPA R672)
apresentaram crescimento elevado (3,06 a 4,00). (Figura 15, Tabela 17), mostrando-se assim, como
0s com maiores potenciais de degradar o éleo de soja entre todas as bactérias testadas. Portanto
foram selecionados 2 isolados (INPA R566 e INPA R672), pois apresentaram notas superior a 3,00
apos seis dias de incubacéo.

Com 15 dias de incubacdo, cinco isolados apresentaram pouco crescimento, quatro
apresentaram crescimento moderado, com todos os demais 21 isolados apresentando crescimento
elevado, mostrando que a maioria dessas bactérias tém potencial para degradar o éleo de soja

usando o meio INPA como complemento mineral (Tabela 17).
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Meio INPA - Oleo de soja como fonte de carbono
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Figura 15 - Crescimento dos isolados de rizobactérias em meio INPA e 6leo de soja ao longo de quinze dias de incubacao.

Tabela 17 - Crescimento de estirpes de rizobactérias em meio INPA sélido contendo éleo de soja como fonte
de carbono.

Isolados 3° dia 6° dia 9° dia 12° dia 15° dia
INPA R020 2,31 2,31 3,50 3,50 3,50
INPA R178 1,50 1,50 3,44 3,44 3,44
INPA R233 1,00 1,56 2,25 2,25 2,25
INPA R236 1,00 1,00 1,50 1,50 1,50
INPA R302 1,00 1,00 2,69 2,69 2,69
INPA R304 1,63 1,63 4,00 4,00 4,00
INPA R311 1,00 1,00 1,38 1,38 1,63
INPA R321 1,00 1,00 1,88 1,88 2,88
INPA R332 1,31 1,31 4,00 4,00 4,00
INPA R529 1,00 1,00 3,44 3,44 3,44
INPA R546 2,13 2,13 3,81 3,81 3,81
INPA R547 1,25 1,25 3,75 3,75 3,81
INPA R552 2,13 2,13 4,00 4,00 4,00
INPA R555 2,50 2,50 4,00 4,00 4,00
INPA R564 1,75 1,75 4,00 4,00 4,00
INPA R565 1,00 1,00 3,50 3,50 3,50
INPA R566 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R568 1,38 1,38 3,69 3,69 3,69
INPA R571 1,38 1,38 4,00 4,00 4,00
INPA R577 1,31 1,31 1,38 1,38 1,38
INPA R618 1,25 1,25 1,50 1,50 1,50
INPA R631 1,38 1,38 4,00 4,00 4,00
INPA R634 1,75 1,75 3,38 3,38 3,50
INPA R657 1,50 1,50 2,50 2,50 2,50
INPA R666 1,50 1,50 4,00 4,00 4,00
INPA R672 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R674 1,81 1,81 4,00 4,00 4,00
INPA R675 2,75 2,75 4,00 4,00 4,00
INPA R677 1,50 1,50 1,75 1,75 1,75
INPA R713 1,63 1,63 3,38 3,38 4,00
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4.4.2. Meio INPA - Oleo de girassol como fonte de carbono

Ao se analisar o crescimento das rizobactérias no meio INPA contendo o 6leo de girassol
como fonte de carbono (Figura 16), observou-se que com trés dias de incubacdo, 28 isolados
apresentaram pouco crescimento (notas de 1,00 a 2,00), um isolado (INPA R677) (Tabela 18)
apresentou crescimento médio (nota 2,06 a 3,00) e apenas a INPA R672 apresentou crescimento
elevado (3,13), mostrando, assim, a com maior potencial de degradacao desse 0leo. Apoés seis dias
de incubacdo, 16 bactérias apresentaram pouco crescimento, sete apresentaram crescimento
moderado e apenas sete (INPA R566, INPA R568, INPA R631, INPA R672, INPA R675, INPA
R677 e INPA R713) apresentaram crescimento elevado (Figura 16, Tabela 18).

Portanto foram selecionados 7 isolados (INPA R566, INPA R568, INPA R631, INPA R672,
INPA R675, INPA R677 e INPA R713) pois apresentaram notas superior a 3,00 ap0s seis dias de
incubacao.

Ao final do experimento, apds 15 dias de incubacédo, onze rizobactérias apresentaram pouco
crescimento, quatro apresentaram crescimento moderado e as demais quinze mostrando

crescimento elevado (Tabela 18).
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Figura 16 - Crescimento dos isolados de rizobactérias em meio INPA e dleo de girassol ao longo de quinze dias de incubagéo

Tabela 18 - Crescimento de estirpes de rizobactérias em meio INPA solido contendo dleo de girassol como
fonte de carbono.

Isolados 32 dia 6° dia 9° dia 12° dia 15° dia
INPA R020 1,00 1,00 1,13 1,19 1,31
INPA R178 1,06 1,19 1,19 1,19 1,19
INPA R233 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R236 1,13 1,88 2,00 2,00 2,00
INPA R302 1,00 2,19 2,19 2,19 2,19
INPA R304 1,19 1,38 1,50 1,75 1,75
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Tabela 18 - Crescimento de estirpes de rizobactérias em meio INPA sdlido contendo 6leo de girassol como
fonte de carbono.

Isolados 3°dia 6° dia 9° dia 12° dia 15° dia
INPA R311 1,00 1,13 4,00 4,00 4,00
INPA R321 1,13 1,25 3,13 3,38 3,38
INPA R332 2,00 2,25 4,00 4,00 4,00
INPA R529 1,00 1,56 1,56 1,56 1,56
INPA R546 1,13 1,13 3,00 3,00 3,50
INPA R547 1,13 1,13 1,38 1,50 1,50
INPA R552 1,25 1,38 2,75 3,13 3,13
INPA R555 1,00 1,00 1,00 1,25 1,38
INPA R564 1,44 1,56 3,13 3,31 3,31
INPA R565 1,06 2,13 2,13 2,13 2,13
INPA R566 1,63 3,69 4,00 4,00 4,00
INPA R568 1,06 3,44 4,00 4,00 4,00
INPA R571 1,19 1,25 1,19 1,31 1,44
INPA R577 1,00 1,13 1,13 1,13 1,13
INPA R618 1,00 1,13 2,25 2,38 2,50
INPA R631 1,19 3,13 3,13 3,75 3,88
INPA R634 1,31 1,56 2,50 2,50 3,06
INPA R657 1,13 1,13 1,13 1,13 1,13
INPA R666 1,31 1,56 4,00 4,00 4,00
INPA R672 3,13 3,69 4,00 4,00 4,00
INPA R674 1,00 2,13 2,38 2,38 2,38
INPA R675 1,25 3,50 3,56 4,00 4,00
INPA R677 2,88 3,31 4,00 4,00 4,00
INPA R713 1,63 3,25 3,25 3,25 3,25

4.4.3. Meio INPA — Oleo de milho como fonte de carbono

Ao se usar o 6leo de milho como fonte de carbono no meio INPA, observou-se que com
trés dias de incubacgéo, 27 rizobactérias apresentaram pouco crescimento (notas de 1,00 a 2,00),
trés apresentaram crescimento médio (nota 2,06 a 3,00) e nenhuma apresentou crescimento
elevado (3,06 a 4,00), mostrando que elas ttm mais dificuldade de degradar esse 0leo. Apds
seis dias de incubacdo, 22 das bactérias apresentaram pouco crescimento, apenas uma
apresentou crescimento moderado e sete apresentaram crescimento elevado. Ao se olhar com
mais detalhes os dados obtidos (Tabela 19), verificou-se que foram sete rizobactérias (INPA
R020, INPA R332, INPA R566, INPA R631, INPA R672, INPA R675 e INPA R677) que
apresentaram crescimento elevado apos seis periodo de incubacédo, sendo, portanto, as com
maiores potenciais de degradacao desse 0Oleo.

Ao final do experimento, com 15 dias de incubacdo, observou-se que treze das
rizobactérias apresentaram pouco crescimento, quatro apresentaram crescimento moderado e
treze, crescimento elevado, mostrando que a maioria desses microrganismos necessitaram mais
de nove dias para crescerem quando esse 6leo foi usado como fonte de carbono (Figura 17,
Tabela 19).
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Figura 17 - Crescimento dos isolados de rizobactérias em meio INPA e 6leo de milho ao longo de quinze dias de

incubagdo.

Tabela 19 - Crescimento de estirpes de rizobactérias em meio INPA sélido contendo dleo de milho como fonte

de carbono.

Isolados 3°dia 6° dia 9° dia 12° dia 15° dia
INPA R020 1,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R178 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R233 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R236 1,13 1,38 1,38 1,50 2,00
INPA R302 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R304 1,13 1,75 3,44 3,56 4,00
INPA R311 1,00 1,00 1,00 1,00 2,38
INPA R321 1,00 1,25 1,25 1,38 1,38
INPA R332 2,19 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R529 1,00 1,13 1,13 1,38 2,00
INPA R546 1,13 1,50 1,50 1,50 2,25
INPA R547 1,13 1,13 1,00 1,25 3,25
INPA R552 1,06 1,25 1,38 1,75 2,50
INPA R555 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R564 1,38 1,75 2,44 2,63 3,50
INPA R565 1,00 3,00 3,00 3,00 3,13
INPA R566 2,19 3,25 3,75 3,88 4,00
INPA R568 1,13 1,25 1,25 1,25 1,25
INPA R571 1,38 1,75 1,75 2,00 2,00
INPA R577 1,06 1,00 1,00 1,25 1,38
INPA R618 1,06 1,00 1,25 1,25 2,75
INPA R631 1,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R634 1,38 1,50 2,13 2,63 4,00
INPA R657 1,00 1,00 1,00 1,13 1,13
INPA R666 1,25 1,63 1,88 2,25 3,25
INPA R672 2,38 3,75 3,88 4,00 4,00
INPA R674 1,06 1,38 1,38 1,38 1,38
INPA R675 1,75 3,88 4,00 4,00 4,00
INPA R677 1,81 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R713 1,38 1,00 1,13 1,25 1,50
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4.4.4. Meio INPA — Oleo de canola como fonte de carbono

Ao se usar o 6leo de canola no meio INPA como fonte de carbono, observou-se que com trés
dias de incubagdo, 23 rizobactérias apresentaram pouco crescimento (notas de 1,00 a 2,00), duas
apresentaram crescimento médio (nota 2,06 a 3,00) e apenas cinco apresentaram crescimento
elevado (3,06 a 4,00). E apo6s seis dias de incubagdo ndo houve alteracdes em relacdo ao 3° dia,
sendo apenas as bactérias INPA R332, INPA R566, INPA R672, INPA R675 e INPA R713
apresentaram crescimento elevado (Figura 18, Tabela 20), mostrando-se as com maiores potenciais
de degradacéo desse Oleo.

Com 15 dias de incubacdo, treze rizobactérias apresentaram pouco crescimento, cinco
apresentaram crescimento moderado e doze, crescimento elevado. De um modo geral, a maioria
desses microrganismos necessitaram mais de nove dias para crescerem adequadamente quando esse

6leo é usado como fonte de carbono (Tabela 20).

Meio INPA - Oleo de canola como fonte de carbono

Tk

32 dia 62 dia 92 dia 122 dia 152 dia

3

o

2

(€]

2

o

1

(%]

1

o

[€,]

B Pouco Moderado ™ Elevado

Figura 18 - Crescimento dos isolados de rizobactérias em meio INPA e dleo de canola ao longo de quinze dias de incubacéo.

Tabela 20 - Crescimento de estirpes de rizobactérias em meio INPA sélido contendo 6leo de canola como fonte
de carbono.

Isolados 3% dia 6° dia 9° dia 12° dia 15° dia
INPA R020 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R178 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25
INPA R233 1,38 1,38 1,38 1,38 2,00
INPA R236 1,25 1,25 1,25 1,25 1,50
INPA R302 1,94 1,94 2,50 2,50 4,00
INPA R304 1,63 1,63 1,63 1,63 1,63
INPA R311 1,38 1,38 1,38 1,38 2,00
INPA R321 1,06 1,06 1,06 1,06 1,06
INPA R332 3,75 3,75 4,00 4,00 4,00
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Tabela 20 - Crescimento de estirpes de rizobactérias em meio INPA sélido contendo 6leo de canola como fonte
de carbono.

Isolados 3°dia 6° dia 9° dia 12° dia 15° dia
INPA R529 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R546 1,00 1,00 1,00 1,00 2,25
INPA R547 1,31 1,31 1,31 1,31 1,56
INPA R552 1,25 1,25 3,63 3,63 3,63
INPA R555 1,13 1,13 3,75 3,75 3,75
INPA R564 1,81 1,81 1,50 1,50 2,56
INPA R565 1,38 1,38 1,38 1,38 1,38
INPA R566 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R568 1,31 1,31 1,31 1,31 1,31
INPA R571 1,63 1,63 2,63 2,63 2,63
INPA R577 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25
INPA R618 1,50 1,50 2,00 2,00 2,00
INPA R631 2,25 2,25 4,00 4,00 4,00
INPA R634 1,69 1,69 1,88 1,88 3,13
INPA R657 1,19 1,19 1,31 1,31 2,38
INPA R666 1,25 1,25 3,63 3,63 4,00
INPA R672 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R674 1,25 1,25 2,00 2,00 3,00
INPA R675 3,25 3,25 3,75 3,75 4,00
INPA R677 2,50 2,50 4,00 4,00 4,00
INPA R713 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00

4.4.5. Meio INPA — Margarina como fonte de carbono

Ao se usar a margarina (Figura 19), observou-se que com trés dias de incubacgéo, 28 das
bactérias apresentaram pouco crescimento (notas de 1,00 a 2,00), apenas uma apresentou
crescimento médio (nota 2,06 a 3,00), bem como apenas a INPA R332 apresentou crescimento
elevado (3,13) (Tabela 21). E apds seis dias de incubacao houve poucas alteracdes em relacdo ao 3°
dia de incubacdo, e apenas as rizobactérias INPA R332, INPA R568, INPA R672 e INPA R677
apresentaram crescimento elevado (Tabela 21), mostrando, assim, 0s maiores potenciais de
degradacdo de margarina.

Com 15 dias de incubagdo, 19 apresentaram pouco crescimento, sete apresentaram
crescimento moderado e apenas as bactérias INPA R332, INPA R568, INPA R672 e INPA R677

apresentando crescimento elevado.
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Figura 19 - Crescimento dos isolados de rizobactérias em meio INPA e margarina ao longo de quinze dias de incubagéo.
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Tabela 21 - Crescimento de estirpes de rizobactérias em meio INPA sélido contendo margarina como fonte de

carbono.

