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RESUMO GERAL

A biodiversidade é elemento fundamental para o desenvolvimento
da Biotecnologia, em especial na Amazbnia devido sua inconteste
potencialidade. Um dos aspectos de elevado interesse é a busca por
mecanismos de gestdo que possam promover a qualidade ambiental,
garantindo a manutencao das caracteristicas naturais dos ecossistemas. Neste
contexto situa-se uma importante ferramenta biotecnolégica que €é a
biorremediacdo de ambientes contaminados por compostos téxicos e
recalcitrantes. Assim, a prospeccdo de microrganismos para usO hesses
processos tem sido um desafio permanente. No presente trabalho realizou-se
estudo de amostra da comunidade bacteriana associada a macrofita aquatica
Eichornia crassipes, avaliando seu potencial de biodegradacdo de
hidrocarbonetos de petrdleo. Foi feito isolamento seletivo e identificacdo
preliminar de parte dos isolados por meio da regidao do DNA ribossomal 16S
com comparagao com sequéncias do Gen Bank. Verificou-se o potencial para a
produgdo de biossurfactantes por meio da avaliacdo da atividade de
emulsificacdo em cepas bacterianas. O crescimento de cepas foi avaliado em
meio mineral com mistura de hidrocarbonetos e em meio mineral com petréleo
bruto. O indice de toxicidade foi avaliado nos extratos dos meios com mistura
de hidrocarbonetos das cinco cepas que apresentaram melhor crescimento.
Considerando o0s resultados destes primeiros testes, foi produzido um
consércio com as cepas bacterianas mais eficientes. Este consorcio foi
avaliado quanto a degradacdo de hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos em
experimento contendo agua de rio da Amazonia, sendo utilizadas as técnicas
de bioaumentacdo e bioestimulacdo. Obteve-se no isolamento 71 bactérias,
sendo 42 epifiticas e 29 endofiticas. A identificacdo preliminar revelou a
predominancia dos géneros Acinetobacter, Pseudomonas, Bacillus e
Stenotrophomonas. Verificou-se melhor crescimento bacteriano no meio com
petréleo bruto, destacando-se a cepa Stenotrophomonas sp. que atingiu cerca
de 13,4x10° UFCs/mL. O crescimento bacteriano nos meios utilizados indicou
a degradacdo dos hidrocarbonetos de petréleo, considerando que estes eram a
Unica fonte de carbono. Destacaram-se na producdo de biossurfactantes as
cepas Stenotrophomonas sp e Methylobacterium radiotolerans, com melhores
resultados no meio com petréleo. Os indices de toxicidade mostraram melhores
resultados nos extratos do crescimento bacteriano em comparacdo aos
extratos controles. As cepas que demonstraram melhores resultados e que
foram utilizadas para a producdo do consorcio foram Stenotrophomonas sp.,
Uncultured Klebsiella sp., Enterobacter sp., Methylobacterium radiotolerans e
Acinetobacter baumannii. No planejamento experimental com o consorcio, 0s
resultados obtidos demonstraram que o efeito principal de todos os parametros
analisados influenciaram na degradacdo dos hidrocarbonetos avaliados,
entretanto a adicdo do consorcio foi o fator mais importante nesta degradacéo,
demonstrando o potencial destas linhagens para uso em futuros processos de
biorremediacao.

Palavras-chave: diversidade microbiana, biodegradacgéo, consorcio bacteriano,
biodiversidade Amazénica.
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ABSTRACT

Biodiversity is a fundamental element for biotechnology
development, especially in Amazon because its incontestable potential. One
aspect of high interest is the search for management mechanisms that can
promote environmental quality, ensuring the maintenance of natural features of
ecosystems. In this context is located an important biotechnology tool that is the
bioremediation of environments contaminated with toxic and recalcitrant
compounds. Thus the exploration of microrganisms for use in these processes
has been a challenge. This work presents a study about sample of bacterial
community associated with the aquatic macrophyte Eichornia crassipes,
assessing their potential for biodegradation of petroleum hydrocarbons.
Selective isolations and preliminary identification of some of the isolates by
region of 16S ribosomal DNA sequences to compare with the Gen Bank were
done. The potential to produce biossurfactantes was evaluated by the activity of
bacteria in emulsification. The growth of strains was assessed by mineral
medium with hydrocarbons mixing and mineral medium with crude oil. The rate
of toxicity was evaluated in mixture of hydrocarbon extracts with the five strains
that showed the best growth. Considering the results of these first tests, it was
produced a consortium with bacteria more efficient. It was evaluated the
degradation of aliphatic and aromatic hydrocarbons in experiment containing
Amazon river water, using the technigues of bioaugmentation and
biostimulation. There were isolated 71 bacteria, 42 epiphytic and 29 endophytic.
The preliminary identification revealed the predominance of the genera
Acinetobacter, Pseudomonas, Bacillus and Stenotrophomonas. There was
more bacterial growth in medium with crude oil, especially the strain
Stenotrophomonas sp,. reaching around 13.4 x106 UFCs / mL. The methods
used in bacterial growth indicated the degradation of petroleum hydrocarbons,
whereas they were the sole source of carbon. Highlighted in the production of
biossurfactantes the strains Methylobacterium sp and Stenotrophomonas
radiotolerans, with better results in the medium with oil. The indices of toxicity
showed better results in extracts of bacterial growth compared to control
extracts. The strains that showed better results were used for consortium
production: Stenotrophomonas sp., Uncultured Klebsiella sp., Enterobacter sp.,
Methylobacterium radiotolerans and Acinetobacter baumannii. In the
experimental design with the consortium, the results showed that the main
effect of all parameters studied influenced the degradation of the hydrocarbons
studied, however the addition of the consortium was the most important factor in
this decline, demonstrating the potential of these strains for use in future
processes of bioremediation.

Key words: microbial diversity, bioremediation, bacteria consortia, Amazon
biodiversity.
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As perspectivas de desenvolvimento sustentavel para a Amazénia
perpassam pelas oportunidades de uso da megadiversidade bioldgica de forma
a manter intacta a floresta. Isto, obviamente, constitui importante e decisivo
desafio que traz nas biotecnologias potenciais alternativas para este fim.
Assim, a biodiversidade amazonica representa importante fonte de novos
produtos biotecnolégicos, sendo necessarios estudos e investimentos efetivos
gue possam assegurar o real desenvolvimento para a regiao.

Um dos aspectos da biodiversidade ainda carente de pesquisas
que evidenciem sua imensa potencialidade é a prospecc¢ao de microrganismos
com capacidade de atuar em processos de interesse nos variados setores da
atividade humana. E valido ressaltar que parte significativa da biodiversidade
amazonica esta representada por fungos e bactérias, sendo a maioria ainda
desconhecida. Entre 0os microrganismos existentes, poucos estédo relacionados
a doencas. Em sua grande maioria, 0s microrganismos desempenham algum
beneficio, direto ou indireto, nos mais diferentes aspectos de interesse

ambiental e/ou biotecnologico.
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A complexidade dos variados ecossistemas e a exploragéo
ininterrupta dos recursos naturais impdem a necessidade de novas formas de
gestdo no sentido de manter o equilibrio das condicdes ambientais,
imprescindivel a qualidade de vida humana. Assim, uma das areas que vem
crescendo nas ultimas décadas € a Biotecnologia Ambiental.

Considerando esses aspectos, a busca por microrganismos e seus
produtos para processos de biorremediacao tem sido destaque nas agdes que
visam garantir maior qualidade ambiental. Desse modo, investimentos tém sido
direcionados para a deteccédo de microrganismos com potencial de atenuar, ou
até mesmo eliminar poluentes em condi¢des diversas.

Os microrganismos possuem grande variabilidade genética, o que
lhes permite adaptacdo a condicdes ambientais bastante diversificadas,
incluindo ambientes com variacfes extremas de temperatura e pH, além de
serem fundamentais na manutencdo dos ecossistemas, desempenhando
funcbes Unicas. Entretanto pouco se conhece sobre as comunidades
microbianas e suas interacdes, as quais podem ser determinantes para o
entendimento da dindmica ambiental.

Realizar prospecgdo de microrganismos com potencial para
degradar compostos poluentes constitui o principio basico da biorremediacéo.
Desta forma é importante desenvolver métodos eficientes de isolamento de
organismos que possam ser utilizados com este objetivo. Estes métodos
devem considerar o fato de que microrganismos de interesse especifico devem
ser provenientes de amostras ambientais coletadas em areas com historico de

contaminacgao pelo composto poluente em questéao.
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Um dos impactos ambientais com necessidade de monitoramento
continuo esta relacionado a industria do petréleo, pelo fato do uso intensivo
que a sociedade humana faz desse produto. Com o desenvolvimento de
tecnologias que permitem sua adocdo em diversos setores da economia, as
demandas aumentaram consideravelmente, assim como 0sS riscos potenciais
de contaminacdo do ambiente. Esse fator decorre da crescente producao,
distribuicdo e estocagem do material. Destacam-se, entre 0s acidentes com
petrdleo, os grandes derrames nos oceanos, que apesar de poderem ser
minimizados, ndo podem ser solucionados totalmente, mas principalmente
derramamentos em menor propor¢ao, como 0s vazamentos nos oleodutos que
também trazem inUmeros impactos ao ambiente receptor.

A toxicidade do petréleo aos organismos vivos é imediata, matando
rapidamente peixes, moluscos crustaceos, enfim, a exposicdo ao 6leo pode
resultar em alteragbes em toda comunidade afetando diretamente a sucesséo
ecolégica e o repovoamento de determinada area.

Os ecossistemas da Amazbnia também estdo suscetiveis aos
impactos ocasionados pelos eventuais acidentes causados pelas atividades da
indastria de petréleo e gas. As varzeas e os rios sdo ambientes altamente
sensiveis a poluicdo, sendo acumuladores naturais de residuos poluentes. O
risco potencial de acidentes com petréleo e derivados é agravado pela
utilizacdo dessas aguas pelas populacdes locais para a subsisténcia alimentar
e econOmica e pelo aproveitamento desses recursos hidricos pelos sistemas
de captacdo de agua potavel que abastecem as cidades banhadas na regiao.
Assim, alternativas viaveis que possam mitigar quaisquer possiveis impactos

se tornam necessarias e urgentes.
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Apesar de processos fisicos, quimicos e fisico-quimicos serem
bastante utilizados na remediacdo de ambientes contaminados por residuos de
petrdleo, processos biologicos tém despertado a atencdo das comunidades
cientifica e empresariais nas Ultimas décadas. Com o intuito de buscar
alternativas que reduzam a contaminacao por residuos de petréleo, avancam
as pesquisas, e surgem possibilidades reais de conter este tipo de problema.

Pesquisas sobre a atuacdo de microrganismos degradadores de
compostos xenobidticos atestam que, sob determinadas condi¢fes, é possivel
identificar o poder biodegradador e as possiveis situacfes que maximizam
esse potencial. Neste contexto, consideram-se as associacdes ndo somente
entre microrganismos, mas entre estes e organismos multicelulares como os
vegetais. Tem-se evidenciado que muitos mecanismos de adaptacao de
plantas a variados ambientes, permitindo a sobrevivéncia e reproducéo destas,
estdo relacionados a metabdlitos produzidos por microrganismos associados
tanto aos tecidos externos, denominados epifiticos, quanto aos internos destas
plantas, os endofiticos.

Microrganismos epifiticos podem conferir determinadas adaptacdes
do vegetal ao meio. O estudo do uso do potencial biotecnolégico de
microrganismos endofiticos é relativamente recente, porém vem despertando
interesse crescente nos pesquisadores. Esse fato deve-se principalmente aos
aspectos vantajosos que a elucidacdo das vias bioquimicas desses organismos
representa para diversos setores da vida humana.