Isolados 3° dia 6° dia 9° dia 12° dia 15° dia
INPA R020 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R178 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R233 1,00 1,13 1,13 1,25 1,25
INPA R236 1,00 1,19 1,19 1,25 1,25
INPA R302 1,00 1,19 1,19 1,25 1,25
INPA R304 1,00 1,13 1,13 1,25 1,25
INPA R311 1,13 1,38 1,38 1,44 1,50
INPA R321 1,00 1,25 1,25 1,25 1,25
INPA R332 3,13 4,00 4,00 4,00 4,00
INPA R529 1,00 1,13 1,13 1,13 1,13
INPA R546 1,00 1,00 2,00 2,25 2,50
INPA R547 1,00 1,25 1,25 1,25 1,25
INPA R552 1,00 1,44 1,75 1,88 1,88
INPA R555 1,00 1,31 1,31 1,31 1,38
INPA R564 1,00 1,06 1,25 1,63 2,50
INPA R565 1,00 1,06 2,50 2,50 2,50
INPA R566 1,13 1,19 2,25 2,25 2,25
INPA R568 1,19 3,13 4,00 4,00 4,00
INPA R571 1,00 1,00 1,00 1,06 1,13
INPA R577 1,00 1,06 1,06 1,06 1,06
INPA R618 1,00 1,06 1,19 1,38 1,44
INPA R631 1,13 1,31 1,31 2,50 2,75
INPA R634 1,00 1,25 1,38 1,69 1,69
INPA R657 1,00 1,13 1,13 1,13 1,19
INPA R666 1,00 1,13 1,50 2,00 2,25
INPA R672 2,13 3,50 4,00 4,00 4,00
INPA R674 1,00 1,50 1,50 1,63 1,75
INPA R675 1,31 1,50 1,63 2,00 2,50
INPA R677 2,00 3,19 4,00 4,00 4,00
INPA R713 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
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4.4.6. Meio INPA — Manteiga de garrafa como fonte de carbono

Ao se utilizar a manteiga de garrafa no meio INPA (Figura 19), observou-se que com trés
dias de incubacdo, 29 rizobactérias apresentaram pouco crescimento (notas de 1,00 a 2,00), apenas
uma apresentou crescimento médio (nota 2,06 a 3,00) e nenhuma apresentou crescimento elevado
(3,06 a 4,00). Apos seis dias de incubacdo, houve poucas alteracdes em relagcdo ao 3° dia de
incubacéo, e apenas as bactérias INPA R332, INPA R675 e INPA R677 apresentaram crescimento
elevado (Figura 20, Tabela 22), mostrando-se como as com maiores potenciais de crescimento e
degradacédo dessa manteiga.

Com 15 dias de incubacdo, 24 apresentaram pouco crescimento, trés apresentaram
crescimento moderado e apenas as trés bactérias (INPA R332, INPA R675 e INPA R676)
apresentando crescimento elevado. Apesar de haver pouco crescimento neste meio, e com esta fonte

de carbono, estes microrganismos apresentaram algum tipo de crescimento (Tabela 22).

Meio INPA - Manteiga de garrafa como fonte de carbono
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Figura 20 - Crescimento dos isolados de rizobactérias em meio INPA e manteiga de garrafa ao longo de quinze dias de

incubago.

Tabela 22 - Crescimento de estirpes de rizobactérias em meio INPA sélido contendo manteiga de garrafa como
fonte de carbono.

Isolados 3° dia 6° dia 9° dia 12° dia 15° dia
INPA R020 1,38 1,38 1,38 1,50 1,38
INPA R178 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R233 1,00 1,13 1,13 1,25 1,25
INPA R236 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R302 1,00 1,00 1,38 1,38 1,38
INPA R304 1,00 1,06 2,50 2,50 2,75
INPA R311 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R321 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R332 1,88 3,19 4,00 4,00 4,00
INPA R529 1,25 1,25 1,50 1,50 1,75
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Tabela 22 - Crescimento de estirpes de rizobactérias em meio INPA sélido contendo manteiga de garrafa como
fonte de carbono.

Isolados 3°dia 6° dia 9° dia 12° dia 15° dia
INPA R546 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R547 1,00 1,13 2,75 2,75 2,88
INPA R552 1,00 1,13 1,63 1,63 1,69
INPA R555 1,00 1,13 1,50 1,50 1,75
INPA R564 1,06 1,25 1,25 1,25 1,50
INPA R565 1,00 1,13 1,50 1,50 1,88
INPA R566 1,13 1,50 2,00 2,00 2,00
INPA R568 1,19 1,44 2,00 2,00 2,13
INPA R571 1,00 1,19 2,00 2,00 2,00
INPA R577 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R618 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R631 1,00 1,00 1,50 1,50 1,63
INPA R634 1,00 1,13 1,13 1,13 1,31
INPA R657 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
INPA R666 1,00 1,38 1,38 1,38 1,44
INPA R672 1,06 1,25 1,25 1,25 1,38
INPA R674 1,06 1,25 1,25 1,25 1,50
INPA R675 2,13 3,13 4,00 4,00 4,00
INPA R677 2,00 3,13 4,00 4,00 4,00
INPA R713 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

Com tudo, os resultados de crescimento utilizando o meio YMA permitiu selecionar 27
bactérias que atingiram notas elevadas (3,06 a 4,00) no terceiro dia de crescimento demonstrando
com isso, que essas bactérias sdo potenciais degradadores de 6leos e gorduras. As demais, que nao
foram selecionadas, mas apresentaram notas de crescimentos elevados e moderados ap6s o0 sexto
dia, e podem ser utilizadas formando consorcios em testes de biodegradacdo, pois até o 15° dia
apresentaram crescimento significativo tanto com a fonte de carbono manitol, quanto com os 6leos
e gorduras.

O extrato de levedura, componente orgéanico nitrogenado que possui quantidades de
vitaminas essenciais para o melhor crescimento e biossintese microbiana (Matsuura, 2004), ndo
esta presente meio INPA, o que pode dificultar o crescimento inicial das bactérias. Por isso, foram
selecionadas 9 bactérias que atingiram notas elevadas (3,06 a 4,00) no sexto dia de crescimento. A
capacidade adaptativa em um meio que contém macro e micronutrientes geralmente
encontrados nos solos de um modo geral demonstra que essas bactérias sdo potenciais
degradadores de 6leos e gorduras. Na tabela 23 estdo descritos o tempo de incubacdo necessario
para as rizobactérias apresentarem crescimentos superiores a 3,00 segundo a metodologia de
Oliveira e Magalh&es (1999).

Esses dados sdo mais satisfatorios quando comparados com os descritos por Cauper et al.
(2017) ao avaliarem a capacidade de biodegradacdo de 15 isolados de rizébios 6leo de cozinha,
utilizado em frituras, como fonte de carbono. Esses autores descreveram que ao 3° dia de

crescimento os 15 isolados apresentaram pouco crescimento. Resultados semelhantes com a

75



76

utilizacdo de bactérias na degradacdo de compostos oleosos derivados de petréleo também sendo
demonstrados. Cerqueira et. al. (2011) descreveram que trés bactérias isoladas a partir de lamas
petroquimica oleosas, identificado como Stenotrophomonas acidaminiphila, Bacillus megaterium
e Bacillus cibi, e duas bactérias isoladas de solo contaminado por residuos petroquimicos,
identificado como Pseudomonas aeruginosa e Bacillus cereus demonstrado eficiéncia na

degradacdo de borra oleosa quando cultivada durante 40 dias.
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Tabela 23 — Tempos de incubacgdo necessarios para as rizobactérias apresentarem crescimentos superiores a 3,00 segundo a metodologia de Oliveira e Magalhées

(1999).
Oleo de Soja Oleo de Girassol Oleo de Milho Oleo de Canola Manteiga Margarina
Isolados YMA INPA YMA INPA YMA INPA YMA INPA YMA INPA YMA INPA
12° dia 9° dia Pdia - 9° dia 6° dia 9dia - 12°dia =~ ------- 9°dia -
INPA R020
(3,75) (3,50) (4,000 - (3,69) (4,00) (3,25) - (350) - (3,38)  ------
9° dia 9° dia 6°dia - 3dia - 3dia - 15°dia =~ ------- 3dia -
INPA R178
(3,63) (3,44) (356) - (4,000 - (4,000 - (3,88) - (4,000 -
3¢dia  ------ Pdia - Pdia - 3¢dia - 6°dia  ------- 3dia -
INPA R233
(4,000 - (3,88) - (4,000 - (4,000 - (3,38) - (3,63)  ------
12°dia ~ ------- 6°dia - 6°dia  ------ 9°dia - 12° dia
INPA R236
(3,50) - (356) - (3,75) - (4,000 - (3,31)
3¢dia  ------ Pdia - Pdia - 3°dia 15° dia 3¢dia  ------ 3dia -
INPA R302
(4,000 - (4,000 - (4,000  ------- (4,00) (4,00) (4,000  ------- (4,000  ------
3°dia 9° dia 3dia - 3% dia 9° dia 3dia - 3dia - 3dia -
INPA R304
(4,00) (4,00) (4,000 - (4,00) (3,44) (4,000 - (4,000 - (4,000 -
3dia  ------ 6° dia 9° dia 6°dia @ ---—--- 9dia - 6° dia
INPA R311
(4,000 - (3,75) (4,00) (4,000  ------- (4,000 - (3,38)
3dia - 9° dia 9° dia dia - 9°dia - 15°dia = ------- 15°dia = -------
INPA R321
(4,000 - (4,00) (3,13) (4,000 - (4,000 - (350) - (3,50) -
R EE 3°dia 9° dia 3% dia 9° dia 3% dia 6° dia 3°dia 3°dia 3°dia 3° dia 3% dia 6° dia
(4,00) (4,00) (4,00) (4,00) (4,00) (4,00) (4,00) (3,75) (3,75) (3,13) (4,00) (3,19)
3°dia 9° dia 6°dia - dia - 3dia - 3dia - 3dia -
INPA R529
(4,00) (3,44) (4,000 - (4,000 - (4,000 - (3,25) - (4,000 -
——————— 9° dia 3% dia 15° dia 12° dia 3°dia 12° dia 9° dia
INPA R546
------- (3,81) (3,25) (3,50) (3,25) (4,00) (3,88) (3,06)
3°dia 9° dia 3dia - 3% dia 15° dia 3dia - dia - 3dia -
INPA R547
(4,00) (3,75) (4,000 - (4,00) (3,25) (4,000 - (4,000 - (4,000  -------
3°dia 9° dia 3% dia 12° dia Pdia - 3°dia 9° dia 3¢dia  ------- Pdia -
INPA R552
(400)  (400) (4,00 (3.13) (400) e (400)  (363)  (400) - (400) e
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Tabela 23 — Tempos de incubacgdo necessarios para as rizobactérias apresentarem crescimentos superiores a 3,00 segundo a metodologia de Oliveira e Magalhées

(1999).
Oleo de Soja Oleo de Girassol Oleo de Milho Oleo de Canola Manteiga Margarina

Isolados YMA INPA YMA INPA YMA INPA YMA INPA YMA INPA YMA INPA
6° dia 9° dia 6°dia - 9°dia  ------- 3°dia 9° dia 6°dia - 9°dia -

INPA R555
(3,50) (4,00) (3,88) - (3,75) - (4,00) (3,75) (3,13) - (4,000  -----
6° dia 9° dia 6° dia 9° dia 6° dia 15° dia Pdia - 9 dia @ - 9 dia @ -

INPA R564
(4,00) (4,00) (3,13) (3,13) (4,00) (3,50) (4,000 - (3,06)  ------- (325 -
3° dia 9° dia 3dia 0 - 3° dia 15° dia dia - 12°dia  ------- 3dia -

INPA R565
(4,00) (3,50) (3,7 - (4,00) (3,13) (4,000 - (4,000 - (4,000  -----
INPARESS 3° dia 3° dia 3° dia 6° dia 3° dia 6° dia 3° dia 3° dia Pdia - dia -
(4,00) (4,00) (3,25) (3,69) (4,00) (3,25) (4,00) (4,00) (3,50)  ------- (4,000 -
6° dia 9° dia 9° dia 6° dia 6°dia @ ------- 6°dia  ----—-- 9° dia 6° dia 9 dia @ -

INPA R568
(3,75) (3,69) (3,81) (3,44) (400) - (3,63) - (3,31) (3,13) (3,75) -
3°dia 9° dia Pdia - Pdia - 3¢dia - 3dia  ------- 3dia -

INPA R571
(4,00) (4,00) (4,000 - (4,000 - (4,000 - (4,000 - (4,000 -
3dia - 3dia - 3dia - 3dia - 3dia - 3dia -

INPA R577
(4,000 - (4,00 - (4,000 - (4,000 - (3,7 - (4,000  -------
3¢dia  ----- Pdia - Pdia - 3dia - 6°dia - 3dia -

INPA R618
(4,000 - (4,000 - (4,000 - (4,000 - (3,38) - (4,000 -
INPA R631 3° dia 9° dia 3° dia 6° dia 3° dia 6° dia 3° dia 9° dia 6°dia  ----—-- dia -
(400)  (400) (4,00 (3.13) (4000 (4000  (313)  (400)  (350) - (375) e
INPA R634 3° dia 9° dia 3° dia 15° dia 3° dia 15° dia 3° dia 15° dia 9 dia - 9 dia @ -
(4,00) (3,38) (4,00) (3,06) (4,00) (4,00) (4,00) (3,13) (3,19) - (3,75) = -
3dia - 3dia - dia - 3dia - 3dia - 3dia -

INPA R657
4,000 - (4,000 - (4,000 - 4,000 - (4,000 - (4,000  -------
INPA RE66 3° dia 9° dia 3° dia 9° dia 3° dia 15° dia 3° dia 9° dia Pdia - Pdia -
(4,00) (4,00) (4,00) (4,00) (4,00) (3,25) (4,00) (3,63) (4,000  ------- (4,000  -------
INPA R672 3°dia 3° dia 3° dia 3° dia 3° dia 6° dia 3°dia 3° dia 12°dia 6° dia Pdia -
(4,00) (4,00) (4,00) (3,13) (4,00) (3,75) (4,00) (4,00) (4,00) (3,50) (4,000 -
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Tabela 23 — Tempos de incubacgdo necessarios para as rizobactérias apresentarem crescimentos superiores a 3,00 segundo a metodologia de Oliveira e Magalhées

(1999).
Oleo de Soja Oleo de Girassol Oleo de Milho Oleo de Canola Manteiga Margarina

Isolados YMA INPA YMA INPA YMA INPA YMA INPA YMA INPA YMA INPA
3°dia 9° dia 3Pdia - Pdia - 3dia - 6°dia = ------- 3Pdia -

INPA R674
(4,000  (400)  (4,00) - [C0}o) J— [C10)0) R — [C0lo) J— [C0[o) J—
INPA R675 3% dia 9° dia 3° dia 6° dia 3° dia 6° dia 3% dia 3%dia 3°dia @ -----—-- 3° dia 6° dia
(4,00)  (400)  (4,00) (3,50) (4,00) (3,89) (4,00) (3,25) L) — 4,00)  (3,13)
NPARGT 3°dia @ -----—-- 3° dia 6° dia 3° dia 6° dia 3% dia 9° dia 6° dia 6° dia 3° dia 6° dia
(4,000 - (3,38) (3,31) (4,00) (4,00) (4,00) (4,00) (4,00) (3,19) (4,00) (3,13)
2dia  9dia  3°dia 6° dia R S— 3° dia X 7 S X T S—

INPA R713
4,000  (338)  (4,00) (3,25) [N01) J— (4,00) 80— R0 J—
Mneft;fe 3.80 2.66 3.84 171 3.95 1.58 3.93 1.50 3.55 0.43 3.60 0.32

*apenas das bactérias que atingiram notas elevadas.
**n&o houve crescimento no periodo de incubacéo para as amostras que possuem
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45. AVALIACAO DO POTENCIAL DE DEGRADAGCAO, UTILIZANDO O
INDICADOR REDOX — DCPIP

Esse teste demonstra a capacidade de 27 rizobactérias, que foram previamente
selecionadas no teste anterior, em utilizar hidrocarbonetos como substrato utilizando o
indicador redox diclorofenol indofenol (DCPIP), observando a mudanca de cor do azul
(oxidado) para incolor (reduzido). Esta mudanga oscila entre coloracdo total e
descoloracdo total. A leitura desse teste foi realizada durante um periodo de seis dias em
intervalos de 24 horas, onde foi observada a reducdo total do DCPIP. Com alguns
isolados, nos diferentes derivados, essa reducdo ocorreu principalmente nos tempos de
24h, 48h e 72h. Apds a oxidacdo total do DCPIP o meio volta a ficar azul novamente por
ser um indicador reversivel (Rao et al., 1987; Peixoto et al., 2018)

Nas tabelas 24, 25, 26, 27, 28, 29 e 30 séo apresentadas as porcentagens de
descoloracdo do DCPIP observadas nos meios com diferentes fontes de carbono, obtidas
a partir de leituras de espectrofotdmetro dos valores de concentracdo do indicador. Para
efeito ilustrativo, na figura 21 mostra o teste com a colorag&o total do indicador DCPIP

contendo alguns isolados com 72 horas de incubagéo.