Em processos de biorremediacdo, o0 uso e/ou adicdo de
microrganismos autéctones tem sido utilizado preferencialmente, pelo fato de

trazer menos riscos ao ambiente do que microrganismos provenientes de
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outros locais ou modificados geneticamente. Destacam-se ainda as
associacbes de microrganismos, que mostram maior eficiéncia do que os
efeitos de cada um isoladamente. Pela complexidade da composi¢cdo quimica
do petroleo, um Unico microrganismo néo teria capacidade para eliminar todos
0S compostos poluentes. Assim, para biorremediacdo mais efetiva, o uso de
um consaorcio microbiano seria 0 mais adequado.

Diante do exposto, esta pesquisa apresenta um estudo sobre o
potencial de biodegradacdo de hidrocarbonetos de petréleo em bactérias
epifiticas e endofiticas, isoladas a partir da macrofita aquatica Eichornia
crassipes, coletada em &rea contaminada por residuos de petrdleo na
Amazobnia.

A escolha desses vegetais neste trabalho foi devido a um aspecto
de especial interesse que é a presenca dessas plantas em ambientes
contaminados e poluidos. Nestes locais, estes individuos representam
importante mecanismo de equilibrio, liberando nutrientes e oxigénio na agua.

Analisou-se a existéncia de microrganismos associados com a
referida macrofita que pudessem estar relacionados com processos de
biodegradacdo de hidrocarbonetos de petréleo. Verificou-se ainda a agcdo ex
situ de consorcios bacterianos para biorremediacdo de ambientes
contaminados por petréleo.

A compreensdo do poder de acdao de microrganismos
degradadores de hidrocarbonetos possibilitara ampliar este potencial em escala
industrial, tornando possivel encontrar alternativas viaveis para a

descontaminacéo, em especial de ambientes aquaticos.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

e Estudar amostra da comunidade bacteriana associada a macrofita
aquatica Eichornia crassipes, avaliando seu potencial de
biodegradacao de hidrocarboneto de petroleo.

2.2 ESPECIFICOS

e Isolar bactérias epifiticas e endofiticas envolvidas na degradacéo de
hidrocarbonetos a partir da macrofita aquatica Eichornia crassipes,
coletada em area com residuos de petréleo;

e Fazer a caracterizacdo genética dos isolados, utilizando a regido do
rDNA 16S;

e Avaliar a cinética de crescimento de bactérias degradadoras em meio
liquido suplementado com petréleo e mistura de hidrocarbonetos;

e Realizar teste de toxicidade em extratos de crescimento das bactérias
com melhor eficiéncia de degradacéo;

e Verificar o potencial para producdo de biossurfactantes em bactérias
selecionadas dentre os isolados;

e Selecionar as cepas com maior potencial para biorremediacdo de
ambientes aquaticos contaminados por petréleo.

e Produzir consorcio microbiano com as cinco melhores cepas
selecionadas;

e Realizar ensaios de tratamento ex situ de agua do Rio Negro
contaminada por hidrocarbonetos de petréleo, aplicando técnicas de
bioestimulagdo e bioaumentacdo, utilizando consorcio de bactérias

isoladas seletivamente;
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Biodiversidade Amazénica e Biotecnhologia Ambiental.

A formacdo geoldgica da Regido Amazodnica determinou a
apresentacao de variados ecossistemas, resultando em grande quantidade de
oportunidades ecologicas. A consequéncia dessa heterogeneidade e
grandiosidade territorial é uma incrivel biodiversidade, considerada
megadiversidade por pesquisadores do mundo inteiro (VIEIRA, 2008). E a
maior floresta tropical do mundo, abrigando importante reserva de agua doce
superficial e subterranea (OLIVEIRA, 2007a).

Essas caracteristicas justificam o interesse em pesquisas voltadas
ao uso sustentavel dos recursos naturais da regido e relacionadas a formas de
promover a qualidade ambiental, minimizando potenciais impactos prejudiciais
aos seus ecossistemas.

A diversidade bioldgica esta relacionada com a diversidade dos
seres vivos — plantas, animais, microrganismos — e do ecossistema e é
representada pela diversidade genética, diversidade de espécies e diversidade

de habitats (GARCIA, 1995). Essa diversidade representa, do ponto de vista
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biotecnoldgico, importantes e promissoras ferramentas para o desenvolvimento
de tecnologias que possam servir aos mais variados setores da atividade
humana.

Lacava & Azevedo (2008) ressaltam que as estimativas quanto ao
namero de microrganismos existentes revelam que atualmente sdo conhecidos
menos de 10% de espécies de fungos e bactérias e a grande biodiversidade
existente entre eles faz supor que a potencialidade em termos biotecnoldgicos
seja imensa.

Neste sentido € importante destacar o potencial microbiolégico da
Amazonia ja descrito em varios estudos (MEDEIROS-GALVAO, 1998; CASSA
BARBOSA, 2001; COSTA NETO, 2002; RONDON, 2003; SOUZA et al.,
2004a.; NEVES et al, 2006; VOLPATO & AYUB, 2006; HANADA, 2006;
CENCIANI, 2007; EZAWA, 2008; SOUZA et a.l, 2008), assim como o uso de
microrganismos em processos de mitigagcdo de danos ambientais, tema que
tem sido o foco de pesquisas sob variados aspectos (CUNHA & LEITE, 2000;
KREPSKY et al.,, 2001; OLIVEIRA, 2001; BIDOIA & DOMINGUES, 2004,
OJUMU et al., 2005; ABBATI & SILVA, 2005; BENTO, 2005; CORREA, 2005;
CONEGLIAN et al.,, 2006; MARIANO, 2006; ABBASSI & SHQUIRAT, 2007;
COLLA et al., 2008; DIAS, 2007; JACQUES et al., 2007; MEIRA, 2007;). No
contexto amazonico esta linha de estudos representa importante mecanismo
na protecéo e recuperacao de ambientes degradados.

Assim, destaca-se a Biotecnologia Ambiental, associando a
pesquisa e as ferramentas biotecnolégicas para promover a qualidade dos
ambientes terrestres e aquaticos. De acordo com Peixoto et al.(2008), essa

area pode ser entendida como um conjunto de tecnologias que utilizam
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sistemas bioldgicos para eliminar poluentes ambientais, aumentar e melhorar
de forma sustentéavel a producgéo agricola, além de inUmeras outras aplicacdes.
Destacam ainda que essa abordagem implica na prospec¢do de organismos
com potencial para eliminagdo ou viabilizacado de poluentes, o que tem gerado
atencdo por parte das indastrias interessadas em tecnologias menos
agressivas ao ambiente.

Desta forma se faz necesséario a bioprospeccdo de organismos
com potencial para serem utilizados em processos de biorremediagéo,
adaptados as condicbes especificas de cada regido, em particular na
Amazobnia, onde as atividades antropicas tém interferido de forma intensa e
continua nos ecossistemas naturais.

Uma das formas de interferéncia que tem comprometido a
qualidade ambiental € a contaminacédo por residuos de petréleo e derivados.
Assim, a seguir destacam-se alguns aspectos de interesse acerca deste
produto e de como € possivel remediar os processos de contaminacao,
inclusive utilizando-se da biodiversidade para promover processos de

biorremediagéao.

3.2 Aindustria do petroleo e seus potenciais impactos

3.2.1 Breve historico do uso do petréleo

A sociedade adaptou-se, ao longo do tempo, ao uso intenso dos
recursos naturais, explorando-os e transformando-os em produtos de interesse
para varios setores. Destacam-se entre esses recursos, 0 petréleo, cujos
derivados estdo presentes em larga escala em praticamente todas as

atividades econdmicas. O petrdleo assume, assim, significativa importancia
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dentro da atual configuragdo de nossa sociedade, representando importante
fracdo da matriz energética dos paises, sendo utilizado desde sua forma bruta
até as mais refinadas.

O petroleo constitui uma das principais fontes de energia, tendo em
seus derivados a matéria prima para manufatura de indmeros produtos
sintéticos. Seus residuos sao ainda aproveitados para uso em construcées e
estradas.

O uso desse recurso ndo é recente. Ha registros do petréleo desde
tempos remotos, existindo referéncias na Biblia sobre a existéncia de lagos de
asfalto. Nabucodonosor (imperador assirio 630 a.C) pavimentava estradas com
petrdleo na Babildnia, enquanto o0s egipcios o utlizavam como
impermeabilizante. Por varios séculos o petréleo foi utilizado para iluminacao.
O seu uso na modernidade teve como marco a descoberta de petroleo a cerca
de 20 metros de profundidade pelo norte americano conhecido como Coronel
Drake (Edwin Laurentine Drake, 1819-1880), que utilizou uma maquina
perfuratriz para a construcdo do poco (TEIXEIRA et al., 2001). Essa descoberta
provocou grande revolucdo, fazendo com que quinze refinarias de petroleo
fossem instaladas na regido (TEIXEIRA et al., 2001).

No entanto, a grande revolucdo da industria do petréleo ocorreu
com a invencdo dos motores de combustdo interna e a producdo de
automoéveis em grande escala.

Atualmente, € incontestavel o uso deste recurso em praticamente
todos os setores da atividade humana. Durante o século passado houve um
aumento na producdo mundial de cerca de trés milhdes e quinhentos mil

toneladas métricas por ano (ROSENBERG & RON, 1996). Esta intensa
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producdo, além dos beneficios que tem proporcionado a sociedade moderna,

traz também a problemética da potencial contamina¢&o dos ecossistemas.

As primeiras descobertas de petréleo na Amazdénia ocorreram em
1954, quando a Petrobras encontrou quantidades nédo comerciais em cidades
do Estado do Amazonas (CASTELOES, 2002). As pesquisas iniciais foram
direcionadas para a bacia do Amazonas, sendo realizado o primeiro
levantamento de sismica de reflexdo na bacia do Solimdes somente em 1976.
Em 1986, ocorreu a descoberta da provincia do Urucu, a 600 km de Manaus.
Dois anos depois, 0 Oleo estava sendo escoado por balsas, por meio do rio
Solimbes, até a Refinaria Isaac Sabba (UN-Reman), na capital do estado
(CASTELOES, 2002). Iniciou-se em 1998 a operacéo do poliduto, com um total

de 285 Km de extensao, entre a provincia de Urucu e a cidade de Coari.

Apesar do grande enfoque que tem sido dado para os acidentes
em ambientes marinhos, pois 0s oceanos tém sido os maiores e ultimos
receptores de poluicdo por hidrocarbonetos, muitas pesquisas estendem a
preocupacdo da contaminacao por petroleo e derivados para ambientes de
adgua doce e solos (ATLAS, 1994; GRUIZ & KRINSTON, 1996; FERREIRA,
1997; PUCCI, et al., 2000; CUNHA & LEITE, 2000; DEL’ARCO & FRANCA,

2001; MACEDQO et al., 2002)

Considerando as caracteristicas peculiares dos ecossistemas
Amazonicos, se evidencia a necessidade de mais estudos voltados a acao da
indUstria do petréleo na regido, pois o clima tropical umido imp6e uma

biogeoquimica particular a regido e, apesar do interesse cientifico na
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Amazbnia, pouco se conhece sobre o reflexo, nos corpos d'agua e das

atividades de transporte fluvial (OLIVEIRA, 2007a).

3.2.2 Composicao fisico-quimica do petroleo

O petréleo € um recurso natural de grande complexidade, formado
pela mistura de compostos organicos e com alto teor de energia. E composto
de vérias centenas de compostos organicos que podem ser divididos em
hidrocarbonetos alifaticos (alcanos, alcenos e ciclicos), hidrocarbonetos
aromaticos (mono e poli aromaticos), asfaltenos (fendis, acidos graxos, cetanos
e ésteres) e compostos polares que incluem as resinas (piridina, quinolinas,
carbazo6leo, amidas, tiofeno, entre outros) (SEABRA, 2008). Contém
hidrocarbonetos, que variam de simples moléculas, como 0 metano, a
moléculas com alto peso molecular (ROSATO,1997).