Figura 21 - Demonstragdo do teste de biodegradagdo, utilizando o indicador DCPIP, onde A é o controle sem
descoloragdo do indicador; B dleo de soja com 72 horas de incubacéo; C 6leo de girassol com 72 horas; D 6leo milho
com 72 horas; E 6leo de canola com 72 horas; F margarina com 72 horas e F manteiga de garrafa com 72 horas.
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Para a realizacdo desse teste, foram utilizadas distintas fontes de carbono: manitol
(M), 6leo de soja (OS), 6leo de girassol (OG), 6leo de milho (OM), 6leo de canola (OC),

margarina (M) e manteiga de garrafa (MG). A tabela 24 mostra os resultados do percentual

de degradacéo utilizando-se a fonte de carbono manitol, que com 24 horas de incubagéo

o isolado INPA R677 apresentou o melhor percentual de descoloracdo (60%). Com 48

horas de incubacdo 11 isolados apresentaram degradacdo acima de 50%, e no periodo de

144 horas de incubacdo, 16 isolados trés isolados apresentaram isolados apresentaram

degradacdo igual ou acima de 60%. A Figura 22 mostra a média e o desvio padrdo para o

percentual de degradacdo entre os microrganismos no meio YMA com manitol como

fonte de carbono. Esse resultado é esperado, pois a fonte de carbono manitol € ideal para

0 crescimento desse microrganismo em laboratorio.

Tabela 24 — Percentual de descoloracdo em meio YMA em relacédo ao controle sem indculo.

% de descoloragdo de DCPIP (mg.L™?)

Isolados lhora 24horas 48horas 72horas 96 horas 120 horas 144 horas

Controle 0 0 0 0 0 0 0
INPARO20 25 29 90 90 89 66 84
INPAR178 30 39 89 90 88 45 72
INPAR233 25 19 19 18 19 28 26
INPAR302 20 18 19 21 20 13 29
INPA R304 7 16 42 67 61 39 69
INPA R311 19 18 87 90 90 82 64
INPAR321 23 21 90 91 85 88 75
INPAR332 22 7 13 10 12 63 75
INPA R529 11 14 25 27 39 53 84
INPA R546 11 9 62 65 90 72 60
INPA R547 5 10 18 11 15 28 28
INPA R552 15 17 23 20 19 29 24
INPA R555 15 10 27 42 90 89 74
INPA R565 19 11 22 14 12 11 21
INPA R566 10 7 64 89 91 87 89
INPA R571 15 10 15 19 13 26 14
INPARS77 22 20 48 92 91 84 32
INPA R618 11 20 19 21 35 23
INPA R631 6 15 1 14 15 9
INPARG34 13 11 20 12 12 11 20
INPA R657 19 18 28 22 22 30 20
INPA R666 2 38 90 91 89 88 84
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Isolados

% de descoloragdo de DCPIP (mg.L™?)

lhora 24horas 48horas 72horas 96 horas 120 horas 144 horas
INPAR672 12 23 44 65 88 88 63
INPA R674 27 28 69 89 90 88 82
INPA R675 7 6 64 91 91 90 71
INPA R677 60 50 49 52 60 62
INPA R713 22 19 84 91 90 88 81
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Figura 22 - Média e o desvio padrdo para o percentual de degradagdo entre os microrganismos no meio YMA com

manitol como fonte de carbono.
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4.5.1. Avaliacdo do potencial de degradacéo de 6leo de soja, utilizando o
indicador redox — DCPIP

No experimento contendo dleo de soja como fonte de carbono, no inicio da
incubacéo (0 hora), os isolados INPA R233, INPA R302, INPA R304, INPA R321, INPA
R547, INPA R565, INPA R577, INPA R666 e INPA R677 apresentaram percentual de
descoloracdes variando entre 14 e 28%. Os microrganismos INPA R233, INPA R565,
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INPA R577 e INPA R666 apresentaram as maiores porcentagens de descoloracdo, entre
27% e 34%, apds 24 horas. E apds 48 horas, 0s microrganismos INPA R020, INPA R302,
INPA R311, INPA R321, INPA R566, INPA R577 e INPA R666 apresentaram seus picos
de descoloracdo entre 80 e 90%. Entretanto, os isolados com 0s menores percentuais de
descoloracdo ao longo de 144 horas foram INPA R631 e INPA R657, variando entre 2 e
25% (Tabela 25).

Nesta fonte de carbono, foram selecionadas nove bactérias que apresentaram
resultados positivos: INPA 020, INPA 302, INPA 311, INPA 321, INPA R332, INPA
566, INPA 577, INPA 666 e INPA R674. A Figura 23 mostra a média e o desvio padrdo
para o percentual de degradagdo entre os microrganismos no meio YM acrescido com
6leo de soja como fonte de carbono.

Tabela 25 — Percentual de descoloragdo em meio YM acrescido com dleo de soja, em relagdo ao controle sem inéculo.

% de descoloracéo de DCPIP (mg.L™?)

Isolados lhora 24horas 48horas 72horas 96 horas 120 horas 144 horas

Controle 0 0 0 0 0 0 0
INPA R020 8 11 87 55 56 41 22
INPA R178 1 3 45 53 64 46 17
INPA R233 26 21 44 33 29 39 22
INPA R302 15 21 88 70 61 45 44
INPA R304 23 2 54 48 58 61 39
INPA R311 4 1 83 74 47 39 31
INPA R321 21 0 88 53 24 37 13
INPA R332 3 9 44 83 72 42 17
INPA R529 4 11 46 6 10 23 1
INPA R546 6 1 54 53 69 54 15
INPA R547 15 16 33 12 36 22 3
INPA R552 10 3 57 55 72 58 14
INPA R555 8 3 57 55 74 66 6
INPA R565 28 13 41 21 16 44 10
INPA R566 6 22 88 71 53 39 23
INPA R571 10 37 39 52 37 17 4
INPA R577 28 24 89 82 63 54 24
INPA R618 10 14 35 7 10 20 0
INPA R631 5 16 20 3 4 21
INPA R634 3 19 33 3 0 13
INPA R657 4 19 13 19 12 25 2
INPA R666 28 25 88 75 51 49 31
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% de descoloragdo de DCPIP (mg.L™?)

Isolados lhora 24horas 48horas 72horas 96 horas 120 horas 144 horas
INPA R672 2 50 36 46 55 25 14
INPAR6G74 10 32 35 30 83 48 18
INPA R675 7 34 50 28 35 23 2
INPA R677 24 30 19 22 16 31 14
INPA R713 10 29 79 77 37 48 18
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Figura 23 — Média e o desvio padrdo para o percentual de degradagéo entre os microrganismos no meio YM acrescido
de 6leo de soja como fonte de carbono.

4.5.2. Avaliacdo do potencial de degradacéo de 6leo de girassol,
utilizando o indicador redox — DCPIP
No experimento contendo 6leo de girassol como fonte de carbono, no inicio da
incubacéo (0 hora), 19 isolados ja apresentaram percentual de descoloragfes variando entre
12 e 48%, (INPA R020, INPA R178, INPA R233, INPA R302, INPA R304, INPA 311,
INPA R321, INPA R332, INPA R529, INPA R546, INPA R547, INPA R552, INPA R555,
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INPA R571, INPA R577, INPA R631, INPA R666, NPA R675, e INPA R713). Os
microrganismos INPA R020, INPA R233, INPA R302, INPA R311, INPA R321, INPA
R332, INPA R529, INPA R547, INPA R552, INPA R555, e INPA R672 apresentaram as
maiores porcentagens de descoloragdo, entre 28% e 57%, apos 24 horas. E apos 48 horas, 0s
microrganismos INPA R302, INPA R311, INPA R321, INPA R332, INPA R552 e INPA
R555 apresentaram seus picos de descoloracdo entre 80 e 90%. Entretanto, os isolados com
0s menores percentuais de descoloracdo ao longo de 144 horas foram INPA R565, INPA
R571, INPA R618, INPA R634 e INPA R672, variando entre 1 e 25% (Tabela 25).

Nesta fonte de carbono, foram selecionadas oito bactérias que apresentaram
resultados positivos: INPA R302, INPA R304, INPA R311, INPA R321, INPA R332, INPA
R552, INPA R555 e INPA R566. A Figura 24, monstra a média e o desvio padréo para o
percentual de degradacdo entre 0s microrganismos no meio YM acrescido com 6éleo de

girassol como fonte de carbono.

Tabela 26 — Percentual de descoloragdo em meio YM acrescido com dleo de girassol, em relagdo ao controle sem
indculo.

% de descoloragdo de DCPIP (mg.L™?)

Isolados lhora 24horas 48horas 72horas 96 horas 120 horas 144 horas

Controle 0 0 0 0 0 0 0
INPA R020 35 57 78 59 55 58 41
INPA R178 31 12 68 68 42 68 54
INPA R233 42 34 38 32 36 49 23
INPA R302 36 48 86 73 55 63 49
INPA R304 48 11 65 79 74 71 69
INPA R311 27 37 82 81 62 57 98
INPA R321 36 31 82 61 35 48 27
INPA R332 43 35 87 86 73 65 44
INPA R529 42 53 62 43 37 46 29
INPA R546 21 24 63 59 51 37 26
INPA R547 30 47 52 20 21 37 15
INPA R552 37 42 87 87 49 54 41
INPA R555 32 49 89 86 71 62 56
INPA R565 5 11 10 3 0 2 0
INPA R566 1 9 50 86 25 25
INPA R571 12 19 21 3 2 11
INPA R577 12 15 9 2 22 56 57
INPA R618 1 10 9 10 0 8 1
INPA R631 12 12 21 8 2 29 59
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% de descoloragdo de DCPIP (mg.L™?)

Isolados lhora 24horas 48horas 72horas 96 horas 120 horas 144 horas
INPA R634 11 3 23 1 1 23 0
INPA R657 4 9 30 3 2 8 1
INPA R666 19 16 48 61 52 32 6
INPA R672 9 28 25 7 5 15 2
INPA R674 4 20 22 0 0 29 2
INPA R675 12 9 47 37 12 39 5
INPA R677 7 13 5 1 1 18 0
INPA R713 17 19 8 65 41 33 2
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Figura 24 — Média e o desvio padrédo para o percentual de degradacéo entre os microrganismos no meio YM acrescido
de 6leo de girassol como fonte de carbono.

4.5.3. Avaliacdo do potencial de degradacéo de 6leo de milho, utilizando o
indicador redox — DCPIP

No experimento contendo 6leo de milho como fonte de carbono, no inicio da
incubacdo (0 hora), dentre os 27 isolados testados, apenas seis ndo apresentaram percentual
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de descoloragdes variando entre 12 e 48%, (INPA R311, INPA R332, INPA R529, INPA
R631, INPA R666 e INPA R677). Os microrganismos INPA R020, INPA R302, INPA R304,
INPA R321, INPA R547, INPA R565, INPA R566, INPA R618, INPA R634 e INPA R674
apresentaram as maiores porcentagens de descoloracdo, entre 26% e 85%, ap0s 24 horas. E
apos 48 horas, os microrganismos INPA R020, INPA R311, INPA R321, INPA R555, INPA
R566, INPA R571, INPA R666 e INPA R672 apresentaram seus picos de descoloragéo acima
de 80%. Entretanto, o isolados INPA R631 apresentou 0s menores percentuais de
descoloracédo ao longo de 144 horas, variando entre 1 e 20% (Tabela 27).

Nesta fonte de carbono, foram selecionadas 13 bactérias que apresentaram resultados
positivos: INPA R020, INPA R178, INPA R302, INPA R311, INPA R321, INPA R546,
INPA R552, INPA R555, INPA R566, INPA R571, INPA R666, INPA R672 e INPA R674.
A Figura 25, monstra a média e o desvio padrédo para o percentual de degradacao entre 0s

microrganismos no meio YM acrescido com 6leo de milho como fonte de carbono.

Tabela 27 — Percentual de descoloragdo em meio YM acrescido com dleo de milho, em relagdo ao controle sem
in6culo.

% de descoloracgdo de DCPIP (mg.L™?)

Isolados lhora 24horas 48horas 72horas 96 horas 120 horas 144 horas

Controle 0 0 0 0 0 0 0
INPA R020 37 85 87 78 53 76 52
INPA R178 28 13 59 87 77 63 42
INPA R233 23 17 35 34 6 46 12
INPA R302 21 57 80 83 55 59 60
INPA R304 33 33 59 77 69 78 71
INPA R311 1 1 81 86 60 45 25
INPA R321 29 33 80 76 35 48 34
INPA R332 3 8 69 71 66 60 31
INPAR529 3 7 35 57 23 44 16
INPA R546 17 19 58 80 72 51 33
INPA R547 34 26 36 43 21 38 26
INPA R552 18 18 59 84 56 38 41
INPA R555 27 18 81 86 53 48 36
INPA R565 38 28 47 51 26 48 38
INPA R566 21 38 83 78 40 40 41
INPA R571 31 22 82 84 68 61 56
INPA R577 21 25 54 58 42 44 36
INPA R618 30 26 27 49 27 46 40
INPA R631 8 1 20 16 0 14 0
INPA R634 28 28 43 67 65 71 49
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% de descoloragdo de DCPIP (mg.L™?)

Isolados lhora 24horas 48horas 72horas 96 horas 120 horas 144 horas
INPA R657 26 11 1 25 9 26 30
INPA R666 3 1 86 69 27 21 24
INPA R672 26 25 84 84 66 50 53
INPA R674 28 33 66 84 74 56 45
INPA R675 16 22 74 45 26 44 40
INPA R677 1 0 34 77 64 36 23
INPA R713 15 5 46 52 40 30 26
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Figura 25 — Média e o desvio padrédo para o percentual de degradacédo entre os microrganismos no meio YM acrescido
de 6leo de milho como fonte de carbono.

4.5.4. Avaliacdo do potencial de degradacéo de 6leo de canola, utilizando
o indicador redox — DCPIP
No experimento contendo 6leo de canola como fonte de carbono, no inicio da
incubacéo (0 hora), 17 isolados apresentaram percentual de descolorag6es variando entre 12

e 56%, (INPA R178, INPA R233, INPA R304, INPA R529, INPA R547, INPA R552, INPA
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R555, INPA R565, INPA R566, INPA R571, INPA R577, INPA R631, INPA R672, INPA
R674, INPA R675, INPA R677 e INPA R713). Apo6s 24 horas de incubacdo, apenas seis
isolados apresentaram percentual de descoloracdo superiores a 24% (INPA R565, INPA
R566, INPA R674, INPA R675, INPA R677 e INPA R713), e com 48 horas de incubacdo
apenas INPA R566, INPA R674 e INPA R713 apresentaram seus picos de descoloragdo
acima de 80%. Em contrapartida, os isolados INPA R332, INPA R618, INPA R634 e INPA
R657 apresentaram 0s menores percentuais de descoloragdo ao longo de 144 horas, variando
entre 1 e 13% (Tabela 28).

Nesta fonte de carbono, foram selecionadas seis bactérias que apresentaram
resultados positivos: INPA R302, INPA R566, INPA R577, INPA R674, INPA R675 e INPA
R713. A Figura 26 mostra a média e o desvio padrdo para o percentual de degradacao
entre 0s microrganismos no meio YM acrescido com 6leo de canola como fonte de

carbono.

Tabela 28 — Percentual de descoloragdo em meio YM acrescido com 6leo de canola, em relagdo ao controle sem indculo.

% de descoloragdo de DCPIP (mg.L™?)

Isolados lhora 24horas 48horas 72horas 96 horas 120 horas 144 horas

Controle 0 0 0 0 0 0 0
INPA R020 9 18 13 39 40 11 18
INPA R178 27 12 14 6 0 2 20
INPAR233 23 10 13 2 0 16 13
INPA R302 8 5 26 66 80 17 9
INPAR304 15 11 14 34 38 26 25
INPA R311 11 11 69 60 15 12 28
INPA R321 8 7 57 52 10 31 11
INPA R332 10 6 2 0 1 13
INPA R529 13 12 6 5 3
INPA R546 3 7 12 11
INPA R547 14 5 13 5 2
INPARS52 21 13 12 34 29 21 26
INPA R555 12 9 33 28 49 21 3
INPARS65 25 25 28 23 21 14 19
INPARS66 22 43 83 81 33 32 40
INPARS71 26 24 51 60 45 35 40
INPARS77 21 17 45 89 57 23 27
INPA R618 5 2 5 2 6 1 3
INPA R631 17 10 31 26 30 18 11
INPA R634 2 7 2 3 5 1 10
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Isolados

% de descoloragdo de DCPIP (mg.L™?)

90

lhora 24horas 48horas 72horas 96 horas 120 horas 144 horas

INPA R657 5 6 1 4 1 0 1

INPA R666 11 10 14 32 43 43 18

INPA R672 12 9 6 2 0 8 6

INPA R674 56 78 89 89 69 57 61

INPA R675 48 84 77 62 51 53 56

INPA R677 35 35 60 52 45 43 46

INPA R713 46 56 90 80 44 55 a7
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Figura 26 — Médias e desvios padrdo para o percentual de degradagdo entre os microrganismos no meio YM

acrescido de 6leo de canola como fonte de carbono.

4.5.5. Avaliacdo do potencial de degradacéo de margarina, utilizando o

indicador redox — DCPIP

No experimento contendo margarina como fonte de carbono, no inicio da incubagédo

(0 hora), observou-se que dentre todos os 27 isolados, apenas o INPA R178 apresentou

percentual de descoloragdes inferior a 19%, e apds 24 horas de incubacdo, 17 isolados
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apresentaram percentual de descoloracéo superiores a 24% (INPA R020, INPA R178, INPA
R233, INPA R302, INPA R304, INPA R311, INPA R546, INPA R547, INPA R565, INPA
R566, INPA R571, INPA R577, INPA R618, INPA R631, INPA R634, INPA R657 e INPA
R677). Com 48 horas de incubagdo apenas INPA R020, INPA R302, INPA R311 e INPA
R577 apresentaram seus picos de descoloracdo acima de 80%. Em contrapartida, apenas o
isolado INPA R529 apresentou percentuais de descoloracao inferiores a 20% ao longo de 144
horas (Tabela 29).

Nesta fonte de carbono, foram selecionadas 13 bactérias que apresentaram resultados
positivos: INPA R020, INPA R302, INPA R311, INPA R321, INPA R546, INPA R565,
INPA R566, INPA R571, INPA R577, INPA R634, INPA R657, INPA R666 e INPA R674.
A Figura 27, mostra a média e o desvio padréo para o percentual de degradacao entre os

microrganismos no meio YM acrescido com 6leo de canola como fonte de carbono.

Tabela 29 — Percentual de descoloragdo em meio YM acrescido com margarina, em relagdo ao controle sem inéculo.

% de descoloragdo de DCPIP (mg.L™?)

Isolados lhora 24horas 48horas 72horas 96 horas 120 horas 144 horas

Controle 0 0 0 0 0 0 0
INPAR0O20 33 42 86 71 40 46 55
INPA R178 12 26 40 45 78 72 54
INPAR233 30 35 33 37 35 38 52
INPAR302 49 32 87 88 75 58 60
INPAR304 30 41 43 58 77 77 66
INPAR311 33 35 84 84 67 45 61
INPAR321 23 15 65 83 57 49 43
INPAR332 25 18 34 23 60 61 69
INPA R529 19 15 9 11 7 4 17
INPARG46 42 32 41 32 85 83 67
INPARS47 34 27 29 31 55 22 36
INPARS52 24 13 23 13 64 51 51
INPARS5S5 37 24 55 7 68 40 43
INPARS65 45 37 42 1 62 60 81
INPARS66 21 25 41 88 84 70 50
INPAR571 39 33 37 26 82 87 78
INPA R577 43 37 87 78 90 87 75
INPAR618 33 27 28 25 55 31 44
INPAR6G3L 23 26 21 24 35 30 46
INPARG34 34 31 43 32 87 89 82
INPARG57 41 32 56 6 90 89 89
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Isolados

% de descoloragdo de DCPIP (mg.L™?)

lhora 24horas 48horas 72horas 96 horas 120 horas 144 horas
INPA R666 25 18 46 90 82 63 50
INPA R672 19 15 19 76 36 41 47
INPA R674 36 23 58 90 81 70 60
INPA R675 29 23 57 32 37 35 48
INPA R677 52 38 34 62 25 31 63
INPA R713 32 20 76 8 52 44 50
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Figura 27 — Média e desvio padrédo para o percentual de degradacdo entre 0os microrganismos no meio YM acrescido
de margarina como fonte de carbono.

4.5.6. Avaliacdo do potencial de degradagdo de manteiga de garrafa,

utilizando o indicador redox — DCPIP

No experimento contendo margarina como fonte de carbono, no inicio da incubagédo
(0 hora), dentre todos os 27 isolados, apenas INPA R321 e INPA R713 apresentaram
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percentual de descoloragdes inferior a 12%, e apos 24 horas de incubagdo, todos o0s isolados
apresentaram percentual de descoloragdo superiores a 26%. Com 48 horas de incubacdo os
isolados INPA R020 e INPA R666 atingiram seus picos de descoloracdo acima de 80%. Em
contrapartida, apenas os isolados INPA R565, INPA R657 e INPA R713 apresentaram
percentuais de descoloragéo inferiores a 33% ao longo de 144 horas (Tabela 30).

Nesta fonte de carbono foram selecionadas oito bactérias que apresentaram resultados
positivos: INPA R020, INPA R302, INPA R311, INPA R321, INPA R566, INPA R666,
INPA R672 e INPA R674. A Figura 28, mostra a media e o desvio padréo para o percentual
de degradacdo entre 0s microrganismos no meio YM acrescido com manteiga de garra

como fonte de carbono.

Tabela 30 — Percentual de descoloragdo em meio YM acrescido com manteiga de garrafa, em relagdo ao controle sem
in6culo.

% de descoloracdo de DCPIP (mg.L™?)

Isolados lhora 24horas 48horas 72horas 96 horas 120 horas 144 horas

Controle 0 0 0 0 0 0 0
INPARO20 54 75 89 71 60 69 67
INPAR178 46 28 40 46 62 70 55
INPAR233 53 44 39 38 45 35 43
INPAR30Z2 40 26 40 88 77 48 39
INPAR304 40 27 35 58 58 64 47
INPAR311 36 32 79 84 73 47 35
INPAR321 g 49 39 83 43 38 16
INPAR332 38 26 10 24 43 25 38
INPARS29 25 27 5 11 31 2 5
INPARS46 23 32 9 32 47 58 17
INPARS47 40 49 19 31 31 22 24
INPAR552 48 39 15 13 44 12 3
INPAR555 27 40 6 8 29 20
INPARS6S 13 32 4 2 11 25 0
INPARS66 32 42 23 88 54 42 15
INPARS71 44 38 21 26 30 24 9
INPARS77 35 36 26 78 62 38 12
INPAR618 47 37 21 26 33 17 14
INPAR631 29 43 21 25 15 14 7
INPARG34 22 26 5 33 53 38 14
INPAR657 21 32 6 7 19 8 0
INPARE66 40 44 80 90 63 42 32
INPAR672 51 53 54 76 85 75 62
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% de descoloragdo de DCPIP (mg.L™?)

Isolados lhora 24horas 48horas 72horas 96 horas 120 horas 144 horas
INPAR674 51 55 64 90 70 61 66
INPARG7S 31 43 33 33 26 22 7
INPAR677 29 42 34 62 61 42 38
INPAR713 10 31 17 9 11 14 17
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Figura 28 — Média e desvio padrao para o percentual de degradacéo entre os microrganismos no meio YM acrescido
de manteiga de garrafa como fonte de carbono.

4.5.7. Avaliagdo do potencial de degradagéo utilizando o indicador redox
— DCPIP apo6s a primeira hora de incubacao

O percentual de degradacdo de todos os 6leos e gorduras, utilizando o indicador
redox — DCPIP, foi medido apds a primeira hora de incubacdo. Podemaos verificar que, com
uma hora de incubacéo, os individuos INPA R020, INPA R233, INPA R304 e INPA R674
apresentaram os melhores percentuais de degradacdo, variando entre 28% e 30%, assim como

os microrganismos INPA R529, INPA R566, INPA R361 e INPA R634 apresentaram 0S
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menores percentuais de degradacdo, variando entre 14% e 17% (Tabela 31 e Figura 29).
Mesmo com valores de percentual de degradacdo atingindo no méximo 30%, estes
microrganismos ja demonstram a capacidade de degradacdo desses 6leos e gorduras ja na

primeira hora de incubagdo.

Tabela 31 — Percentual de descoloragédo de cada microrganismo em meio YM acrescido com as diferentes fontes de
carbono ap6s a primeira hora de incubagio

% de descoloracdo de DCPIP (mg.L™?)

Isolados - - - - -
Controle  Soja  Girassol Milho Canola  Margarina Manteiga
INPA R020 25 8 35 37 9 33 54
INPA R178 30 1 31 28 27 12 46
INPA R233 25 26 42 23 23 30 53
INPA R302 20 15 36 21 8 49 40
INPA R304 7 23 48 33 15 30 40
INPA R311 19 4 27 1 11 33 36
INPA R321 23 21 36 29 8 23 8
INPA R332 22 3 43 3 10 25 38
INPA R529 11 4 42 3 13 19 25
INPA R546 11 6 21 17 3 42 23
INPA R547 5 15 30 34 14 34 40
INPA R552 15 10 37 18 21 24 48
INPA R555 15 8 32 27 12 37 27
INPA R565 19 28 5 38 25 45 13
INPA R566 10 6 1 21 22 21 32
INPA R571 15 10 12 31 26 39 44
INPA R577 22 28 12 21 21 43 35
INPA R618 8 10 1 30 5 33 47
INPA R631 3 5 12 8 17 23 29
INPA R634 13 3 11 28 2 34 22
INPA R657 19 4 4 26 5 41 21
INPA R666 2 28 19 3 11 25 40
INPA R672 12 2 9 26 12 19 51
INPA R674 27 10 4 28 56 36 51
INPA R675 7 7 12 16 48 29 31
INPA R677 1 24 7 1 35 52 29
INPA R713 22 10 17 15 46 32 10
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Figura 29 — Médias e desvios padrdo para o percentual de degradacdo de cada microrganismo de cada fonte de
carbono ap6s a primeira hora de incubacéo.

4.5.8. Avaliacdo visual de descoloragao do indicador redox — DCPIP

Além da avaliacdo do percentual de degradacdo obtidos por meio das leituras de
espectrofotdmetro, foi realizada ainda uma avaliacao visual da descoloracéo do indicador
redox diclorofenol indofenol (DCPIP), onde esta mudanca oscila entre coloracéo total e
descoloracdo total (BIDOIA et al., 2010).

Quando submetidos a fontes de carbono distintas (manitol, 6leo de soja, 6leo de
girassol, 6leo de milho, dleo de canola, margarina e manteiga de garrafa), apresentaram
diferencas significativas entre os isolados e entre os tempos estudados (24, 48, 72, 96,
120 e 144 horas).

A tabela 32 mostra os resultados de descoloragéo visual utilizando-se a fonte de
carbono manitol (aclcar utilizado tradicionalmente para o crescimento destes

microrganismos), que com 48 horas de incubacdo ocorreu uma descoloracdo quase total
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na amostra contendo o isolado INPA R713 e descoloracdo total nas INPA R020, INPA
R178, INPA R311, INPA R321, INPA R546, INPA R566, INPA R577, INPA 666, INPA
R674 e INPA R675. Apbs 72 horas de incubagdo ocorreu uma descoloracdo quase total
na amostra contendo o isolado INPA R304 e descoloragéo total nas INPA R020, INPA
R178, INPA R311, INPA R321 e INPA 666. Com 120 horas de incubacdo, 13 isolados
apresentaram descoloracdo total. Esse resultado é esperado, pois a fonte de carbono

manitol é ideal para o crescimento desse micro-organismo em laboratorio.