A avaliacdo da composicdo de 636 petroleos de diversas regifes
do mundo demonstrou que as propor¢cBes de hidrocarbonetos alifaticos,
hidrocarbonetos aromaticos, resinas e asfaltenos apresentam grande variacdo
(SEABRA, 2008). Sua composi¢ado quimica esta diretamente relacionada com a
origem, o que determina as diferencas na sua composicao basica.

Durante a migracdo primaria, o petréleo ou Oleo cru sofre
mudancgas em sua composi¢cdo. A comparacao entre o betume presente nas
rochas-méde e o 6leo no reservatdrio mostra que a drenagem é seletiva. As
moléculas mais pesadas e mais polares, como o asfalteno, sdo fortemente
adsorvidas na rocha-méae e dificiimente sdo expelidas para o reservatorio.
Consequentemente, a composicdo do petroleo esta na dependéncia da

capacidade de adsorcdo desses compostos, ou seja, 0s hidrocarbonetos
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saturados menos polares sdo mais frequentes, seguidos pelos compostos
aromaticos e benzotiofenos, e 0os menos abundantes sdo as resinas mais
polares e facilmente adsorvidas e os asfaltenos menos soliveis (ROSATO,
1997).

Em estudos realizados em amostras de 6leo do campo de Ponca
City (Oklahoma, EUA) foram identificados cerca de 350 hidrocarbonetos, 200
compostos de enxofre, além de diversos nao-hidrocarbonetos (PETROLEUM
GEOSCIENCE TECHNOLOGY, 2007)-.

Hidrocarbonetos alifaticos sdo compostos quimicos que
apresentam atomos de carbono e hidrogénio em sua estrutura, e somente
ligagbes sigmas na molécula. Estes hidrocarbonetos saturados, compostos de
C e H unidos por ligagbes simples, incluem os alcanos normais (parafinas
normais ou n-alcanos), os isoalcanos (isoparafinas ou alcanos ramificados) e
os cicloalcanos (alcanos ciclicos ou naftenos) e sao encontrados no petréleo na
faixa de 5 até 40 atomos de carbono (SEABRA, 2008).

Os aromaticos compreendem o benzeno, os alquilbenzenos
(tolueno, xileno, etilbenzeno e outros) e os policiclicos (naftaleno, antraceno,
fenantreno, entre outros). Podem apresentar mais de um anel aromético, como
os naftalenos (2 anéis) e os fenantrenos (3 anéis). O tolueno, com apenas um
ndcleo benzénico, é o composto aromatico mais comum no petréleo, seguido
pelo xileno e o benzeno (SEABRA, 2008).

Finalmente, as resinas e os asfaltenos compreendem a fracao
pesada do petroleo, com estruturas quimicas complexas e com alta
condensacdo de anéis aromaticos (SEABRA, 2008). Sdo compostos que

contém outros elementos, além do carbono e hidrogénio, denominados de
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heteroatomos. Como 0s elementos nitrogénio, enxofre e oxigénio sdo 0s
heteroatomos mais comuns, esses compostos sdo geralmente conhecidos
como NSO. Também é comum a ocorréncia de metais (especialmente niquel e
vanadio) associados & matéria organica em compostos denominados de
organometalicos. As resinas e asfaltenos sdo compostos NSO de alto peso
molecular, pouco soliveis em solventes orgéanicos. Sua estrutura basica
consiste de “camadas” de compostos poliaromaticos condensados, empilhadas
sob a forma de agregados. A proporgao de resinas e, principalmente, de
asfaltenos no petréleo € diretamente proporcional a sua viscosidade (SEABRA,
2008).

Segundo a PGT (Petroleum Geoscience Technology, 2007)
existem basicamente dois tipos de classificacfes de 6leos. A dos engenheiros
baseada na composicdo e propriedades fisico-quimicas do 6leo (densidade,
viscosidade, etc) e voltadas para as areas de producdo e refino e as
classificacdes propostas por gedlogos que dado énfase a composicéo,
entendidas a partir da origem e evolucao do petréleo.

Destaca-se a classificac@o de carater geolégico proposta por Tissot
& Welte (1978), que divide os Oleos em seis tipos: parafinicos, parafinico-
nafténicos, nafténicos, aroméaticos intermediarios, aromatico-asfalticos e
aromatico-nafténicos. A composi¢do de cada tipo reflete a origem, o grau de
evolucao térmica e os processos de alteracdo a que o petroleo foi submetido.

A variedade de componentes do petréleo o torna um produto
suscetivel aos processos de biorremediacdo em diversos graus, apresentando

moléculas facilmente degradaveis e outras altamente recalcitrantes.
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3.2.3 A contaminacdo pelo petrdleo: os riscos ambientais de acidentes
com petrdleo e combustiveis

A sociedade contemporénea, com 0 uso intenso do petréleo nas
Ultimas décadas, tem vivenciado acidentes, em maior ou menor propor¢éo, que
provocam impactos negativos sobre variados ambientes. As causas desses
acidentes envolvem todo o processo do uso do petréleo, desde a exploracéo,
passando pelo transporte, armazenamento e refino até o despejo de residuos.

Grande parte da poluicdo por petréleo é resultante do fato de que
0S maiores produtores de O6leo ndo sdo o0s maiores consumidores.
(ROSENBERG & RON, 1996). Isso significa que o transporte do petréleo tem
que ser feito de areas de alta producdo para aquelas de alto consumo.
Rosenberg & Ron (1996) também afirmam que apesar da maioria dos
acidentes com derramamento de 6leo cru serem os de grande proporcdo
(Tabela 1) e receberem maior atencdo do publico, eles representam apenas
uma fracao do total. As maiores fontes de poluicdo sédo os residuos industriais
e escapes nos dutos, tubulacdes e tanques de armazenamento.

Tabela 1 Derramamentos de 6leo no mundo

Origem Local Data 10° Tons de
Oleo
Iraque / Kuwait Golfo Pérsico Fevereiro 1991 1000
Exxon Valdez Golfo do Alaska Abril 1989 33
IXTOC | Wwil Campeche Bay, Mexico Junho 1979 350
Amoco Cadiz Brittany, Franca Marco 1978 223
Torrey Canyon Cornwall, Inglaterra Marco 1967 117

Fonte: Rosenberg e Ron (1996).

No Brasil ha registros de acidentes com petréleo e derivados
ocasionando danos diversos aos ecossistemas. A toxicidade do petrdleo aos

organismos vivos € imediata, matando rapidamente peixes, moluscos

crustaceos, enfim, a exposi¢cdo ao 6leo pode resultar em alteragbes em toda
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comunidade afetando diretamente a sucessao ecoldgica e o repovoamento de

determinada area.

S&do inumeros os efeitos negativos do petréleo ja registrados nos
organismos, em especial nos marinhos, onde se destaca grande parte dos
estudos (SUCHANEK, 1993; CLARK & WARD, 1994; MILLANELLI, 1994;
MICHEL, 2002). Essas pesquisas afirmam que as principais consequéncias
observadas sdo: morte direta por recobrimento e asfixia, morte direta por
intoxicacdo, morte de larvas e recrutas, reducdo na taxa de fertilizacéo,
alteracdo nos recursos alimentares, incorporacdo e bioacumulacdo de
substancias carcinogénicas e ainda efeitos indiretos como dificuldades na
localizac&do de presas, alteracfes na percepcdo quimica e motora, inibicdo da
desova, deformidades nos 6rgdos reprodutores, alteracdo nas taxas de
fotossintese.

Os efeitos toxicos do 6leo sobre as algas se enquadram em duas
categorias: 0s associados ao recobrimento dos organismos e 0s associados a
assimilacdo de hidrocarbonetos com alteragdo do metabolismo celular. O
recobrimento reduz a difusdo de CO, e a penetracdo de luz nos vegetais. As
alteracdes no metabolismo celular podem ser percebidas por meio das
mudancas na sua morfologia e fisiologia (LOBBAN et al.,1995).

O petréleo, quando exposto ao ambiente, sofre alteracdes em suas
caracteristicas originais. Isso ocorre devido a fatores fisicos (evaporagéo,
dissolugéo, dispersdo, oxidagdo fotoquimica, adsorcdo as particulas, etc) e
principalmente biologicos (biodegradagéo) (SLOAN, 1999).

Dias (2007) afirma que os efeitos toxicos imediatos do petrdleo

tendem a ser causadas, principalmente, por moléculas de baixa massa
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molecular e que se degradam mais rapidamente. J4 os efeitos tdxicos cronicos
sdo devidos as moléculas de alta massa molecular, geralmente aromaticas,
que apresentam menor toxicidade, mas sao persistentes, causando efeitos
mais duradouros (SPIES et al, 1996). Dias (2007) destaca ainda que
hidrocarbonetos arométicos, como o benzeno, tolueno e xileno, possuem mais
facilidade de dissolucdo em agua, tendo, com isso, alto potencial toxico e
facilidade de serem incorporados pelos seres vivos.

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA’s) apresentam
configuragdo molecular mais resistentes a biodegradagcédo, se tornando
recalcitrantes nos ambientes e possuindo alto poder carcinogénico (CETESB,
2003).

A populagdo microbiana de um ambiente também esta suscetivel a
acdo dos hidrocarbonetos, havendo ainda, apOs processos iniciais de
biodegradacdo, o efeito téxico de produtos da oxidacdo desses
hidrocarbonetos, que podem ser mais toxicos que 0s compostos originais
(DIAS, 2007).

Ha, portanto, diversas consequéncias relacionadas ao
derramamento de 6leo no ambiente, resultando em alteracBes significativas
nas comunidades expostas e até na reducdo e/ou desaparecimento de
espécies, reducdo da tolerancia as condicées do ambiente, e efeitos sub-letais
que influenciam no comportamento, crescimento e sucesso reprodutivo dos
organismos marinhos (MILANELLI, 1994; DIAS, 2007). O contato com o Oleo
cru €, portanto, grave, principalmente em plantas e animais, atingindo ainda o
plancton. Mariuzzo (2005) afirma que “nos mangues, o petrédleo mata as

plantas ao recobrir suas raizes, impedindo sua nutricdo. Além disso, a baixa
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velocidade das aguas e o emaranhado vegetal nesses locais dificulta a

limpeza”.

Os ecossistemas da Amazbnia também estdo suscetiveis aos
impactos ocasionados pelos eventuais acidentes causados pelas atividades da
indastria de petréleo e gas. A problematica dos acidentes, inclusive nessa
regido, que provocam derramamento de 6leo cru e derivados, requer medidas
severas de controle e minimizagdo dos impactos, pois a recuperacao € sempre

muito lenta, dificil e demorada, apesar de toda a interven¢édo humana.

3.3 Processos de remediagao

A preocupagédo com a protecdo ambiental tem sido crescente. A
qualidade ambiental vem assumindo com mais intensidade a funcdo de
precursora da qualidade de vida. Muitas atividades produtivas utilizam matérias
primas que sdo obtidas a custa da degradacdo ambiental, e reverter quadros
de deterioracdo do ambiente tem se tornado preocupacdo constante,
principalmente pela complexidade do processo e pela importancia da protecao
dos recursos naturais para as geracoes futuras.

Assim, como a questéo relacionada aos impactos causados pelo
derramamento de Oleo nos ecossistemas tem sido tema cada vez mais
frequente nas discussdes sobre protecdo ambiental, é justificado que sejam
direcionados mais estudos sobre os processos de remediacdo necessarios ao

problema.
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3.3.1 Processos fisicos e quimicos

Em relacdo ao tratamento destinado a remediacdo de ambientes
degradados por derramamentos de petréleo e derivados, € fato que os
acidentes com estes produtos levaram ao desenvolvimento de técnicas que
buscam reverter ou pelo menos minimizar os impactos gerados.

Essas técnicas incluem, em geral, métodos fisicos e quimicos,
como barreiras e contencao, aparelhos de succdo, uso de jatos d’agua para
dispersar o 6leo, absorventes, formadores de gel, precipitantes e dispersantes
quimicos (CRAPEZ et al., 2002). A precipitacdo é realizada com o lancamento,
sobre a camada de petrdleo na superficie, de pds ou materiais de
granulometria fina, mas com alta densidade. O 6leo absorve essas particulas e
sofre decantagdo, depositando-se no sedimento. Ja os dispersantes quimicos
fazem com que o Oleo se espalhe de modo muito rapido, tornando-0 menos
visivel. Nos dois casos, porém, o material continua no ambiente, sendo
assimilado pelos organismos marinhos e acumulado nos tecidos, em diferentes
niveis da cadeia alimentar, desde os microrganismos até os grandes peixes,
além das aves e mamiferos que se alimentam no mar e dependem dele
(CRAPEZ et al., 2002) .

Ha muitos problemas de residuos ja presentes no meio ambiente,
originario das mais diferentes atividades econémicas, e que requerem acdes
para a sua remediacdo ou descontaminacdo, de modo que seus efeitos

ambientais negativos sejam minimizados ou eliminados.
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3.3.2 Biorremediacgao
Uma das formas de degradar os residuos presentes no meio
ambiente é utilizar o seu proprio potencial de rea¢do contra esses quimicos.
Nesse sentido, 0s microrganismos desempenham importante papel, uma vez
que utilizam essas substancias como fonte de energia, podendo, portanto
desempenhar a funcdo de restauracdo dos padrbes ambientais (MELO &

AZEVEDO, 1997).

Peixoto et al. (2008) afirmam que o principio da biorremediacéo se
baseia na prospeccédo de populacdes microbianas que possuam a habilidade
de modificar ou decompor determinados poluentes. Neste sentido destacam
ainda a utilizacdo de microrganismos autéctones, assim como provenientes de
outros ambientes ou modificados geneticamente.

Os microrganismos estdo largamente distribuidos em nosso
planeta. Representantes desses seres sdo muitas vezes encontrados mesmo
em ambientes de caracteristicas extremas e presumivelmente adversas.

Segundo Monteiro (1997), a atividade microbiana é reconhecida
como um dos fatores mais importantes na eliminacdo de produtos quimicos do
ambiente. E caracteristica de determinados ambientes poluidos, a
contaminagdo por metais pesados. Todos o0s microrganismos absorvem e
acumulam metais do ambiente onde proliferam, uma vez que 0s metais, como
o ferro, o zinco, cobre, molibdénio, entre outros, s&o componentes essenciais
de um grande numero de enzimas e outras moléculas biologicas. Outro
componente dos ambientes poluentes sdo 0s compostos xenobioticos
(xeno=estranho, bidtico=vida) que sdo compostos organicos sintetizados pelo

homem com poucas semelhangcas com 0os compostos quimicos naturais (FAY
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et al., 2008). Sdo, pois, compostos quimicos antropogénicos, sintéticos, com
atributos estruturais nao naturais (SILVA & VIEIRA, 2008).

A degradacéo de uma substancia em outra pode ser promovida por
processos fisicos, como o calor ou a irradianacdo ultravioleta, por reacdes
quimicas decorrentes do pH ou da agdo de certas substancias no ambiente, e
por processos hioldgicos por meio de enzimas existentes em animais, plantas e
microrganismos (FAY et al., 2008)

Os xenobidticos tém estruturas moleculares e sequéncias de ligacdes
quimicas que podem ndo ser reconhecidas pelas enzimas degradativas
existentes e, portanto resistem a biodegradacdo ou ndo sdo completamente
metabolizados, resultando num acumulo de xenobidticos no ambiente. Se
esses produtos trazem um beneficio evidente, causam, em contrapartida,
problemas por sua grande persisténcia no ambiente, a qual pode chegar a
anos de duracéo, afetando a fauna, a flora e os microrganismos (LANGEBACH,

1995).

Biorremediagédo pode ser definida como uma nova tecnologia para o
tratamento de areas contaminadas, por meio do uso de agentes biologicos
capazes de modificar ou decompor determinados poluentes, ou seja,
realizando a biodegradac&o. E realizada por meio da adi¢do de microrganismos
nativos ou exégenos, ou até microrganismos geneticamente modificados
(PRINCE, 1996), que aceleram o processo natural da biodegradacéao.

No processo de biorremediacdo ha a exploracdo da diversidade
genética e da versatilidade metabdlica dos microrganismos para a
transformacao de contaminantes em produtos finais menos toxicos, 0s quais

sao integrados nos ciclos biogeoquimicos naturais (ALEXANDER, 1994).
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As técnicas de biorremediacdo podem ser realizadas no local do
acidente (In situ) ou fora deste (Ex situ) e envolvem inUmeros processos, tais
como: biorremediacdo passiva; bioventilacdo, landfarming, compostagem,

bioestimulacéo e bioaumentacdo (MOREIRA & SIQUEIRA, 2002).

Na evolugédo do processo de biorremediacdo, alguns aspectos
devem ser considerados. Em primeiro lugar, a existéncia de microrganismos
com capacidade catabdlica para degradar o contaminante (LEAHY &
COLWELL, 1990). Outro fator € que o contaminante tem que estar disponivel
ou acessivel ao ataque microbiano ou enzimatico, o que se denomina
biodisponibilidade. E por fim, condicbes ambientais adequadas para o

crescimento e atividade do agente biorremediador.

3.3.2.1 A biodegradacéo de hidrocarbonetos

As primeiras descricbes do mecanismo de acdo dos
microrganismos como degradadores de hidrocarbonetos foram realizados por
Claude E. Zobell (1946), que desenvolveu diversas pesquisas em que
reconhece que muitos microrganismos tém a habilidade de utilizar
hidrocarbonetos como fonte de energia e carbono e que tais microrganismos
tém ampla e variada distribuicdo na natureza (ZOBELL, 1946, 1950, 1964,
1969, 1971, 1973a, 1973b). Este autor destaca que a utlizacdo dos
hidrocarbonetos é fortemente dependente da natureza quimica dos compostos

do petréleo e das condigcbes ambientais.

Biodegradacao de hidrocarbonetos pode ser entendido como a
guebra destes componentes do petréleo para componentes de menor peso

molecular ou mais polares por acdo de microrganismos (ROSATO, 1997).
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Vérios autores destacam a importancia dos microrganismos no processo de
biodegradacdo (CUNHA & LEITE, 2000; OLIVEIRA, 2001; CRAPEZ et al.,

2002, MARIANO, 2006; DIAS, 2007).

Os microrganismos envolvidos na degradagdo de compostos
xenobibticos podem ser classificados em dois grupos: 0s microrganismos
primérios e os secundarios. Os primarios sdo aqueles capazes de metabolizar
0 substrato principal fornecido ao sistema, enquanto os secundéarios nao
utiizam o substrato principal, porém, os produtos liberados pelos
microrganismos primarios, o que & denominado cometabolismo (MARIANO,
2006).

Oliveira (2001) destaca que muitos microrganismos sédo habeis na

degradacgéao de hidrocarbonetos (Tabela 2).

Tabela 2 Géneros de microrganismos hébeis na degradacdo de hidrocarbonetos de
petréleo

Bactérias Fungos filamentosos Leveduras
Achromobacter Aspergillus Candida
Acinetobacter Cladosporium Debaryomyces
Alcaligenes Dendryphella Rhodotorula
Arthrobacter Geotrichum Sporobolomyces
Bacillus Humicola
Chromobacterium Morterella
Flavobacterium Penicillium
Micrococcus Phoma
Nocardia Sprotrichum
Pseudomonas Tolypocladium
Rhodococcus Verticillium
Sarcina
Serratia
Streotomyces
Vibrio
Xanthomonas

Fonte: Del’Arco (1999), Cravo Jr. (1998) apud Oliveira (2001)
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A biodegradacéo do petréleo € bastante complexa, dependendo da
natureza do Oleo, da natureza da comunidade microbiana e da variedade de
fatores ambientais que influenciam a comunidade microbiana (ATLAS, 1994).
De acordo com Peixoto et al. (2008), varias condicfes tém que ser satisfeitas
para que a biodegradacdo aconteca em determinado ambiente, entre as quais,
citam: a) existéncia de organismos que possuam enzimas necessarias para
gue 0S processos ocorram; b) que estes organismos estejam presentes no
ambiente que contenha as substancias a serem biodegradadas e c) as

substancias devem estar acessiveis ao organismo que contém estas enzimas.

A degradacao dos hidrocarbonetos esta diretamente relacionada a
producdo de moléculas com poder de solubilizar estes compostos, tornando-os
disponiveis no meio, os surfactantes. Essas moléculas sdo polimeros
anfipaticos que atuam reduzindo a tensdo superficial em sistemas aquosos
(BANAT et al., 2000). Com base na crescente preocupacdo ambiental, a busca
por surfactantes de origem natural, os biossurfactantes, tem crescido
consideravelmente (MACIEL, 2003). A origem desses biossurfactantes esta
nos microrganismos degradadores de hidrocarbonetos que potencialmente

sintetizam estes compostos.

E valido destacar a importancia da determinacdo das complexas

vias metabdlicas da degradacao de hidrocarbonetos pelos microrganismos.

Existem requisitos basicos para a acdo biodegradora (Tabela 3).

De acordo com Rosenberg & Ron (1996) ha duas caracteristicas essenciais
que definem os microrganismos com capacidade degradadora:

1. Presenca de membranas com grupos especificos de enzimas

oxigenases;
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2. Existéncia de mecanismos para otimizar o contato entre os

microrganismos e os hidrocarbonetos hidrofébicos.

Tabela 3 Elementos necessarios para a biodegradacao do petréleo

A. Microrganismos com
1. enzimas oxigenases
2. habilidade para aderir aos hidrocarbonetos
potencial de emulsificacéo

3.
4. mecanismos para adsorcao dos hidrocarbonetos
Agua

Foésforo

B.
C. Oxigénio
D.
E.

Fonte de nitrogénio

Fonte: Rosenberg & Ron apud Crawford & Crawford (1996).

A degradacdo de hidrocarbonetos para CO, necessariamente
envolve reacdes de oxidacdo. Por essa razdo, a maioria dos microrganismos é
aerdbica. Rosato (1997) destaca que apesar do destino dos hidrocarbonetos
ser a producédo de CO,, podem acontecer caminhos alternativos. Eles podem
ser armazenados como globulos e alguns alcanos podem ser incorporados
como biomassa. Podem ainda ser convertidos para a producdo de diferentes
lipidios aplicaveis na industria oleoquimica (RADWAN & SORKHOH, 1993).

A  especificidade do processo de biodegradacdo de
hidrocarbonetos pode ser descrita como o potencial genético de um
microrganismo em particular em introduzir uma molécula de oxigénio em uma
de hidrocarboneto e, com relativamente poucas reacbes, gerar produtos
intermediarios que na sequéncia entram na via catabdlica da célula (ROSATO,
1997).

Wang et al. (1990) ressaltam que, a longo prazo, a maioria dos
hidrocarbonetos € convertida a CO,, porém os produtos parcialmente oxidados

podem ser mais toxicos e mutagénicos que o hidrocarboneto original e,
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portanto, existe a preocupacdo de que ocorra um aumento temporario na
toxicidade e mutagenicidade durante o processo de biodegradacéo.

Dias (2007) descreve que no processo de biodegradacdo de um
composto, este é alterado gerando sub-compostos que podem ser utilizados
por outros seres vivos, sendo assimilados e utlizados no seu processo
metabdlico, oferecendo poder toxicolégico e causando, em alguns casos,
manifestacbes adversas.