Tabela 32 - Avaliagdo visual da capacidade de biodegradacéo por isolados de rizobactérias utilizando o indicador
DCPIP e 0 manitol como fonte de carbono em meio liquido

Isolados 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas
INPA R020 1 5 5 5 5 4
INPA R178 1 5 5 5 5 3
INPA R233 1 1 1 1 1 1
INPA R302 1 1 1 1 1 1
INPA R304 1 1 4 4 5 4
INPA R311 1 5 5 5 5 2
INPA R321 1 5 5 5 5 1
INPA R332 1 1 1 1 4 1
INPA R529 1 1 1 3 2 1
INPA R546 1 5 4 5 5 1
INPA R547 1 1 1 1 1 1
INPA R552 1 1 1 1 1 1
INPA R555 1 1 2 5 5 1
INPA R565 1 1 1 1 1 1
INPA R566 1 5 5 5 5 1
INPA R571 1 1 1 1 1 1
INPA R577 1 2 5 5 5 4
INPA R618 1 1 1 1 1 1
INPA R631 1 1 1 1 1 1
INPA R634 1 1 1 1 1 1
INPA R657 1 1 1 1 1 1
INPA R666 1 5 5 5 5 1
INPA R672 1 2 4 4 5 1
INPA R674 1 5 5 5 5 1
INPA R675 1 5 5 5 2 1
INPA R677 3 2 2 2 1 1
INPA R713 1 4 5 5 5 2

Observagdo: Nota: 1 — Coloracao Total; 2 — Inicio da Descoloragéo; 3 — Descoloracdo Parcial; 4 —
Descoloracéo Quase Total e 5 — Descoloracédo Total.

4.5.9. Avaliacéo visual da descoloracéo do indicador redox — DCPIP em
6leo de soja.

Apenas a INPA R666 apresentou indice de descoloracao parcial ap6s 24 hora de
incubacdo. Um dado relevante foi que com 48 horas de incubagdo, os numeros de
amostras com descoloracdo quase total chegaram muito proximos ao controle (INPA
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R713), assim como os numeros de amostras com descoloracdo total (INPA R302, INPA
R311, INPA R321, INPA R566, INPA R577 e INPA R666). Um total de 7 isolados foram
selecionados pois atingiram, até seis dias, a nota maxima de descoloracdo (INPA R302,
INPA R311, INPA R321, INPA R 332, INPA R566, INPA R577 e INPA R666) conforme

mostra a Tabela 33.

Tabela 33 - Avaliacéo visual da capacidade de biodegradacéo por isolados de rizobactérias utilizando
o indicador DCPIP e 6leo de soja como fonte de carbono em meio liquido.

Isolados 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas
INPA R020 1 4 3 2 1 1
INPA R178 1 2 4 4 2 1
INPA R233 1 1 2 2 1 1
INPA R302 1 5 5 4 1 1
INPA R304 1 2 3 4 4 5
INPA R311 1 5 5 3 1 1
INPA R321 1 5 4 1 1 1
INPA R332 1 1 5 4 1 1
INPA R529 1 1 1 1 1 1
INPA R546 1 1 4 4 2 1
INPA R547 1 1 1 1 1 1
INPA R552 1 1 3 4 1 1
INPA R555 1 2 4 4 3 1
INPA R565 1 1 1 1 1 1
INPA R566 1 5 5 3 1 1
INPA R571 1 1 4 3 1 1
INPA R577 2 5 5 3 1 1
INPA R618 1 1 1 1 1 1
INPA R631 1 1 1 1 1 1
INPA R634 1 1 1 1 1 1
INPA R657 1 1 1 1 1 1
INPA R666 3 5 5 2 1 1
INPA R672 1 2 3 3 1 1
INPA R674 1 2 2 4 2 1
INPA R675 1 3 2 2 1 1
INPA R677 1 1 1 1 1 1
INPA R713 2 4 4 2 1 1

Observagdo: Nota: 1 — Coloracao Total; 2 — Inicio da Descoloragéo; 3 — Descoloracdo Parcial; 4 —
Descoloracéo Quase Total e 5 — Descoloracédo Total.

4.5.10. Avaliacao visual relacionada a descoloracao do indicador redox —
DCPIP em 6leo de girassol.

Apenas um microrganismo, INPA R020 apresentou indice de descoloracdo quase
total apds 24 hora de incubacdo. Apos 48 horas de incubacéo sete isolados apresentaram
descoloragdo total (INPA R020, INPA R302, INPA R311, INPA R321, INPA R332,
INPARS552 e INPA R555). Um total de 9 isolados foram selecionados pois atingiram, até
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seis dias, a nota méxima de descoloracdo (INPA R020, INPA R302, INPA R304, INPA
R311, INPA R321, INPA R332, INPAR552, INPA R555 e INPA R566) conforme mostra
a Tabela 34. Esses resultados confirmaram que esses isolados se adaptaram a fonte de

carbono 6leo de girassol, quase da mesma forma como utilizam o manitol.

Tabela 34 - Avaliacdo visual da capacidade de biodegradac&o por isolados de rizobactérias utilizando
o indicador DCPIP e 6leo de girassol como fonte de carbono em meio liquido.

Isolados 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas
INPA R020 4 5 2 3 2 1
INPA R178 1 4 3 2 4 5
INPA R233 1 1 1 1 1 1
INPA R302 3 5 4 2 1 1
INPA R304 1 3 4 5 5 5
INPA R311 1 5 4 3 2 1
INPA R321 1 5 2 1 1 1
INPA R332 1 5 5 4 2 1
INPA R529 1 2 2 2 1 2
INPA R546 1 3 3 3 1 1
INPA R547 1 1 1 1 1 1
INPA R552 1 5 5 2 1 1
INPA R555 3 5 5 3 2 2
INPA R565 1 1 1 1 1 1
INPA R566 1 1 5 1 1 1
INPA R571 1 1 1 1 1 1
INPA R577 1 1 1 2 3 5
INPA R618 1 1 1 1 1 1
INPA R631 1 1 1 1 1 4
INPA R634 1 1 1 1 1 1
INPA R657 1 1 1 1 1 1
INPA R666 1 2 4 1 1 1
INPA R672 1 1 1 1 1 1
INPA R674 1 1 1 1 1 1
INPA R675 1 1 1 1 1 1
INPA R677 1 1 1 1 1 1
INPA R713 1 1 2 2 1 1

Observagdo: Nota: 1 — Coloracao Total; 2 — Inicio da Descoloragéo; 3 — Descoloracdo Parcial; 4 —
Descoloracéo Quase Total e 5 — Descoloracédo Total.

4.5.11. Avaliacdo visual relacionada a descoloracao do indicador redox —
DCPIP em 6leo de milho.

Ap0s 24 horas de incubacdo, o microrganismo INPA R020 ja apresentou indice
de descoloracgdo total. Um dado relevante foi que com 48 horas de incubagéo, os niUmeros
de amostras com descoloragdo quase total ultrapassaram os do controle (INPA R178,
INPA R546, INPA R555, INPA R577, INPAR674 e INPA R675) assim como 0s nimeros

de amostras com descoloracdo total também ultrapassaram ao controle (INPA R020,
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INPA R302, INPA R311, INPA R321, INPA R566, INPAR571, INPA R666 e INPA
R672). Um total de 15 isolados foram selecionados pois atingiram, até seis dias, a nota
maxima de descoloracdo (INPA R020, INPA R178, INPA R302, INPA R304, INPA
R311, INPA R321, INPA R546, INPAR552, INPA R555, INPA R566, INPA R571,
INPA R666, INPA R672, INPA R674 e INPA R677) conforme mostra a Tabela 35. Esses
resultados confirmaram que esses isolados se adaptaram muito bem a fonte de carbono
6leo de milho quando comparados com os resultados do experimento que utiliza o

manitol.

Tabela 35 - Avaliacéo visual da capacidade de biodegradacéo por isolados de rizobactérias utilizando
o indicador DCPIP e 6leo de milho como fonte de carbono em meio liquido.

Isolados 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas
INPA R020 5 5 5 3 4 2
INPA R178 1 4 5 5 2 1
INPA R233 3 1 1 2 1 1
INPA R302 3 5 5 3 3 1
INPA R304 3 3 4 5 5 5
INPA R311 1 5 5 4 1 1
INPA R321 1 5 4 2 1 1
INPA R332 1 3 4 4 1 1
INPA R529 2 3 2 3 2 1
INPA R546 1 4 5 4 2 1
INPA R547 1 1 1 1 1 1
INPA R552 1 3 5 4 1 1
INPA R555 1 4 5 3 1 1
INPA R565 2 2 1 2 1 1
INPA R566 2 5 5 3 1 1
INPA R571 1 5 5 4 3 1
INPA R577 2 4 4 3 2 3
INPA R618 1 2 1 2 1 1
INPA R631 1 1 1 1 1 1
INPA R634 1 2 4 4 3 1
INPA R657 1 1 1 1 1 1
INPA R666 1 5 4 2 1 1
INPA R672 1 5 5 4 1 2
INPA R674 2 4 5 4 1 1
INPA R675 2 4 2 1 1 2
INPA R677 1 3 5 4 1 1
INPA R713 1 2 2 4 1 1

Observagdo: Nota: 1 — Coloracao Total; 2 — Inicio da Descoloragéo; 3 — Descoloracdo Parcial; 4 —
Descoloracéo Quase Total e 5 — Descoloracdo Total.

4.5.12. Avaliacao visual relacionada a descoloracéao do indicador redox —
DCPIP em 6leo de canola.
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Apos 24 hora de incubagdo o microrganismo INPA R675 ja apresentou indice de
descoloracdo quase total. Ap6s 48 horas de incubacdo 3 isolados apresentaram
descoloracdo quase total (INPA R311, INPA R321, e INPA R566) e 3 isolados
apresentaram descoloracéo total (INPA R674, INPA R675, e INPA R713). Um total de 7
isolados foram selecionados pois atingiram, até seis dias, a nota maxima de descoloracao
(INPA R302, INPA R566, INPA R577, INPA R674, INPA R675, INPA R677 e INPA
R713) conforme mostra a Tabela 36.

Tabela 36 - Avaliacdo visual da capacidade de biodegradac&o por isolados de rizobactérias utilizando
o indicador DCPIP e 6leo de canola como fonte de carbono em meio liquido.

Isolados 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas
INPA R020 1 1 2 2 2 1
INPA R178 1 1 1 1 1 1
INPA R233 1 1 1 1 1 1
INPA R302 1 2 3 5 2 1
INPA R304 1 1 2 2 2 3
INPA R311 1 4 4 1 1 1
INPA R321 1 4 3 1 1 1
INPA R332 1 1 1 1 1 1
INPA R529 1 1 1 1 1 1
INPA R546 1 1 1 1 1 1
INPA R547 1 1 1 1 1 1
INPA R552 1 1 2 1 2 1
INPA R555 1 2 2 3 2 1
INPA R565 1 1 1 1 1 1
INPA R566 2 4 5 4 1 1
INPA R571 1 3 4 2 1 1
INPA R577 1 1 5 3 1 1
INPA R618 1 1 1 1 1 1
INPA R631 1 1 1 2 1 1
INPA R634 1 1 1 1 1 1
INPA R657 1 1 1 1 1 1
INPA R666 1 1 2 3 4 1
INPA R672 1 1 1 1 1 1
INPA R674 3 5 5 3 1 2
INPA R675 4 5 3 2 1 1
INPA R677 1 2 2 2 2 5
INPA R713 2 5 4 2 1 1

Observacgdo: Nota: 1 — Colorac¢do Total; 2 — Inicio da Descoloragao; 3 — Descolora¢édo Parcial; 4 —
Descoloracao Quase Total e 5 — Descoloracéo Total.

4.5.13. Avaliagdo visual relacionada a descoloragéo do indicador redox —
DCPIP em margarina.

Ap0s 48 horas de incubacdo apenas os isolados INPA R020, INPA R302, INPA

R311 e INPA R577 apresentaram descoloracdo total, todavia apds 72 horas, houve um
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pico de descoloracéo para o teste com esta fonte de carbono. Neste periodo 5 isolados
(INPA R178, INPA R 304, INPA R 552, INPA R634 e INPA R 657) apresentaram
descoloracdo quase total, e doze isolados apresentaram descoloracdo total (INPA R020,
INPA R233, INPA R302, INPA R311, INPA R321, INPA R332, INPA R555, INPA
R566, INPA R577, INPA R666, INPA R674 e INPA R713). Um total de 19 isolados
foram selecionados pois atingiram, até seis dias, a nota maxima de descoloragdo (INPA
R020, INPA R233, INPA R302, INPA R304, INPA R311, INPA R321, INPA R332,
INPA R546, INPA R555, INPA R565, INPA R566, INPA R571, INPA R577, INPA
R634, INPA R657, INPA R666, INPA R674, INPA R677 e INPA R713) conforme
mostra a Tabela 37. Esses resultados confirmaram que esses isolados se adaptaram muito
bem a fonte de carbono margarina quando comparados com os resultados do experimento

que utiliza o manitol.

Tabela 37 - Avaliacéo visual da capacidade de biodegradac&o por isolados de rizobactérias utilizando
o indicador DCPIP e margarina como fonte de carbono em meio liquido.

Isolados 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas
INPA R020 2 5 5 1 1 1
INPA R178 1 2 4 4 4 1
INPA R233 1 1 5 1 1 1
INPA R302 1 5 5 3 2 1
INPA R304 1 1 4 5 5 5
INPA R311 1 5 5 4 2 5
INPA R321 1 2 5 3 1 1
INPA R332 1 2 5 3 3 5
INPA R529 2 2 1 1 1 1
INPA R546 1 2 2 5 5 3
INPA R547 1 1 1 1 1 1
INPA R552 1 1 4 4 2 2
INPA R555 1 3 5 4 2 1
INPA R565 1 2 2 4 3 5
INPA R566 1 2 5 5 4 1
INPA R571 1 1 2 5 5 5
INPA R577 1 5 5 5 5 4
INPA R618 1 1 2 1 1 1
INPA R631 1 1 1 1 1 1
INPA R634 1 2 4 5 5 5
INPA R657 1 3 4 5 5 5
INPA R666 1 2 5 4 3 1
INPA R672 1 1 1 1 1 1
INPA R674 1 3 5 4 4 4
INPA R675 1 3 3 1 1 1
INPA R677 1 1 1 1 1 5
INPA R713 1 3 5 1 1 1

Observagdo: Nota: 1 — Coloracao Total; 2 — Inicio da Descoloragéo; 3 — Descoloracdo Parcial; 4 —
Descoloracéo Quase Total e 5 — Descoloracdo Total.
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4.5.14. Avaliacao visual relacionada a descoloracéo do indicador redox —
DCPIP em manteiga de garrafa.