E importante destacar que existem diferencas metabdlicas no

processo de degradacdo das fracdes em que se divide o petréleo, como se

descreve a seguir.

3.3.2.1.1 Biodegradacéao da fracao saturada

Diversos autores descritos por Rosato (1997) demonstram que 0s
n-alcanos sao considerados os mais facilmente degradados, e procede
normalmente por um ataque monoterminal: ha formacdo de um &lcool primério,
seguido por um aldeido e um acido monocarboxilico. O &cido € degradado via
B-oxidacdo com a formacdo de acidos graxos com dois carbonos a menos e
formacdo de acetilcoenzima A, com liberagdo eventual de CO,. Descrevem
ainda que os grupos metil aumentam a resisténcia dos hidrocarbonetos ao
ataque microbiano e o0s cicloalcanos sdo particularmente resistentes a
biodegradacdo. Os compostos aliciclicos, como os hopanos, estdo entre os
mais persistentes na natureza.

Oliveira (2001) também descreve que o metabolismo aerébio dos
hidrocarbonetos lineares envolve a acdo de enzimas monooxigenases, que

transformam estes compostos em alcoois correspondentes, formando-se os
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aldeidos e finalmente os &cidos carboxilicos, os quais sdo degradados por B-

oxidacdo (Figura 1). Destaca ainda que em anaerobiose o metabolismo

degradativo ainda ndo esta completamente esclarecido.
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Figura 1: Via metabdlica de degradac¢éo de hidrocarbonetos lineares.
Fonte: Baker & Herson (1994 b) apud Oliveira (2001)

3.3.2.1.2 Biodegradacéao da fracao aromética

Tanto microrganismos eucariotos quanto procariotos tem potencial

enzimatico para oxidar hidrocarbonetos aromaticos (Tabela 4). Entretanto, os

mecanismos moleculares para a degradacdo dos compostos aromaticos €

diferente entre eles (ROSENBERG & RON, 1997). Fungos e outros eucariotos

oxidam hidrocarbonetos aromaticos com um sistema mono-oxigenase

citrocomo p-450, levando a formacao de trans-diidrodiols .

De maneira geral, o metabolismo de HPAs por microrganismos

ocorre de maneira aerobia, via oxidacdo do anel aromatico pela

monooxigenase citocromo P-450 de bactéria e fungos néo-ligninoliticos,
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formando oxido de areno, que por acdo de outra enzima epoxido-hidrolase
forma trans-diidrodiol (SILVA, 2007).

Compostos com poucos anéis aromaticos sdo degradados mais
facilmente. Ha linhagens com capacidade de degradar compostos com até
cinco anéis aromaticos. A degradacdo bacteriana envolve a acdo de uma
dioxigenase que gera a formacgdo de CIS-diidrodidis, que se transformam em
catecol por meio das enzimas desidrogenases (SILVA, 2007).

Oliveira (2001) destaca que os hidrocarbonetos ciclicos alifaticos
tém seu processo de degradacdo dificultada devido a sua estrutura e ao seu
estado fisico. A via metabdlica aerébia de degradacdo dos hidrocarbonetos

aromaticos e policiclicos aromaticos por bactéria é apresentada na Figura 2.

Tabela 4 Género de microrganismos que metabolizam hidrocarbonetos aromaticos

bactéria Fungos microalgas

Pseudomonas
Aeromonas
Moraxella
Beijerinckia

Chytridomycetes
Oomycetes
Zygomycota
Ascomycota

Flavobacteria Basidiomycota
Achrobacteria Deuteromycota
Nocardia
Corynebacteria
Acinetobacteria
Alcaligenes
Mycobacteria
Rhodocci
Streptomyces
Bacilli
Arthobacter
Aeromonas
Cyanobacteria

Porphyridium
Petalonia
Diatoms
Chlorella
Dunaliella
Chlamydomonas
Ulva

Fonte: Cerniglia (1992) apud Crawford & Crawford, 1997.
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Figura 2: Sumario da via metabdlica aerébia de degradacdo dos hidrocarbonetos arométicos e
policiclicos aromaticos por bactéria.
Fonte: Del'Arco (1994) apud Oliveira (2001).

3.3.2.1.3 Biodegradacéao da fracao asfaltica

A biodegradacéo da fracao asfaltica € a menos compreendida. As
vias metabdlicas dos microrganismos envolvidos ainda ndo foram bem
esclarecidas.

Ha pesquisas que demonstram a capacidade de diversos isolados
bacterianos de mineralizar moléculas contendo enxofre ou nitrogénio
(AISLABIE et al.,1990; FEDORAK et al., 1991; LIU et al., 1992).

Pouco se sabe sobre a degradacdo dessas moléculas e supbe-se

gue sejam inertes para a biodegradacao (ROSATO, 1997).
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Devido a alta complexidade dos processos de degradacdo dos
diferentes compostos do petrdleo, a associagdo de microrganismos tem sido
muito mais eficiente em processos de biorremediagédo do que o microrganismo
isolado. Essa associa¢do, denominada consoércios microbianos, tem sido foco
de varios estudos (OLIVEIRA, 2001; DIAS, 2007). Entretanto, pelas
dificuldades de analise de culturas mistas, a maioria dos estudos tem enfocado

a atuacao isolada de microrganismos (KATAOKA, 2001).

3.4 Macrofitas aquaticas

As macroéfitas aquaticas (plantas aquéticas) constituem uma
importante comunidade dos ecossistemas aquaticos, por sua abundancia, altas
taxas de produtividade e por sua contribuicdo para a diversidade bioldgica.
Frequentemente, em ambientes com influéncia antrépica, esses vegetais
proliferam indesejadamente e prejudicam a utilizacdo de lagos, represas e rios,
havendo a necessidade da aplicacdo de técnicas de controle. Por outro lado,
estes vegetais tém sido utilizados em sistemas de tratamento de efluentes e na
recuperacéo de ambientes degradados.

Essas plantas sdo essenciais para a manutencao da produtividade
dos lagos, pois participam ativamente da ciclagem de nutrientes e producao de
matéria organica. Servem também de reflgio e abrigo para outros organismos,
desempenhando um papel fundamental para a manutencdo dos estoques
naturais de peixes. As macrofitas aquaticas sao, ainda, grandes
armazenadoras de nutrientes e toleram ambientes impactados, apresentando

elevadas taxas de crescimento mesmo em ambientes poluidos por diferentes
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tipos de efluentes, sendo assim consideradas excelentes bioindicadoras,
inclusive da toxicidade do petréleo e de seus derivados.

Podem ser consideradas macrofitas aquaticas, os vegetais visiveis
a olho nu com partes fotossinteticamente ativas permanentemente, ou por
diversos meses, todos 0s anos, total ou parcialmente submersas em agua doce
ou salobra, podendo ainda ser flutuantes (GASTAL Jr & IRGANG., 1997).
Entretanto, ha algumas divergéncias na definicdo de macrdfitas por diferentes
autores, sendo que alguns consideram macrofitas também as plantas de
margem gue mantém relagcdo com a 4gua em abundancia (VIANA, 2005).

Estudos ecoldgicos relativos as macrofitas particularmente em
ecossistemas aquaticos tropicais brasileiros, sempre evidenciam a importante
contribuicdo dessas comunidades para o0 metabolismo do ecossistema
(POMPEO, 2003).

Destacam-se entre os estudos sobre macroéfitas aquéticas o
trabalho pioneiro no Brasil feito por Hoehne (1948) e a descricdo de aspectos
anatdmicos e ecolédgicos de gramineas aquaticas da Amazoénia (BLACK, 1950),
assim como varios trabalhos de identificagdo de macrdéfitas aquaticas como o
de RODRIGUES & IRGANG (2001). Para a ecologia de macrdfitas aquaticas
tropicais no Brasil podemos citar mais recentemente o estudo de Viana (2005)
sobre macrofitas no Estado de Sdo Paulo.

A espécie Eichhornia crassipes € conhecida como mureru ou

~

aguapé e pertence a familia Ponteriaceae. Tem importante funcdo na

purificacdo de agua contaminada, inclusive retirando metais pesados. E uma

das macrofitas mais abundantes na Amazonia (SPINDOLA, 2007)
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A ampliagdo dos estudos sobre estes vegetais demonstra a
importancia dessa comunidade para o ecossistema (ESTEVES & MENEZES,
1992) e denota a necessidade de serem realizadas novas e relevantes

pesquisas envolvendo estes organismos.

3.5 Bactérias isoladas de vegetais

As bactérias constituem o grupo de seres vivos mais diverso do
planeta, podendo ser encontradas em variados ecossistemas, afetando as
propriedades quimicas e fisicas do ambiente (NEWMAN & BANFIELD, 2002).
Destaca-se sua importante fungdo na atenuacdo do impacto ambiental dos
compostos organicos, uma vez que podem adaptar-se a presenca desses
poluentes e/ou utiliza-los como nutrientes.

Magnani (2005) destaca que as plantas constituem um verdadeiro
ecossistema microbiano e que nestas plantas hospedeiras, diferentes nichos
sdo ocupados pelos microrganismos, tais como as superficies das raizes,
caules e folhas (as epifitas), ou entdo, colonizando o interior de diversos
tecidos das plantas (endofiticas).

Bactérias endofiticas e epifiticas podem conferir algumas
vantagens a seu hospedeiro, como maior resisténcia a condi¢cdes de estresse,

alteracdes nas condic¢des fisioldgicas, entre outros (SOBRAL, 2003).

3.5.1 Bactérias epifiticas
Bactérias epifiticas sdo assim denominadas, por habitarem os

tecidos externos, vivendo na superficie dos vegetais.
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Azevedo (1999) descreve que as distingdes entre microrganismos
endofiticos, epifiticos e patogénicos sdo de natureza apenas didatica, ndo
existindo um claro limite entre grupos e sim um gradiente entre eles. Segundo o
autor, um organismo endofitico, por exemplo, pode tornar-se um patdgeno
conforme as condi¢cdes de ambiente ou equilibrio com outros endofiticos; um
microrganismo epifitico pode, eventualmente, entrar em uma planta e la
permanecer por certo periodo, causando ou ndo danos a mesma.

Assim a compreensao da microbiota associada ao vegetal inclui
tanto os epifiticos quanto os microrganismos denominados endofiticos,

conforme descrito a seguir.

3.5.2 Bactérias endofiticas

Microrganismos endofiticos podem ser definidos como aqueles que
vivem no interior das plantas, sistematicamente, sem causar danos e podendo
conferir beneficios aos seus hospedeiros, resultando em um sistema simbiético
reconhecido e com caracteristicas especificas (PEREIRA et al., 2007).

Os enddfitos sao potencialmente vantajosos em diversos aspectos
tais como a producao de antibiéticos, no controle biolégico como vetores para a
introducdo de genes em plantas e quando cultivados in vitro sdo capazes de
produzir antibiéticos, fato que os tornam alvos na busca desses produtos ou de
outros metabdlitos secundarios de interesse farmacolégico (MEDEIROS-
GALVAO,1998; SALLES et al. 2000; ZHANG et al. 2006; STROBEL & DAISY
2003; BILLS et al. 2002). Microrganismos associados a plantas, ao invés das
proprias plantas, podem algumas vezes, oferecer matéria-prima com potencial

promissor.
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As associa¢fes entre endofiticos e hospedeiros ainda sdo pouco
conhecidas e possuem importante potencial biotecnolégico a ser explorado. E
fato comprovado que esse microhabitat esta repleto de microrganismos, muitos
dos quais com forte associacdo simbidtica com a planta hospedeira,
conferindo-lhe condicdes para seu estabelecimento (PEREIRA et al., 2007).
Muitas bactérias desenvolveram mecanismos especializados para degradar
compostos complexos e recalcitrantes.