Apenas um microrganismo, INPA R020 apresentou indice de descoloracdo quase
total ap6s 24 hora de incubacdo. Apds 48 horas de incubacdo 3 isolados apresentaram
descoloracdo quase total (INPA R311, INPA R666 e INPA R674) e apenas INPA R020
apresentou descoloracgdo total. Todavia, assim como no experimento contendo margarina,
apos 72 horas houve um pico de descoloracao para o teste com manteiga de garrafa como
fonte de carbono. Neste periodo 5 isolados (INPA R020, INPA R577, INPA R666, INPA
R672 e INPA R 677) apresentaram descoloracdo total, e 5 isolados apresentaram
descoloragdo total (INPA R302, INPA R311, INPA R321, INPA R566 e INPA R674).
Um total de 11 isolados foram selecionados pois atingiram, até seis dias, a nota maxima
de descoloracdo (INPA R020, INPA R302, INPA R304, INPA R311, INPA R321, INPA
R332, INPA R546, INPA R566, INPA R672, INPA R674 e INPA R677) conforme
mostra a Tabela 38. Esses resultados confirmaram que esses isolados se adaptaram a fonte

de carbono manteiga de garrafa, quase da mesma forma como utilizam o manitol.

Tabela 38 - Avaliacéo visual da capacidade de biodegradacdo por isolados de rizobactérias utilizando
o indicador DCPIP e manteiga de garrafa como fonte de carbono em meio liquido.

Isolados 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas
INPA R020 4 5 4 2 2 3
INPA R178 1 2 2 3 4 4
INPA R233 2 2 2 1 1 1
INPA R302 1 2 5 4 2 2
INPA R304 1 2 3 3 4 5
INPA R311 1 4 5 4 1 1
INPA R321 1 2 5 3 1 1
INPA R332 1 1 1 2 2 5
INPA R529 1 1 1 1 1 1
INPA R546 1 1 2 2 5 1
INPA R547 1 1 1 1 1 1
INPA R552 1 1 1 1 1 1
INPA R555 1 1 1 1 1 1
INPA R565 1 1 1 1 1 1
INPA R566 1 1 5 3 1 1
INPA R571 1 1 1 1 1 1
INPA R577 1 1 4 4 1 1
INPA R618 1 1 1 1 1 1
INPA R631 1 1 1 1 1 1
INPA R634 1 1 2 4 2 1
INPA R657 1 1 1 1 1 1
INPA R666 1 4 4 3 1 1
INPA R672 2 3 4 5 4 5
INPA R674 2 4 5 4 3 5
INPA R675 1 2 2 1 1 1
INPA R677 1 2 4 3 1 5
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Tabela 38 - Avaliacdo visual da capacidade de biodegradacdo por isolados de rizobactérias utilizando
o indicador DCPIP e manteiga de garrafa como fonte de carbono em meio liquido.
Isolados 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas
INPA R713 1 1 1 1 1 1
Observacgdo: Nota: 1 — Colorac¢do Total; 2 — Inicio da Descoloragao; 3 — Descolora¢édo Parcial; 4 —
Descoloracéo Quase Total e 5 — Descoloracao Total.

As Figura 30, 31, 32, 33, 34, 35 e 36 sdo referentes as porcentagens de degradagéo
das gorduras. Nota-se em cada 6leo, manteiga e margarina um pico mais elevado de
degradacdo. Com 48h de degradacdo os 0Oleos de soja (22%), girassol (19%) e canola
(11%) apresentaram seus maiores picos de degradacdo. Com 72h de degradacéo, 6leo de
milho (44%), margarina (44%) e manteiga de garrafa (19%) apresentaram seus maiores
picos de degradacdo. Estas fontes de carbono quando comparados com o manitol que
apresentaram indices de degradagdo similares, comprovando que esses microrganismos
de solo tém capacidade de utilizar hidrocarbonetos como fonte de carbono.

Os resultados indicam diferencas significativas entre as velocidades de
biodegradacéo dos diferentes tipos de fontes de carbono na presenca dos mesmos micro-
organismos utilizados, assim verificou-se que apenas os isolados INPA R529, INPA
R618 e INPA R631, ndo apresentaram descoloracdo total durante todo o periodo de
incubacdo dos Oleos e gorduras, mostrando-se assim, ineficientes na degradagdo de
hidrocarbonetos. Todavia, os isolados INPA R302 e INPA R566 atingiram descoloracao
total em todos os derivados, sendo selecionados assim para serem utilizados em testes
posteriores.
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Figura 30 — Biodegradacao de manitol por rizobactérias utilizando o indicador redox DCPIP.

104



105

OLEO DE SOJA
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Figura 31 — Biodegradacéo de 6leo de soja por rizobactérias utilizando o indicador redox DCPIP.
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Figura 32 — Biodegradacg&o de dleo de girassol por rizobactérias utilizando o indicador redox DCPIP.

OLEO DE MILHO
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Figura 33 — Biodegradacéo de dleo de milho por rizobactérias utilizando o indicador redox DCPIP.
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OLEO DE CANOLA
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Figura 34 — Biodegradacdo de dleo de canola por rizobactérias utilizando o indicador redox DCPIP.
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Figura 35 — Biodegradacéo de margarina por rizobactérias utilizando o indicador redox DCPIP.
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Figura 36 — Biodegradacédo de manteiga de garrafa por rizobactérias utilizando o indicador redox DCPIP.
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Os lipidios produzidos pelas plantas e animais sdo ésteres complexos de acidos
graxos e &lcoois, poucos conhecendo-se da sua degradacdo, mas sabe-se que
microrganismos decompositores, principalmente as bactérias, atacam gorduras e ceras
naturais (De Souza Moreira e Siqueira, 2006). O aumento na capacidade de
biodegradacdo de hidrocarbonetos que ocorrem nas populacfes de microrganismos
autoctones, em ambientes poluidos por compostos oleosos, € chamado de adaptacéo
(Spain et al., 1980). Essa adaptacdo resulta em um aumento da propor¢édo de degradacao
dos hidrocarbonetos e pode ocorrer por trés mecanismos inter-relacionados: Inducgéo e/ou
desrepressdo de enzimas especificas, mudancas genéticas que resultam na aquisi¢do de
novas atividades metabdlicas e enriquecimento seletivo de organismos capazes de
transformar os compostos (Leahy; Colwell, 1990).

Os resultados do percentual de descoloracdo do indicador redox (DCPIP), ao
utilizar-se o manitol como fonte de carbono, mostraram que 12 individuos dos 27
microrganismos testados atingiram percentual de descoloragdo acima dos 80%. As
demais fontes de carbono testadas nestes mesmos microrganismos também mostraram
valores semelhantes de percentual de descoloracio (acima de 80%): Oleo de milho e
margarina apresentaram 13 individuos; 6leo de girassol 9 individuos; manteiga 8
individuos e canola 6 individuos. Esses resultados demonstram a capacidade de
degradacéo desse grupo de microrganismos.

Ensaios colorimétricos como o ensaio redox DCPIP s&o valiosos devido a sua
rpida detecgdo da ocorréncia do metabolismo microbiano em estudos aerdbicos e
anaerobicos, uma vez que 0s processos de oxidacdo de hidrocarbonetos, em que elétrons
sdo transferidos para aceptores de elétrons, como O, nitratos e sulfato, sdo prontamente
demonstrados por meio da mudanca de cor azul (oxidado) para incolor (reduzido). Esses
resultados sdo semelhantes aos descritos por Peixoto et al. (2018), quando estes
demonstraram a capacidade degradadora de petréleo em uma linhagem de Bacillus
toyonensis isolados do dique de efluente da Provincia Petrolifera de Urucu, Coari também
no Estado do Amazonas. Estes autores descreveram a atividade de degradacdo da cepa
bacteriana AMO07 ap6s 16 horas de incubacdo. Da mesma forma, Habib et al. (2017)
demonstraram a competéncia de nove bactérias isoladas de solo contaminado com 6leo
diesel sul da ilha Victoria, na Antartida. Estes autores reportam que microbios séo
excelentes degradadores de hidrocarbonetos de petroleo que amplamente disponivel em

muitos nichos ambientais. Muitos outros trabalhos envolvendo o uso do corante DCPIP
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utilizaram bactérias e fungos também mostram resultados satisfatorios (Ezeonu & Siman,
2020; Dos Anjos, De Lima et al., 2018; Obuotor, JOY, Pattanathu & Sharmaa, 2017;
Sakariyau & Bada, 2016; Afuwale & Modi, 2012).

Weber & Santos (2013) ressaltam que a biorremediacdo é a alternativa bioldgica
mais correta e eficaz para o tratamento de ambientes contaminados, e esses resultados
apontam um potencial das Rizobactérias para degradacdo de gorduras de origem vegetal
e animal, pois a preferéncia microbiana por poluentes desta natureza pode ser atribuido a
presenca de gorduras ésteres metilicos acidos, que sdo uma fonte melhor de carbono para

suportar o crescimento microbiano quando comparado a hidrocarbonetos de petroleo.

46.PRODUCAO DE LIPASES INDUZIDA POR OLEO VEGETAL,
MARGARINA E MATEIGA DE GARRAFA EM MEIO SOLIDO

A atividade lipolitica em meio sélido contendo o substrato especifico foi detectada
através da formacé&o de halo quando os corantes reagiram com os &cidos graxos liberados,
indicando a producéo de enzima lipase no meio (Jaeger e Kouker, 1987; Saxena, Sheoran
et al., 2003). A coloracéo rosa fluorescente verificada na Figura 37 foi adquirida devido
a formacao de complexos oriundos da reacdo dos acidos graxos, resultantes da hidrélise
promovida pela agéo da lipase, com a rodamina B presente no meio de cultura.

As tabelas 39, 40, 41, 42, 43, 44 e 45 mostram a producéo de lipases das estirpes
de riz6bios com as fontes de carbono éleo de oliva (O0), 6leo de soja (OS), 6leo de
girassol (OG), 6leo de milho (OM), 6leo de canola (OC), margarina (M) e manteiga de
garrafa (MG) onde foram obtidos os seguintes resultados.

Dez cepas foram testadas quanto a producdo de lipase, dentre essas, apenas duas
(INPA R547 e INPA R666) apresentaram resultados positivos de Indice Enzimatico

(IE%), como pode ser observado na Tabela 39.

Tabela 39 — Medida dos halos observados na determinagao da atividade lipolitica em 6leo de oliva.

wREeST DR commem ey
INPA R302 *ND *ND -

INPA R304 *ND *ND

INPA R332 *ND *ND

INPA R547 22,23 16,60 1,34
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Diametro Diametro indice Enzimatico
N"REGIST Halo (cm) Colonia (cm) (IE%)
INPA R552 *ND *ND -
INPA R566 *ND *ND -
INPA R577 *ND *ND -
INPA R631 *ND *ND -
INPA R657 *ND *ND -
INPA R666 43,63 40,38 1,08

*ND = NAO DETECTADO

Figura 37 — A coloracéo rosa fluorescente adquirida devido a formaco de complexos oriundos da reacdo dos acidos
graxos, resultantes da hidrdlise promovida pela agdo da lipase, com a rodamina B presente no meio de cultura.

4.6.1. Producdo de lipases induzida por 6leo de soja em meio sélido

Ao se adicionar 6leo de soja como indutor de atividade enzimatica os isolados INPA
R302, INPA 332 e INPA R657 apresentaram resultados positivos de indice Enzimatico
(IE%), como pode ser observado na Tabela 25. Estes trés microrganismos apresentaram
valor médio do IE < 1,00, indicando que houve atividade reduzida. Isso significa que o
6leo de soja, mesmo semelhante ao de oliva quanto aos acidos graxos (Uenojo et al.,
2007), apresenta caracteristicas que o tornam de dificil decomposicao pelas lipases, o que
ressalta a importancia dos isolados bacterianos a serem selecionados nesses bioensaios,
pois sdo poucos 0s registros na literatura quanto a sele¢do de isolados microbianos

promovendo hidrélise de dleo de soja.

Tabela 40 - Medida dos halos observados na determinag&o da atividade lipolitica em 6leo de soja.

Diametro Diametro indice Enzimatico
[o]
NREGIST Halo (cm) Colonia (cm) (IE%)
INPA R302 16,09 13,25 1,21
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Diametro Diametro Indice Enzimatico
N°REGIST Halo (cm) Coldnia (cm) (IE%)
INPA R304 *ND *ND -
INPA R332 21,03 19,01 1,11
INPA R547 *ND *ND -
INPA R552 *ND *ND -
INPA R566 *ND *ND -
INPA R577 *ND *ND -
INPA R631 *ND *ND -
INPA R657 39,81 37,65 1,06
INPA R666 *ND *ND -

*ND = NAO DETECTADO

4.6.2. Producéo de lipases induzida por 6leo de girassol em meio sélido

Ao se adicionar 6leo de girassol como indutor de atividade enzimatica, apenas 0s
isolados INPA 332 e INPA R657, apresentaram resultados positivos de Indice Enzimatico
(IE%), todavia ambos apresentaram valores médios de IE muito inferiores a 1,00 como
pode ser observado na Tabela 41. Este faro pode sugerir que o 6leo de girassol apresenta

caracteristicas que o tornam de dificil decomposicao pelas lipases.

Tabela 41 - Medida dos halos observados na determinag&o da atividade lipolitica em dleo de girassol.

wREGIST LR cotmmm gy
INPA R302 *ND *ND -
INPA R304 *ND *ND -
INPA R332 18,44 19,95 0,92
INPA R547 *ND *ND -
INPA R552 *ND *ND -
INPA R566 *ND *ND -
INPA R577 *ND *ND -
INPA R631 *ND *ND -
INPA R657 253 19,86 0,13
INPA R666 *ND *ND -

*ND = NAO DETECTADO

4.6.3. Producao de lipases induzida por 6leo de milho em meio sélido
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Ao se adicionar o 6leo de milho como indutor de atividade enzimatica, os isolados
INPA R302, INPA 304, INPA R547 e INPA R666 apresentaram resultados positivos de
indice Enzimatico (IE%), como pode ser observado na Tabela 42. Estes trés
microrganismos apresentaram valor médio do IE < 1,00, indicando que também houve

atividade reduzida na presenca deste 6leo vegetal.

Tabela 42 - Medida dos halos observados na determinagéo da atividade lipolitica em dleo de milho.

wREGIST IR oty
INPA R302 18,08 15,95 1,13
INPA R304 2427 19,36 1,25
INPA R332 *ND *ND -
INPA R547 19,47 18,96 1,03
INPA R552 *ND *ND -
INPA R566 *ND *ND -
INPA R577 *ND *ND -
INPA R631 *ND *ND -
INPA R657 *ND *ND -
INPA R666 14,00 17,24 081

*ND = NAO DETECTADO

4.6.4. Producao de lipases induzida por 6leo de canola em meio sélido

Ao se adicionar 6leo de canola como indutor de atividade enzimatica os isolados
INPA R547, INPA 631, e INPA R657 apresentaram resultados positivos de Indice
Enzimatico (IE%), como pode ser observado na Tabela 43. Estes trés microrganismos
apresentaram valor médio do IE < 1,00, indicando que também houve atividade reduzida

na presenca deste 0leo vegetal.

Tabela 43 - Medida dos halos observados na determinacéo da atividade lipolitica em 6leo de canola.