Bactérias endofiticas possuem intima ligagdo com seus
hospedeiros por meio de processos co-evolutivos e podem interferir na
fisiologia da planta (MISAGUI & DONNDELINGER, 1990) e sua habilidade de
sobreviver dentro dos tecidos vegetais as torna candidatas potenciais a
aplicacOes biotecnolégicas (SOBRAL, 2003).

Mourdo (2001) destaca a importancia dos microrganismos
endofiticos em estudos biotecnolégicos, principalmente onde poderiam ser
utilizados como vetores para a introducdo de caracteres de interesse em
plantas. Fahey (1998) afirma que microrganismos endofiticos que apresentam
antagonismos a fitopatégenos podem ser isolados do interior de tecidos ou
orgdos da parte aérea da planta e podem vir a ser uma grande ferramenta na
agricultura.

Pesquisas envolvendo bactérias endofiticas tém se mostrado
bastante promissoras, dentre outros aspectos pelo seu potencial biotecnolédgico
e pelo esclarecimento dos aspectos ecoldgicos, genéticos e fisiologicos da
interacdo plantas-microrganismos, em especial de plantas de climas tropical e
sub-tropical (AZEVEDO et al., 2000; PEIXOTO-NETO et al., 2002; MARCON,

2002; SOBRAL, 2003). Destaca-se ainda o potencial uso de endofitos em
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processos de fitorremediagdo de contaminantes organicos e metais pesados
(SICILIANO et al., 2001; LODEWYCKX et al., 2002)

Atualmente ainda sao poucos os trabalhos em relagcdo a
microrganismos endofiticos presentes em hospedeiros tropicais, destacando-
se, entretanto, importantes estudos que tem demonstrado o0 potencial
biotecnoldgico desses seres (MEDEIROS-GALVAO, 1998; GUIMARAES, 1998;
DRUMOND et al., 2000; CASSA-BARBOSA, 2001; COSTA-NETO, 2002;
RONDON, 2003; CRUZ, 2004; SOUZA et al., 2004a; HANADA, 2006)

Uma observacdo descrita nos estudos realizados por Strobel &
Long (1998) € que no processo de selecdo de plantas e seus microrganismos
associados € importante investigar plantas que ocupem nichos ecolégicos ndo
usuais, por exemplo, aquelas que crescem em temperaturas extremamente
altas ou baixas, sobrevivem por muito tempo ou resistem a altas concentragdes
de radiacOes e de sal. A adversidade nos ecossistemas caracteristicos da
planta e sua resisténcia a eles remetem a potencial interagdo com
microrganismos endofiticos.

Muitos outros aspectos da interacdo entre enddfitos e hospedeiros
ainda estdo por ser elucidados, inclusive a interacdo entre esses
microrganismos e plantas que sobrevivem em situagbes extremas, como em
ambientes poluidos. A associacdo existente pode proporcionar a manutengao
do hospedeiro em ambientes degradados pela sintese de moléculas

biodegradadoras, conferindo a planta vantagens adaptativas.
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3.6 Caracterizacdo genética de bactérias

Muitos estudos ambientais tém utilizado técnicas de biologia
molecular para uma exploracdo mais abrangente da comunidade microbiana e
suas funcdes ecoldgicas em ambientes naturais (PEIXOTO et al., 2008).

Dias (2007) descreve que o0s primeiros sistemas de classificacado
de procariotos foram baseados apenas em algumas propriedades fenotipicas
gue eram usadas para agrupar linhagens, a despeito de qualquer afinidade
evolutiva verdadeira. Os atuais sistemas de classificacdo podem contar com
novas tecnologias, em especial as derivadas da biologia molecular (LACAVA &
AZEVEDO, 2008). Os procedimentos para extracdo do material genético
microbiano tem se tornado mais simples e eficientes, podendo ser extraido
tanto de microganismos cultivaveis como de néo cultivaveis (LACAVA &
AZEVEDO, 2008).

A técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é a base
para as ferramentas moleculares utilizadas em estudos ambientais e analise de
comunidades microbianas (LACAVA & AZEVEDO, 2008). Consiste na sintese
enzimatica in vitro de copias do DNA a partir de uma sequéncia alvo conhecida,
onde sao utilizados oligonucleotideos que funcionam como iniciadores da
sintese e sdo complementares ao gene ou a regido do &cido nucléico de

interesse (MULLIS & FALLONA, 1987).

O desenvolvimento dos métodos de sequenciamento de DNA e o
acumulo da informacdo de sequéncias em bases de dados publicos de livre
acesso (http://www.ncbi.nim.nih.gov/) tém permitido o seqienciamento de
genes homologos entre linhagens microbianas, tornando-se o procedimento

padrédo em sistematica microbiana (DIAS, 2007).
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CAPITULO IV

ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO GENETICA DE
BACTERIAS COM POTENCIAL DE DEGRADACAO DE
HIDROCARBONETOS DE PETROLEO A PARTIR DA
MACROFITA AQUATICA EICHORNIA CRASSIPES

MANAUS-AM
2009
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RESUMO

Pesquisas tém demonstrado que a diversidade microbiana da
Amazo0nia apresenta grupos promissores com amplo interesse biotecnologico.
O desafio apresentado esta no isolamento e selecdo de linhagens com
potencial para uso em escala industrial. Destaca-se neste trabalho o
isolamento seletivo e caracterizacdo genética de bactérias associadas a
macrofita aquatica amazoénica Eichornia crassipes. A identificacdo preliminar de
parte dos isolados bacterianos foi realizada por meio da regido do DNA
ribossomal 16S com posterior comparacdo das sequéncias obtidas com
sequéncias do Gen Bank. Foram isoladas 71 bactérias, sendo 42 epifiticas e 29
endofiticas, oriundas de folhas, caules, bulbos e raizes de plantas coletadas
em local com residuos de petrdleo. Dentre os isolados, 48 linhagens foram
identificadas, sendo a maioria identificada apenas em nivel de género, com
predominancia dos géneros Acinetobacter, Pseudomonas, Bacillus e
Stenotrophomonas. Segundo a literatura, os principais géneros identificados
neste trabalho apresentaram estreita relagdo com processos de
biorremediacdo. Os estudos revelaram que o método utilizado para o
isolamento seletivo permitiu a selecdo de grupos de bactérias com potencial
para biorremediacdo de ambientes contaminados com petréleo.

Palavras-chave: Diversidade microbiana, endofiticos, epifiticos, DNA
ribossomal, biorremediacgao.
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ABSTRACT

Studies have shown that microbial diversity of Amazon presents
interest groups for biotechnology. The actual challenge is the isolation and
selection of strains with potential for use in industrial scale. This work presents
the selective isolation and genetic characterization of bacteria associated with
the Amazon aquatic macrophyte Eichornia crassipes. Preliminary identification
of some isolates were performed using the 16S ribosomal DNA region and
further comparison with data from Gen Bank . Were isolated 71 bacteria, 42
epiphytic and 29endophytic, from leaves, stems, roots and bulbs of plants
collected from site with waste oil. Among the isolates, 48 strains were identified,
the majority being identified only at the genus level, with predominance of
Acinetobacter, Pseudomonas, Bacillus and Stenotrophomonas. According the
literature, the most commom genera identified in this work, showed close
relationship with bioremediation processes. The results obtained in this paper
demonstrate that the method used for the selective isolation allowed the
selection of bacteria groups with potential for bioremediation of environments
contaminated with petroleum.

Key words: microbial diversity, endophytic, epiphytic, ribosomal DNA,
bioremediation



60

4.1 Introducao

O desenvolvimento biotecnoldgico, adquirido a partir do
aprimoramento das técnicas de exploracdo dos recursos naturais, vem
destacando a grande importancia da biodiversidade (PEIXOTO, ROSADO &
TAKETANI, 2008). Este fato tem conduzido a busca de novos organismos com
potencial de serem utilizados em produtos nas mais diversas areas de
interesse humano. Fazer a bioprospeccdo de microrganismos de interesse
requer, entretanto, um planejamento focado exatamente no que se pretende
isolar.

Atualmente, com o avanco da Biotecnologia Ambiental, o
isolamento de populacdes microbianas com habilidades para modificar ou
decompor determinados poluentes, a partir de amostras de ambientes
contaminados, tem sido o objetivo de varios estudos (BATISTA, 2002;
LAGUILIO et al., 2002; LOBATO, ARAUJO & MACEDO, 2003; MACIEL, 2003;
SILVA et al.,, 2003a; SOUZA et al., 2004b., JACQUES, 2005a; MARTINEZ,
2006; MARTINS et al., 2007; SANTOS, 2007).

Melo e Azevedo (1997) destacaram que 0 sucesso de um
programa de biorremediacao de areas contaminadas dependera, em parte, de
um bom planejamento inicial sobre isolamento e selecdo de um microrganismo
ou de um consorcio de microrganismos eficientes na degradacdo da molécula
em estudo. Assim, uma etapa fundamental é selecionar o ambiente para o
isolamento, planejando as estratégias e os metodos seletivos para isolar os

microrganismos de interesse.
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Em muitos ecossistemas existe uma comunidade autoctone de
microrganismos capazes de degradar hidrocarbonetos (hidrocarbonoclasticos)
(KATAOKA, 2001) e as estratégias de isolamento incluem métodos
relativamente simples. Peixoto et al. (2008) destacam a possibilidade de cultivo
de microrganismos pertencentes a diversos grupos taxonomicos de interesse a
partir de amostras ambientais, por meio da utilizacdo de meios de cultura
especificos ou enriquecidos, por exemplo, com um determinado composto a
ser degradado.

O uso dessas técnicas tradicionais de cultivo tem permitido uma
boa amostragem das comunidades microbianas. Ha, entretanto a necessidade
de que outras técnicas estejam associadas para uma exploragdo mais
abrangente. Atualmente, o desenvolvimento de ferramentas moleculares tem
auxiliado de forma significativa a compreensédo desses microrganismos, sendo
que muitos estudos ambientais tem utilizado técnicas da biologia molecular
(WATANABE & BAKER, 2000; COWAN et al., 2005; DIAS, 2007).

Este estudo teve por objetivos isolar em meio seletivo, contendo
petréleo, bactérias epifiticas e endofiticas a partir da macréfita aquatica
amazoénica Eichornia crassipes coletada na saida dos efluentes da Refinaria de
Manaus, e fazer a caracterizacdo genética dos isolados por meio da
amplificagéo e sequénciamento da regido do DNA ribossomal 16S.

Assim, pretende-se encontrar mecanismos para futuros processos
de biorremediacdo, a partir da biodiversidade amazonica, potencializando
futuramente o poder de acdo dos microrganismos promissores encontrados na

pesquisa.
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4.2 Material e métodos

4.2.1 Material bioldgico e coleta das amostras

Foram utilizadas no presente estudo, amostras da macrofita
aquéatica Eichornia crassipes coletadas na saida dos efluentes da refinaria da
Petrobras/Manaus-AM (REMAN) (Figura 1-A) em periodos diferentes: outubro
de 2005, julho de 2006 e janeiro de 2008.

Em cada coleta, recolheram-se individuos em triplicata, contendo
folhas, caules, bulbos e raizes, tendo como critérios de selecdo a aparéncia
sadia das plantas, sem sintomas visuais de doencas e sem sinais de atagues
de insetos (Figura 1-B). ApoOs a coleta, as amostras foram acondicionadas em
sacos plasticos de polietileno transparentes e levadas para o Laboratério de
Genética de Microrganismos (LAGEM) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB)

da Universidade Federal do Amazonas, onde se procedeu ao isolamento

dentro do prazo de oito horas.