N° REGIST 3;??&:% CS:;T;EL?“ | Indlce(IIEEOZA:;nanco
INPA R302 *ND *ND _

INPA R304 *ND *ND -

INPA R332 *ND *ND ;

INPA R547 22,96 29,42 0,78

INPA R552 *ND *ND ;

INPA R566 *ND *ND ;

INPA R577 *ND *ND -

111



112

R
INPA R631 14,17 28,71 0,49

INPA R657 27,09 32,62 0,83

INPA R666 *ND *ND -

*ND = NAO DETECTADO

4.6.5. Producéo de lipases induzida por margarina em meio sélido

Ao se adicionar margarina como indutor de atividade enzimatica, apenas 0s
isolados INPA 547 e INPA R552, apresentaram resultados positivos de indice Enzimatico
(IE%), todavia um deles apresentou valore médio de IE inferior a 1,00 como pode ser
observado na Tabela 44.

Tabela 44 - Medida dos halos observados na determinagéo da atividade lipolitica em margarina.

Diametr Diametr Indice Enzimati

NREGIST Halo (ectn:)) Coléiiaezccr)n) ‘ Ce(|E%) e
INPA R302 *ND *ND -
INPA R304 *ND *ND -
INPA R332 *ND *ND -
INPA R547 28,20 22,03 1,28
INPA R552 15,29 18,53 0,82
INPA R566 *ND *ND -
INPA R577 *ND *ND -
INPA R631 *ND *ND -
INPA R657 *ND *ND -
INPA R666 *ND *ND -

*ND = NAO DETECTADO

4.6.6. Producdo de lipases induzida por manteiga de garrafa em meio
solido
Ao se adicionar margarina como indutor de atividade enzimética, apenas 0s
isolados INPA 547 e INPA R552, apresentaram resultados positivos de indice Enzimatico
(IE%), todavia um deles apresentou valore médio de IE inferior a 1,00 como pode ser

observado na Tabela 45.
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Tabela 45 - Medida dos halos observados na determinagéo da atividade lipolitica em manteiga de garrafa.

VREST  PRED o e
INPA R302 21,10 17,61 1,20
INPA R304 *ND *ND -
INPA R332 *ND *ND -
INPA R547 *ND *ND -
INPA R552 20,87 19,65 1,06
INPA R566 *ND *ND -
INPA R577 *ND *ND -
INPA R631 *ND *ND -
INPA R657 *ND *ND -
INPA R666 *ND *ND -

*ND = NAO DETECTADO

4.7 ANALISE DO pH.

Além dessas diferencas entre 0os meios, observou-se que durante o teste de
emulsificacdo, os pHs dos tratamentos foram diferentes e dependentes desses meios.
Nota-se que o pH ao se usar os sais do meio YM ficou acima de 7,0, entre 7,11 e 7,42
estando na faixa da neutralidade, enquanto que ao se usar 0s sais do meio INPA, o pH
ficou levemente &cido, variando entre 5,79 e 6,45 (Tabela 50).

O pH é um fator quimico que afeta diretamente a atividade microbiana, devido
aos efeitos dos ions H* na permeabilidade celular e na atividade enzimatica, e,
indiretamente, pela influéncia na disponibilidade de macro e micronutrientes e na
solubilidade do aluminio e demais metais pesados, que podem ser tOXicos aos
microrganismos (Jacques et al., 2007). Segundo Vidali (2011), pH com valores proximos
aneutralidade tornam o processo mais eficiente, uma vez que neste pH, existe uma melhor
relagdo entre bacterias e fungos, formando uma microbiota com um melhor potencial para
a biorremediacéo.

Ao fazer um comparativo entre os meios SYM e INPA, os tampdes fosfatos
(KH2PO4 e KoHPQO4) presentes no meio INPA proporcionaram uma maior estabilidade
para a solucdo, impedindo grandes oscilagdes de pH. Estudos apontam que quando a
relacdo das quantidades dos tampdes fosfatos KH2PO4 e KoHPO4 é de trés para um, a
solucdo tende a estabilizar em pH 6,4 (Deangelis, 2007; Deangelis, Lindow e Firestone,

2008). O pH 6timo para a acdo de muitos microrganismos € usualmente préximo da
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neutralidade (Corseuil e Alvarez, 1996). Em se tratando de biorremediacdo de solos
contaminados, Jacques et al. (2010) demonstraram que as maiores degradacdes de
hidrocarbonetos no solo ocorreram nos pH 6,5 e 7,0, demonstrando assim que, quanto
mais proximo da neutralidade o pH do solo estiver, melhor sera a atividade microbiana
do solo, melhorando assim a eficiéncia da biorremediacdo. Portanto, microrganismos
degradantes de 6leos sdo mais abundantes em ambientes com pH entre 6,0 e 8,0, (Leahy;
Colwell, 1990). De acordo com esses parametros, mesmo havendo varia¢des de pH entre
5 e 7 nas amostras com 0s meios salinos (INPA e SYM) e com as diferentes fontes de
carbono (6leos e gorduras), os valores obtidos estdo dentro da faixa de pH ideal (Tabela
50).

Resultados semelhantes foram descritos por Céauper et al., (2021) que ao
realizarem testes para verificar o potencial de detracdo de petréleo também utilizando
rizobactérias, observaram que logo apds os primeiros minutos do teste, alguns
tratamentos apresentaram uma alta espessura da camada emulsificante como os isolados
INPA R555 (4.55) e INPA R713 (3,38), e com o Consorcio 5. Em trabalhos anteriores,
utilizando rizobactérias como degradadoras 6leo de cozinha, também apontam que a
maioria desses microrganismos testados apresentaram atividade emulsificante em 1
minuto ap6s a montagem do teste (Céuper et al., 2017). Outras espécies de bactérias
também foram testadas, e isolados Lysnibacillus sp. e Bacillus sp. foram capazes de
produzir biossurfactantes a partir de diferentes 6leos como fonte de carbono, sendo o 6leo
de soja, 0 substrato que apresentou os melhores resultados (De Almeida et al., 2020). A
capacidade de producédo de biossurfactantes e degradacdo de hidrocarbonetos foram
testados por Marchut-Mikolajczyk et al., (2018). Estes mesmos descreveram os valores
da atividade emulsificante para cepa 2A atingiu 1,96 e 1,2 para diesel e residuos 6leo do
motor, respectivamente. Larik et al. (2019) descreveram taxas de degradacdo
significativas, 88,5 e 71,8%, e excelente potencial para a produgédo de biossurfactantes
por Stenotrophomonas maltophilia (ensaio de deslocamento de 6leo = 6 mm; tenséo
superficial = 33,9 e 34,4 mNm™?).
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Tabela 46- Avaliagdo do pH durante o teste de avaliagéo do potencial de emulsificagdo — Meio SYM e/ou INPA com petréleo e indculo.

Meio YMA
Tratamentos Soja Girassol Milho Canola Margarina Manteiga de Garrafa Controle P
Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final
INPA R302 7,13 7,58 7,29 7,20 7,15 7,26 6,99 7,41 6,95 5,25 6,99 6,53 7,25 7,21
INPA R304 7,30 7,22 7,34 7,42 7,25 7,31 7,32 7,28 7,15 6,99 7,43 7,20 7,31 7,34
INPA R332 6,92 7,72 7,44 7,38 7,23 7,53 7,33 7,40 7,27 7,21 7,48 7,24 7,21 7,21
INPA R547 7,45 7,29 7,20 7,63 7,30 7,20 7,30 7,27 7,20 7,32 7,36 7,14 7,28 7,52
INPA R552 7,10 7,56 741 7,68 6,81 7,30 7,31 7,33 7,30 7,30 7,05 7,21 7,58 744
INPA R566 7,21 7,32 7,44 7,22 7,30 7,41 7,31 7,20 7,30 7,55 7,24 7,40 7,22 7,53
INPA R577 7,23 7,47 7,53 7,22 7,35 7,32 7,23 7,11 7,10 7,49 7,40 7,30 7,31 7,13
INPA R631 7,45 7,39 6,90 7,12 7,55 7,25 7,00 7,23 6,57 7,29 7,44 7,80 6,94 7,18
INPA R657 6,91 7,88 7,20 7,63 7,38 7,25 7,03 7,27 6,83 7,87 7,30 7,15 7,27 7,13
INPA R666 7,22 7,58 6,80 7,33 7,48 7,88 6,90 6,90 7,10 7,26 7,00 7,28 7,43 7,21
Controle N 6,67 6,60 7,00 6,03 7,00 6,59 7,01 7,52 6,83 7,12 6,54 6,00
Média 7,14 7,42 7,23 7,26 7,25 7,30 7,16 7,27 7,05 7,15 7,20 7,11 7,28 7,29
Meio INPA
Tratamentos Soja Girassol Milho Canola Margarina Manteiga De Garrafa Controle P
Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final
INPA R302 5,75 4,29 5,78 6,79 5,73 6,69 6,00 6,85 5,81 6,62 6,00 6,82 6,48 6,95
INPA R304 6,78 6,76 5,90 6,54 5,85 6,59 5,90 6,14 5,73 6,59 6,38 6,12 6,55 6,67
INPA R332 6,91 6,51 5,70 6,53 571 6,48 6,10 6,88 5,28 6,51 6,09 6,63 6,12 6,70
INPA R547 5,70 6,51 6,12 6,38 6,82 6,28 5,70 6,63 5,81 6,50 6,11 6,69 6,32 6,50
INPA R552 6,59 6,60 6,99 6,50 5,93 6,59 5,99 6,68 5,09 6,49 6,36 6,57 5,77 6,56
INPA R566 6,19 6,33 6,36 6,49 571 6,58 6,81 6,47 5,13 6,52 6,69 6,55 6,82 6,49
INPA R577 5,90 6,44 6,27 6,36 5,96 6,56 5,73 6,39 6,93 6,42 6,96 6,31 6,51 6,39
INPA R631 6,92 6,01 6,38 5,43 5,84 6,13 6,96 6,28 6,10 6,01 5,94 6,31 5,92 6,24
INPA R657 6,97 6,14 5,90 6,00 6,12 6,09 6,18 5,19 5,91 6,32 6,03 5,48 5,73 6,31
INPA R666 5,99 5,79 6,03 5,85 5,90 5,89 5,70 6,01 6,20 6,13 5,90 5,79 6,69 5,72
Controle N 5,91 6,00 5,99 5,90 7,00 5,80 6,32 6,00 5,70 5,90 6,00 6,10
Média 6,33 6,13 6,13 6,25 6,05 6,33 6,13 6,32 5,79 6,36 6,22 6,31 6,29 6,45
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4.7.PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES PELOS MICRORGANISMOS
SELECIONADOS

Biossurfactantes ou surfactantes bioldgicos sdo obtidos a partir de microrganismos,
e apresentam as mesmas propriedades que os surfactantes sintéticos, ou seja,
desempenham alta capacidade emulsificante e diminuem a tensdo superficial devido a
suas propriedades anfipaticas constituidas de uma porcdo hidrofébica e uma porgéo
hidrofilica. A porcéo apolar consiste em uma cadeia carbdnica podendo ser saturada,
insaturada, hidroxilada ou &cido graxo ramificado. J& a porcdo polar possui uma
variedade, podendo ser aminodcidos, acidos graxos, grupo carboxila ou partes dos
fosfolipidios que contenham o grupo fosfato, ou um complexo de monossacarideos,
dissacarideos ou polissacarideos de glicolipidios (Lanet al., 2015)

Em funcéo da presenca de grupos hidrofilicos e hidrofobicos na mesma molécula,
os surfactantes tendem a se distribuir nas interfaces entre fases fluidas com diferentes
graus de polaridade (6leo/agua e agua/éleo). A formacdo de um filme molecular,
ordenado nas interfaces, reduz a tensdo interfacial e superficial, sendo responsavel pelas
propriedades Unicas dos surfactantes (Nitschke; Pastore, 2002). Essa camada representa
a agua dispersa dentro do 6leo, onde se encontram os emulsificantes lipossoltveis (ndo
ibnicos, hidrofobicos). Quanto mais espessa for a camada emulsificante, maior sera a
quantidade de biossurfactantes hidrofdbicos produzidos (Atlas, 1995). Diante disso, 0s
quatro tipos de 6leos vegetais (soja, girassol, milho e canola) foram escolhidos para a
realizacdo desse teste, devido a predominancia de hidrocarbonetos existentes em sua
composicao quimica, pois estes séo utilizados como indicadores de polui¢cdo quando ha
derramamentos em aquiferos ou no solo.

A partir de testes realizados com 27 isolados de rizobactérias capazes de
crescerem em meio so6lido e meio liquido contendo 6leos vegetais (soja, girassol, milho e
canola), margarina e manteiga de garrafa, cinco microrganismos foram selecionados por
possuirem essa capacidade de crescimento e degradacdo quando testados em todos 0s
derivados descritos e, cinco microrganismos que apresentaram as piores notas nos testes.
Através da realizacdo de uma investigacdo da capacidade desses isolados em produzir
biossurfactantes e estes por poderem ser produzidos em substratos solGveis em agua,

foram cultivados em meio liquido (SYM), contendo 6leo vegetal como fonte de carbono.
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4.7.1. Producéo de biossurfactantes utilizando 6leo de soja como fonte de
carbono

Foi possivel visualizar a atividade de emulsificante do tipo agua em 6leo (A/O)
pela formacéo de espuma com aparéncia de bolhas, entre a fonte de carbono 6leo de soja
e 0 sobrenadante somente apds as 24 horas do teste (Tabela 47), onde alguns tratamentos
apresentaram espessura de CE moderadas: INPA R547 (1,64 cm), INPA R631 (1,14 cm),
INPA R657 (1,01 cm), INPA R666 (1,08 cm). Apos 48 horas de repouso, essa camada
tornou-se mais visivel, sendo consideradas altas nos tratamentos INPA R304 e INPA
R547 com valores de 2,0 e 2,6 cm. J& os isolados INPA R302, INPA R332, INPA R552,
INPA R577, INPA R631, INPA R657 e INPA R666 apresentaram espessura de CE
moderadas com valores entre 1,02 e 1,85 cm.

Tabela 47 - Espessura da camada emulsificante (CE) de estirpes de rizobactérias usando duas solucées
de sais diferentes e 6leo de soja como fontes de carbono.

CE-A/O
Tratamentos cm
Inicial FINAL
CONTROLE 0,00 B B 0,00 b B
INPA R302 0,79 Ab B 1,24 ab M
INPA R304 0,77 Ab B 2,00 ab A
INPA R332 0,69 Ab B 1,85 ab M
INPA R547 164 A M 260 a A
INPA R552 0,79 ab B 1,13 ab M
INPA R566 0,67 ab B 094 ab B
INPA R577 0,81 ab B 1,02 ab M
INPA R631 1,14 a M 146 ab M
INPA R657 1,01 a M 1,08 ab M
INPA R666 1,08 a M 1,71 ab M
Médias * 0,94 1,50

*Meédias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
Nota de Avaliagdo - Atividade Emulsificante: A (Alta), M (Moderada) e B (Baixa), segundo Matsuura
(2004).