Eichornnia crassipes

Figura 1: A— Saida dos efluentes da Refinaria Isaac Sab4-Manaus/Am. B- Amostra da
macrofita aquéatica EICHORNIA crassipes
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4.2.2 Isolamento seletivo de bactérias epifiticas e endofiticas
Foi realizado o isolamento de bactérias epifiticas e endofiticas
segundo a metodologia descrita por Pereira (1993) com adaptacdes descritas a

sequir.

4.2.2.1 Bactérias epifiticas

Foram utilizadas duas técnicas para o isolamento de bactérias
epifiticas: diluicdo e esfregaco. Na primeira, ap0s lavagem superficial das
plantas, 200 mg de tecidos vegetais (folhas, caules, bulbos e raizes,
individualmente) foram colocados em tubos de ensaio contendo solugdo
fisiologica acrescida de 0,1% de Tween 80. Apds agitacdo vigorosa em vortex,
a suspensdo foi submetida a diluicio seriada de até 10-* e 0,1 mL de cada
diluicdo foi espalhado com auxilio de uma alca de Drigalski em placas de Petri
contendo meio minimo de sais acrescido de petréleo de Urucu e fungicida.
Foram utilizados dois meios minerais com composic¢des diferentes (Tabela 1).
As placas foram incubadas em temperaturas de 30°C, onde permaneceram por
um periodo de 3 a 10 dias. Apds o crescimento bacteriano, os isolados foram
repicados para tubos contendo meio Luria Bertani-LB (Tabela 2) inclinado e
novamente incubados para crescimento e identificacdo. Os isolados também
foram repicados e mantidos no mesmo meio seletivo de isolamento.

Na segunda técnica, foi realizado um esfregaco do material vegetal
e posterior inoculacdo no meio especifico. Neste procedimento, as folhas
coletadas também receberam lavagem superficial em agua corrente, sendo a
seguir cortadas em um tamanho padrdo (5cm x 5cm) com o objetivo de

estipular o valor de infeccéo. Estes fragmentos foram esfregados com o auxilio



64

de cotonetes esterilizados, que na sequéncia foram passados em forma de

estrias em placas de Petri contendo os meios minerais, acrescido de petroleo e

fungicida (Figura 2-A).

Tabela 1 Meios de cultura acrescido de petréleo *

Meio 1 Meio 2
Componentes Quantidade/L Componentes Quantidade/L
KoHPO, H,O 949 Tris(hidroximetil) 12,109
aminometano (0,1 M)
(NH,4) 2S0, 39 NacCl 23,009
MgSO, 0,59 KCI 0,759
Extrato de 0,01g CaCl2.2H20 14749
levedura
Agar 159 MgClI2.6H20 5,08¢g
MgS04.7H20 6,16 g
NHA4CI 3,749
Solugéo de Sulfato de 2,00 mL
Ferro (1 g/L)
Solucéo de Fosfato de 4,00 mL
Sadio (0,1 M)
Agar 159
Petréleo 5mL Petréleo (Urucu) 5mL
(Urucu)
Agua 1000 mL Agua destilada 1000 mL
destilada
Fungicida 2mL Fungicida 2mL
pH 7,30 pH pH 7,30 pH

Fonte: Meio 1 — NEDER (1992); Meio 2 —- RAMBELOARISOA et al. (1984).

Tabela 2- Meio Luria Bertani (LB)

Componentes

Quantidade /L

Peptona bacteriolégica

NacCl

Extrato de levedura
Agar

Agua destilada

PH 7,50

109
59
109
16 g
1000 mL

Fonte: NEDER (1992).

! Com excecdo do Petrdleo, o meio foi autoclavado antes das inoculacdes. A esterilizagdo do
Petréleo foi feita em filtro millipore 2,2 pym.
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4.2.2.2 Bactérias endofiticas

Inicialmente foi feita a desinfec¢éo superficial dos tecidos vegetais,
para retirada da microbiota externa. Lavou-se com agua corrente e detergente
neutro com o auxilio de uma esponja de plastico nova (Figura 2-B). Em camara
de fluxo laminar o material foi mergulhado em alcool a 70% por 1 minuto, sendo
a seguir introduzido em solucdo de hipoclorito de sédio a 3% por 1 minuto.
Logo apés os tecidos foram lavados novamente em solugdo de alcool 70% por
30 segundos para retirada do excesso de cloro da superficie. Para a retirada de
todo o restante das solucdes, o material foi lavado trés vezes com agua
destilada esterilizada. Como controle, a 4gua de lavagem foi inoculada em
placas de Petri contendo os meios de cultura para o isolamento (Tabela 1).

Apés passar pelo processo de descontaminagdo superficial, o
material foi cortado em fragmentos de 5 a 7 mm com o auxilio de um furador de
papel estéril (Figura 2-C). Estes foram dispostos em placas com meios
seletivos (Tabela 1), em duas linhas, sendo que cada uma com trés fragmentos
(Figura 2-D). Cada placa foi identificada e depois todas foram postas numa
camara incubadora com temperatura de 30° C, onde permaneceram de um a
10 dias, sendo observadas diariamente para observacdo do crescimento
bacteriano. Nestes casos, as placas foram levadas a camara asséptica para
repicagem dos isolados para tubos de ensaio contendo meio LB e meio
seletivo. Esses tubos foram datados e identificados e em seguida guardados

em recipientes plasticos a temperatura ambiente.
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Figura 2- Procedimentos para o isolamento de bactérias e
epifiticas (A) e endofiticas (B,C e D)

4.2.2.3 indice de colonizag&o

O indice de colonizacdo de epifiticos, no caso da técnica da
diluicdo, foi obtida por meio da formula Icep=(C/G)100 onde: G é o peso total
dos fragmentos inoculados e C o numero de isolados. Para os isolados obtidos
pela técnica do esfregaco, o calculo foi por meio da estimativa por area em
cm?.

O indice de colonizacdo dos endofitos foi calculado pela razéo

entre o numero total de fragmentos infectados, e o nimero total de fragmentos

inoculados.
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4.2.2.4 Caracterizacdo morfologica, purificagdo e preservacdo das
bactérias isoladas

As colbnias foram submetidas ao processo de purificagdo por meio
de repiques sucessivos em placas de Petri contendo meio LB utilizando a
técnica de esgotamento por estrias. A purificacdo foi verificada pelo método da
coloracdo de GRAM.

As colonias bacterianas purificadas foram repicadas para placa de
Petri contendo meio LB. ApGs o crescimento, as col6nias foram raspadas e
inseridas em microtubos de 1,5 mL contendo glicerol 30% e mantidas a -20°C.

No momento da preservacdo, foi realizada a caracterizacao
morfologica de cada colbnia, sendo observadas as caracteristicas cor e

consisténcia, para posterior comparacao e analise.

4.2.3 Caracterizacdo genética
As bactérias isoladas foram submetidas a identificacdo molecular

de acordo com as etapas descritas na sequéncia.

4.2.3.1 Extracdo de DNA

Apo6s purificagdo das coldnias (item 4.2.3.4), foi realizada a
extracdo do DNA genbmico segundo o método de Isola et al. (1994).

Uma algada de cada bactéria, individualmente, foi repicada para
tubos de ensaio com roscas, contendo 4 mL de meio LB. Foram incubadas a
30° C sob agitacédo de 120 rpm, durante o periodo da noite. As células foram
coletadas por meio de centrifugacéo e ressuspensas em 200 pL de solucéo

TEN (Tris 50mM, pH 8,0; EDTA 50 mM, pH 8,0; NaCl 100mM). A seguir
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acrescentou-se 20 pL de Lisozima (5mg/mL) e incubou-se a 37°C por 30
minutos. Acrescentou-se 0,1 V do surfactante SDS a 10% e 10 pL da enzima
Proteinase K (10mg/mL) e incubou-se a 37°C por 15 minutos.

Na sequéncia acrescentou-se 1V de fenol hidratado e apods
centrifugacéo foi recuperada a fase aquosa. A esta fase adicionou-se 1V de
clorofane (fenol:cloroférmio, v/v) e novamente centrifugou-se e recuperou-se a
fase aquosa. Por fim adicionou-se 1V de cloroférmio, procedendo-se
novamente a centrifugacdo e recuperacdo da fase aquosa. Foi realizada a
precipitacdo das moléculas de acido nucléico, utilizando-se 0,1 V de NaCl 3M e
2V de etanol a 100%. A ressuspensao do pellet foi realizada em 197 uL de
Tampé&o R (Tris HCl 10 mM, pH 7,5 e EDTA a 1 mM ), acrescido de 3 pL de

RNAse.

4.2.3.2 Quantificagdo do DNA

A concentracdo do DNA extraido foi estimada por meio de
eletroforese em gel de agarose a 0,8% acrescido do corante brometo de etidio.
Foram aplicados no gel 2uL do DNA de cada amostra e 3uL de tampao 5X.
Como padrdes para a quantificacdo, foram utilizadas amostras de DNA com
concentracbes conhecidas (25, 50, 75, e 100 ng). Para a leitura da
quantificacdo do DNA utilizou-se um fotodocumentador de imagens acoplado a
uma fonte de luz ultravioleta (Biotech Image Master VDS modelo FTI-500, da

Amersham Pharmacia Biotech).
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4.2.3.3 Amplificacao do dna pela reacao de PCR

O DNA extraido e quantificado foi amplificado utilizando-se um par
de iniciadores, os oligonucleotideos 530 F (5 — TGA CTG ACT GAG TGC CG -
3)e 1492 R (5’ — TGA CTG ACT GAG AGC TCT ACC TTG TTA CGM YTT —
3’), utilizados para amplificar a regido do DNA responsavel pela sintese da
regido ribossomal 16S. As reacdes foram realizadas em microtubos de 0,2 mL,
aos quais foram adicionados 11,4 uL de agua Milli-Q, 3,0 pL de MgCl, (25 mM),
2,5 yL de mix de dNTPs (2,5 mM), 2,5 yL de Tampado 10X, 1,0 puL de
oligonucleotideos F (5 pmol), 1,0 pL de oligonucleotideos R (5 pmol), 0,6 de
Tag DNA Polimerase (2,5 U/uL) e 3,0 uL do DNA genémico extraido (10 ng/uL)
obtendo um volume final de 25 pL. Os tubos foram acondicionados em
termociclador Mastercycler Gradient da Eppendorf.

Foi utilizada para a reacao de PCR a seguinte programacao:

1- Etapa inicial de desnaturacdo: 4 minutos a 94°C;

2- Desnaturacao: 94°C por um minuto

3- Anelamento: 62°C por um minuto

4- Extensao 72°C por dois minutos

5- Repeticéo por 35 ciclos itens 2-4

6- 72°C por cinco minutos.

7- -4° C por infinito

Os produtos finais foram visualisados por meio de eletroforese em
gel de agarose a 1%, contendo brometo de etidio como corante. Nos pocos do
gel foram aplicados 5uL do produto da PCR mais 3uL de tampé&o 5X e como
padrao, foi utilizado DNA Ladder 1Kb. A leitura da amplificacdo do DNA foi

realizada por meio da intensidade de fluorescéncia em fotodocumentador.
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Posteriormente foi realizada a comparacao do peso molecular do fragmento

amplificado com o padrao utilizado.

4.2.3.4 Purificacao do produto amplificado

Foi realizada a purificacdo do produto amplificado, com o objetivo
de eliminar os produtos ndo incorporados na regido de amplificacdo. Foram
utilizadas duas enzimas a Exonuclease (EXO) e a fosfatase alcalina de
camardo (SAP). A reacdo se deu em microtubos de 0,2 mL, onde se
acrescentou 0,27 puL de EXO, 0,40 pL de SAP, 2,33 yL de éagua Milli-Q
esterilizada e 10 yL do produto da PCR, para um volume final de 13 pL. As
amostras foram acondicionadas em termociclador Mastercycler Gradient da
Eppendorf. O programa utilizado teve o seguinte perfil: 37°C por 30 minutos e
80°C por 15 minutos. Os produtos da PCR purificados foram novamente
visualisados por meio de eletroforese em gel de agarose a 1% contendo

brometo de etidio conforme descrito anteriormente.