4.7.2. Producdo de biossurfactantes utilizando 6leo de girassol como fonte
de carbono

A atividade de emulsificante do tipo agua em 6leo (A/O), observada pela
formacédo de espuma com aparéncia de bolhas, entre a fonte de carbono 6leo de girassol
e 0 sobrenadante, foi visualizada somente apds as 24 horas do teste, onde o tratamento
com a INPA R552 ja apresentou uma alta espessura da camada emulsificante (2,01 cm).
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Os tratamentos com os microrganismos INPA R302, INPA R547, INPA R566, INPA
R577 e INPA R631 apresentaram espessura de CE moderada com valores entre 1,07 e
1,75 cm. Apo6s 48 horas de repouso, essa camada tornou-se mais visivel, sendo
consideradas altas em sete dentre as dez rizobactérias: INPA R302, INPA R304, INPA
R332, INPA R547, INPA R552, INPA R566 e INPA R631, e estes apresentaram
espessura de CE com valores entre 2,26 e 19,10 cm (Tabela 48).

Tabela 48 - Espessura da camada emulsificante (CE) de estirpes de rizobactérias usando duas solugdes
de sais diferentes e 6leo de girassol como fontes de carbono.

CE-A/O
Tratamentos cm
Inicial FINAL
CONTROLE 000 b B 0,00 c B
INPA R302 1,07 ab M 19,10 a A
INPA R304 0,81 ab B 18,18 a A
INPA R332 0,80 ab B 3,04 b A
INPA R547 1,50 M 2,76 bc A
INPA R552 201 a A 2,83 b A
INPA R566 1,75 a M 2,33 bc A
INPA R577 1,43 M 1,71 bc A
INPA R631 1,19 ab M 2,23 bc A
INPA R657 0,24 ab B 0,54 bc B
INPA R666 0,27 ab B 1,33 bc M
Médias * 1,11 541

*Meédias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
Nota de Avaliacdo - Atividade Emulsificante: A (Alta), M (Moderada) e B (Baixa), segundo Matsuura
(2004).

4.7.3. Producéo de biossurfactantes utilizando 6leo de milho como fonte
de carbono

A atividade emulsificante do tipo agua em éleo (A/O), observada pela formagéo
de espuma com aparéncia de bolhas, entre o 6leo de milho e o sobrenadante, foi
visualizada somente ap6s 24 horas do teste, onde quase todos os tratamentos
apresentaram uma alta espessura da camada emulsificante, como os isolados INPA R302,
INPA R304, INPA R332, INPA R547, INPA R552, INPA R631, INPA R657 e INPA
R666, e estes apresentaram espessura de CE com valores entre 2,19 e 3,08 cm. Apds 48
horas de repouso, essa camada tornou-se mais visivel, sendo consideradas altas em todas
as rizobactérias testadas. Estes apresentaram espessura de CE com valores entre 20,54 e
22,21 cm (Tabela 49)
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Tabela 49 - Espessura da camada emulsificante (CE) de estirpes de rizobactérias usando duas solugées
de sais diferentes e 6leo de milho como fontes de carbono.

CE-A/O
Tratamentos cm
Inicial FINAL
CONTROLE 0,00 b B 0,00 B B
INPA R302 2,26 a A 20,84 a A
INPA R304 2,43 a A 22,00 a A
INPA R332 2,93 a A 22,33 a A
INPA R547 2,34 a A 20,95 a A
INPA R552 2,33 a A 20,79 a A
INPA R566 1,54 ab M 20,54 a A
INPA R577 1,81 ab M 20,57 a A
INPA R631 2,61 A 21,07 a A
INPA R657 2,19 a A 21,49 a A
INPA R666 3,08 a A 22,21 a A
Médias * 2,35 21,28

*Meédias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si.
Nota de Avaliacdo - Atividade Emulsificante: A (Alta), M (Moderada) e B (Baixa), segundo Matsuura
(2004).

4.7.4. Producao de biossurfactantes utilizando 6leo de canola como fonte
de carbono

A atividade emulsificante do tipo agua em 6leo (A/O), observada pela formacéo
de espuma com aparéncia de bolhas, entre o 6leo de canola e o sobrenadante, foi
visualizada somente ap0s as 24 horas do teste, onde o tratamento com as rizobactérias
INPA R566 e INPA R666 j& apresentaram uma alta espessura da camada emulsificante (5,08
cm e 5,51 cm). Os tratamentos com INPA R302, INPA R304, INPA R332, INPA R547,
INPA R577 e INPA R657 apresentaram espessura de CE moderada, com valores entre
1,03e 1,66 cm. Apds 48 horas de repouso, essa camada tornou-se mais visivel, sendo
consideradas altas em sete dentre as dez rizobactérias: INPA R302, INPA R332, INPA
R547, INPA R566, INPA R577, INPA R657, e INPA R666, e estes apresentaram

espessura de CE com valores entre 2,11 e 15,96 cm (Tabela 50).

119



120

Tabela 50 - Espessura da camada emulsificante (CE) de estirpes de rizobactérias usando duas solucées
de sais diferentes e dleo de canola como fontes de carbono.

CE-A/O
Tratamentos cm
Inicial FINAL
CONTROLE 0,00 b M 0,00 c A
INPA R302 1,03 b M 3,03 b A
INPA R304 1,49 b M 1,73 b M
INPA R332 1,24 b M 2,93 b A
INPA R547 1,66 b M 2,56 b A
INPA R552 0,35 b B 0,38 c B
INPA R566 5,08 b A 8,32 ab A
INPA R577 1,18 b M 2,11 b A
INPA R631 0,72 b B 1,73 b M
INPA R657 1,40 a M 2,11 b A
INPA R666 5,51 a A 15,96 a A
Médias * 1,97 4,09

*Meédias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem entre si.
Nota de Avaliacdo - Atividade Emulsificante: A (Alta), M (Moderada) e B (Baixa), segundo Matsuura

(2004).

Com relagdo as médias inicial e final dos tratamentos, observou-se que nas

primeiras 24 horas de incubacéo, cada solucao de sais nas camadas emulsificantes, tanto

no meio SYM contendo éleo de milho quanto no meio SYM contendo 6leo de canola

apresentaram valores mais altos (2,35 cm e 1,97 cm respectivamente), e ap0s destacar

que o0 meio SYM contendo 6leo de milho apresentou média final muito superior a todos

0s outros tratamentos (21,28 cm). Esses resultados demonstram que todos os isolados

testados apresentaram capacidade de produzir biossurfactantes (Figura 38).
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Figura 38- Espessura da camada emulsificante (CE), nos periodos de 24 e 48 horas, em cada 6leo
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4.7.5. Indice de Emulsificagdo e atividade emulsificante

Para a avaliacdo da atividade emulsificante (densidade Optica, Tabela 51), foram
medidos os valores de absorbancia do 6leo em agua - O/A (Figura 6), que é definida como
a quantidade de biossurfactantes necessaria para aumentar a absorbancia em 1,0 unidade
a 610 nm. Os tratamentos apresentaram quantidades altas de emulsificantes nos meios
analisados. Apds 48 horas de ensaio, podemos destacar o microrganismo INPA R547 que
apresentou alta atividade nos oleos de soja (1,74U), milho (1,05U) e girassol (1,48U),
bem como o microrganismo INPA 577 que apresentou atividade média no 6leo de soja e

atividade alta nos 6leos de canola (1,05U) e de girassol (2,85U).

Tabela 51 - - Densidade Optica - Atividade emulsificante de estirpes de rizobactérias usando meio YM e diferentes
6leos vegetais como fonte de carbono.

Oleo em &gua

Tratamentos Soja Milho Canola Girassol
u

Controle 013 g B 0,14 f B 0,15 e B 0,22 f B
INPA R302 031 fg B 069 cd B 048 bc B 08 c¢c M
INPA R304 043 ef B 0,18 f B 035 cd B 0,76 cd M
INPA R332 074 ¢cd M 128 a A 0,20 e B 092 ¢ M
INPA R547 1,74 a A 1,05 ab A 0,55 b B 148 b A
INPA R552 023 fg B 122 a A 038 cd B 0,47 def B
INPA R566 0,79 ¢ M 035 ef B 0,20 e B 053 de B
INPA R577 093 ¢ M 055 de B 105 a A 28 a A
INPA R631 1,37 b A 0,20 f B 024 de B 071 ¢cd M
INPA R657 053 de B 092 bc M 0,18 e B 032 ef B
INPA R666 023 fg B 0,38 ef B 0,27 de B 029 ef B

Nota de Avaliacdo - A (Alta), M (Moderada) e B (Baixa), segundo Matsuura (2004).

A producéo de biossurfactantes, por microrganismos depende de vérios fatores,
como fontes de carbono e nitrogénio, oligoelementos, temperatura e aeracdo; uma
pequena alteracdo em algum desses afeta diretamente a sua producéo (Silva et al., 2018;
Soares Da Silva et al., 2019). Esses resultados demonstram que essas bactérias sdo
capazes de degradar os 0leos vegetais produzindo surfactantes e sdo similares a producao
de biossurfactantes de 15 rizdbios isolados da rizosfera de plantas leguminosas (Cauper
etal. 2017). Estes autores relataram que trés isolados, UNIP R19, UNIP R21 e UNIP R22,

destacaram-se por apresentarem indices emulsificantes respectivamente de 1,58, 1,51 e
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1,56. Adamu et al. (2015) demonstraram a capacidade de duas espécies de Bacillus como
importantes produtoras de biossurfactantes. Neste trabalho, B. sphaericus EN3 e B.
azotoformans EN16 mostraram-se potentes produtores de biossurfactantes, e a glicose
mostrou-se 0 melhor substrato para grandes quantidades de tensoativos, seguida do diesel
e do petroleo bruto. Muitos microrganismos possuem capacidade enzimatica para
degradar hidrocarbonetos existentes no petrdleo (Atlas, 1995; Brito et al, 2017a; Brito et.
al, 2017b, Rivera et al, 2019).

A producéo de biossurfactantes também foi demonstrada por amostras de fungos
isolados de residuos oleosos, dos quais 17 apresentaram atividade de producdo apos 14
dias de fermentacdo (SPEB et al. 2015). Sobrinho et al. (2008) descreveu um meio de
cultura para a producdo de biossurfactantes, usando Candida sphaerica UCP 0995 com
5,0% de residuos da refinaria de 6leo de amendoim e 2,5% licor de maceracéo de milho
em agua destilada. Eles obtiveram producao de biossurfactante de 4,5 g/L, com ST de 26
mN/m e um valor de CMC de 0,8 mg/L, demonstrando um uso potencial em recuperacgao

de 6leo, removendo 65% do 6leo da areia.
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4. CONCLUSOES

Das 30 rizobactérias testadas, 23 apresentaram a capacidade de degradar o 6leo
de soja, 23 o 6leo de milho, 24 o 6leo de canola, 12 a margarina e 21 a manteiga
de garrafa, pois apresentaram a nota de crescimento sugerida (3,06) com trés dias
de crescimento, sendo selecionadas 27 bactérias no total. Onze delas apresentaram
notas elevadas de crescimento em todos 0s 6leos e gorduras no meio YMA e em
ao menos um Gleo no meio INPA (INPA R302, INPA R304, INPA R332, INPA
R547, INPA R552, INPA R566, INPA R577, INPA R631, INPA R657, INPA
R666 e INPA R675).

Em relacdo ao teste de crescimento utilizando o indicador redox — DCPIP, para
avaliacdo do potencial de degradacdo em meio liquido, ao utilizar-se o manitol
como fonte de carbono, 12 individuos atingiram percentual de descoloracéo acima
dos 80%. As demais fontes de carbono testadas nestes mesmos microrganismos
também mostraram valores semelhantes de percentual de descoloracio: Oleo de
milho e margarina apresentaram 13 individuos; 6leo de girassol 9 individuos;
manteiga 8 individuos e canola 6 individuos. Esses resultados demonstram a
capacidade de degradacdo desse grupo de microrganismos. Contudo, o0s
microrganismos INPA R302, INPA R304, INPA R311, INPA R321 e INPA R566
apresentaram o0s maiores percentuais de degradacdo em todas as fontes de carbono
apontando, com isso, a excelente capacidade de adaptacdo a fontes de carbono
distintas.

A atividade lipolitica em meio sdlido contendo o substrato especifico para indicar
a producdo de enzima lipase mostrou que esses MesmOS microrganismos nao
apresentaram resultados significativos. 1sso sugere que essas diferentes fontes de
carbono apresentam caracteristicas distintas e que as tornam de dificil
decomposicao pelas lipases.

A avalicdo do pH foi considerada nos padrdes de normalidade sem alteracfes
significativas, ou seja, dentro dos niveis de normalidade no pH inicial e final,
contudo, ocorreram diferengas entre os meios. O pH ao se usar 0s sais do meio
YM ficou acima de 7,0, entre 7,11 e 7,42 estando na faixa da neutralidade,
enguanto que ao se usar os sais do meio INPA, o pH ficou levemente &cido,

variando entre 5,79 e 6,45.
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A producdo de biossurfactantes durante o processo de degradacgéo 6leo de soja em
meio SY M, mostrou que os isolados INPA R304 e INPA R547 foram os melhores,
por apresentar uma Camada Emulsificante Agua em Oleo (A/O), alta e mais
espessa (Inicial — 0,77 cm e 1,64 cm; Final — 2,00 e 260, respectivamente.).

A producdo de biossurfactantes durante o processo de degradacéo 6leo de girassol
em meio SYM, demonstra que o isolado INPA R552 ja apresentou uma alta
espessura da camada emulsificante (2,01 cm). Apds 48 horas de repouso, essa
camada tornou-se mais visivel, sendo consideradas altas em sete dentre as dez
rizobactérias: INPA R302, INPA R304, INPA R332, INPA R547, INPA R552,
INPA R566 e INPA R631, e estes apresentaram espessura de CE com valores
entre 2,26 e 19,10 cm.

A producdo de biossurfactantes durante o processo de degradacao 6leo de milho
em meio SYM, demonstra que o isolado INPA R666 ja apresentou uma alta
espessura da camada emulsificante (3,08 cm). Contudo, apds 48 horas de repouso
todos os isolados demonstraram boa capacidade de producgéo de biossurfactantes
com valores entre 20,54 e 22,21 cm na espessura de CE.

A producéo de biossurfactantes durante o processo de degradacao 6leo de canola
em meio SYM, mostrou que os isolados INPA R566 e INPA R666 foram o0s
melhores, por apresentar uma Camada Emulsificante Agua em Oleo (A/O), alta e
mais espessa (Inicial — 5,08 cm e 5,51 cm; Final — 8,32 e 15,96, respectivamente.).
Para a atividade emulsificante podemos destacar o microrganismo INPA R547
que apresentou alta atividade nos éleos de soja (1,74U), milho (1,05U) e girassol
(1,48U), bem como o microrganismo INPA 577 que apresentou atividade média
no oleo de soja e atividade alta nos 6leos de canola (1,05U) e de girassol (2,85U).
Todas as rizobactérias testadas apresentaram Otimo potencial para serem
utilizadas em processos de biorremediacédo, todavia, outros testes precisam ser

realizados com esse grupo.
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