4.2.3.5 Precipitacdo do produto da reacdo de sequenciamento

Adicionou-se 1L de acetato de amoénia e 40uL de etanol absoluto
ao produto de PCR de sequenciamento purificado. ApGs seguiu-se agitagcdo em
vortex. Incubou-se a mistura por 20 minutos a temperatura ambiente, envolta
em papel aluminio. A placa foi centrifugada em centrifuga refrigerada 5804R da
Eppendorf, o sobrenadante foi descartado, sendo adicionados 150 pL de etanol
70% ao pellet. Realizou-se nova centrifugacdo, sendo o0 sobrenadante

descartado. A placa foi centrifugada invertida por apenas um spin. O DNA foi
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ressuspenso em 10 pyL de tampao, a placa foi vedada e agitada em vortex, por
dois minutos. Em seguida, foi realizada mais uma centrifugacao por apenas um

spin.

4.2.3.6 Eletroforese de sequenciamento

A decodificacdo do fragmento amplificado foi realizada em
sequenciador automatico MegaBase 1000 — DNA Analysis System (Amersham
Biosciences — Pharmacia). A eletroforese capilar em gel de poliacrilamida foi
realizada com base na tecnologia padrédo do fabricante. Para condi¢cdes de
injecdo: 3 KV por 80 segundos; condi¢cdes de corrida: 6 KV por 200 minutos;
sob temperatura de 44°C. A incorporacdo de cada dideoxinucleotideo marcado
com um cromoforo na reacdo de sequenciamento ciclico foi lida pelo

sequenciador automatico pela captacao da fosforilagéo.

4.2.3.7 Edicao e alinhamento das sequéncias nucleotidicas

Apos o término do sequenciamento nucleotidico das amostras, as
sequéncias foram visualisadas por meio do programa Bio Edit e procedeu-se a
conferéncia e edigcédo visual entre as sequéncias por comparacdo ao padréo
apresentado no cromatograma de cada reacdo. A sequéncia foi analisada por

similaridade com as depositadas no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
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4.3 Resultados e discussao

4.3.1 Isolamento seletivo de bactérias epifiticas e endofiticas

Sao relativamente abundantes o0s estudos sobre macrofitas
aguaticas no que se refere a distribuicdo das espécies, sua abundancia,
densidade e biomassa, o que tem sido fundamental para revelar importantes
aspectos ecologicos que contribuem para sua sobrevivéncia nos mais variados
ecossistemas (ALLI, 1999; CAMARGO et al., 2003; PEDRALLI, 2003; VIANA,
2005, SPINDOLA, 2007). Entretanto sdo poucos os estudos sobre os
microrganismos associados a estas, em especificos aqueles envolvidos em
processos de biorremediacdo. As pesquisas neste sentido situam-se
principalmente no contexto dos microrganismos micorrizos (MARINS, 2008).

No presente estudo foram isoladas 71 col6nias de bactérias a partir
da macrdfita aquatica Eichornia crassipes (Figura 3-A) em meio seletivo. As
bactérias epifiticas cresceram em maior propor¢cdo do que as endofiticas: 42

epifiticas e 29 endofiticas (Figura 3-B).

Figura 3. (A) EICHORNIA crassipes; (B) bactéria endofitica
isolada da folha em meio seletivo.
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Em relacdo aos microrganismos epifiticos, a parte da planta que
mais apresentou isolados foi a raiz (Tabela 3). Obteve-se uma maior infeccéo
de endofiticos nas folhas (Tabela 4). Foram obtidos 26 isolados endofiticos a
partir das folhas, um a partir do caule e dois da raiz. Entre as bactérias
epifiticas, 14 foram isoladas da folha, duas do caule, trés do bulbo e 23 da raiz.
A técnica da diluicdo para o isolamento de bactérias epifiticas foi menos
eficiente, obtendo 12 isolados, enquanto que a do esfregaco permitiu o
isolamento de 30 cepas (Tabela 3).

Tabela 3- NUmero e indice de colonizacdo de bactérias epifiticas isoladas
da macrofita aquatica Eichornia crassipes

Origem Numero de bactérias Epifiticas indice de colonizacao
isoladas

Diluicéo Esfregaco Diluicao % Esfregaco
Folha 04 10 0,6 0,4 /cm?
Bulbo 0 03 0 0,1/cm?
Caule 0 02 0 0,07/cm®
Raiz 08 15 1,3 0,5/cm?
TOTAL 12 30 1,9 1,07/cm?

Tabela 4- Numero e frequéncia de isolamento de bactérias endofiticas
isoladas da macro6fita aquética Eichornia crassipes

Origem Numero de bactérias indice de colonizacdo %
Endofiticas isoladas

Folha 26 48,1

Bulbo - ’

Caule 01 1,8

Raiz 02 3,7

TOTAL 29 53,6

A principio, um nimero maior de bactérias foi isolado, sendo que,
nao permaneceram viaveis apOs repiques sucessivos em meio mineral
acrescido de petroleo.

O meio 2 (Tabela 1) mostrou-se mais eficiente para o isolamento

das bactérias, determinando um percentual de 78,9% das colbnias isoladas,
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obviamente por ser um meio mineral mais enriquecido, proporcionando maior
fonte de nutrientes para os organismos. Utilizando-se de meio seletivo,
contendo sacarose e 6leo arabe leve, Krespy et al. (2007) conseguiram fazer a
triagem e manutencdo de consorcios bacterianos isolados de sedimento de
mangue contaminado com hidrocarbonetos.

Em isolamentos seletivos, a presenca de microrganismos
autoctones adaptados as condi¢cdes especificas da area em estudo tem se
revelado significativa. Coneglian et al. (2006) destacam que o solo do
‘landfarming’ apresenta uma populagdo autéctone de microrganismos com
capacidade de degradar varios compostos presentes nos residuos estudados.
Jacques (2005a) isolou de solo de Landfarming um consoércio composto de seis
bactérias. Batista (2002) realizou isolamento seletivo a partir de amostras de
ambientes aquéticos e terrestres com histérico de contaminacao por petréleo e
derivados obtendo 192 microrganismos com caracteristicas morfolégicas
diferentes, dentre os quais 185 bactérias. Em estudos com amostras de
efluentes petroquimicos em Fortaleza, foi realizado o isolamento e a
identificacdo de trés géneros de bactérias autdctones (BARBOSA et al., 2007).

Diversos autores relatam o isolamento de microrganismos com
potencial de degradar hidrocarbonetos de petréleo a partir de ambientes
contaminados com hidrocarbonetos de petréleo (LEMOS & ARAUJO, 2002;
ABASSI & SHQUIRAT, 2007; COSTA et al.,, 2007; KREPSKY et al., 2003).
Luepromchai et al. (2007) descrevem que folhas de tamarindo e outras
leguminosas tem sido relatados por conterem varios microrganismos

degradadores de HPAs (Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos).
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Dentre as colbnias isoladas, varias apresentam caracteristicas

morfolégicas diferenciadas (Tabelas 5 e 6), havendo semelhancas entre as

linhagens endofiticas e epifiticas. Observa-se uma maior predominancia de

bacilos Gram negativos. Em ambientes com histérico de contamina¢cdo com

petréleo ou derivados, a maior frequéncia é de populacbes de bactérias Gram

negativas; possivelmente, essa é uma caracteristica das populacdes que

sobrevivem em ambientes inospitos (BICCA et al., 1999)

Tabela 5- Caracteristicas morfolégicas de culturas de bactérias epifiticas
isoladas da macrofita aguéatica Eichornia crassipes.

Cepa | Linhagem | Parte daplantada | Formadas Caracterisitcas da cultura Coloracéo
gual foi isolada Células Cor/consisténcia de Gram

01 EF2I1 Folha Bacilos Branco amarelada/cremosa -
pequenos

02 ER2I2 Raiz Bacilos Amarelo claro/cremosa -
pequenos

03 EF1I13 Folha Bacilos Branco amarelada/cremosa -

04 ER1I4 Raiz Bacilos Rosa claro/cremosa +

05 ER2I5 Raiz Cocos Branco amarelada/cremosa +

06 ER116 Raiz Diplococos Rosa claro/cremosa +

07 ER3I7 Raiz Bacilos Branco amarelada/cremosa -

08 ER3I8 Raiz Bacilos Amarelo claro/cremosa -
pequenos

09 ER3I19 Raiz Cocos Laranja claro/cremosa -

10 EF1110 Folha Bacilos Amarelo claro/cremosa -
peguenos

11 EF1111 Folha Bacilos Branco amarelada/cremosa -

12 ER1l112 Raiz Bacilos Branco amarelada/cremosa -
pequenos

13 ER2113 Raiz Cocos Branco amarelada/cremosa -

14 EB1I14 Bulbo Diplococos Amarelo escuro/cremosa +

15 ER2I115 Raiz Cocos Branco amarelada/cremosa -

16 EF2116 Folha Diplococos Creme amarelada/cremosa +

17 EB1117 Bulbo Bacilos Branco amarelada/cremosa -

18 ER2120 Raiz Bacilos Branco amarelada/cremosa -
pequenos

19 EF2121 Folha Bacilos Creme esbranqui¢ada/rugosa +
compridos

20 EF2122 Folha Bacilos Creme /rugosa +
compridos

21 ER1123 Raiz Bacilos Creme amarelada/cremosa -
pequenos

22 EF2124 Folha Bacilos Amarelo claro/rugosa -
peqguenos

23 ER1125 Raiz Bacilos finos | Amarelo escuro/rugosa -

24 ER1126 Raiz Diplococos Rosa claro/cremosa +

25 ER1127 Raiz Bacilos Creme amarelada/cremosa -

26 EF1129 Folha Bacilos Branco amarelada/cremosa -
peguenos

27 ER2I130 Raiz Bacilos Bege/cremosa -
pequenos

28 ER1133 Raiz Cocos Creme amarelada/cremosa -

29 EF1134 Folha Diplococos Bege claro/cremosa +
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30 ER1135 Raiz Cocos Branco amarelada/cremosa +
31 EF2136 Folha Bacilos Amarelo claro/rugosa -
32 EB1137 Bulbo Bacilos Branco amarelada/cremosa -
peguenos
33 ER1139 Raiz Bacilos Amarelo escuro/cremosa -
34 ER2140 Raiz Bacilos Amarelo/ cremosa +
35 ER2144 Raiz Bacilos Rosa claro/cremosa -
36 ER2145 Raiz Cocos Creme/cremosa -
37 EF1146 Folha Bacilos Bege amarelada/cremosa -
38 EC1147 Caule Cocos Amarelo claro/cremosa -
39 ER2148 Raiz Bacilos Creme -
esbranquicada/cremosa
40 EF1149 Folha Bacilos Creme amarelada/cremosa -
41 EF2152 Folha Bacilos Laranja escuro/cremosa +
compridos
42 EC1153 Caule Bacilos Rosa claro/cremosa +
Tabela 6- Caracteristicas morfolégicas de culturas de bactérias
endofiticas isoladas da macrofita aquatica Eichornia crassipes.
Cepa | Linhagem | Parte da plantada Forma das Caracterisitcas da cultura Coloracéo
qual foi isolada Células Cor/consisténcia de Gram
01 EF2118 Folha Bacilos Bege /cremosa -
02 EF2119 Folha Bacilo Bege /cremosa -
pequeno
03 EF2128 Folha Bacilo Bege /cremosa -
pequeno
04 EF2I38 Folha Bacilos Amarelo escuro /cremosa -
05 EC1141 Caule Bacilos Bege /cremosa -
06 EF1142 Folha Cocos Amarelo /cremosa -
07 EF1143 Folha Cocos Rosa claro /cremosa -
08 EF2I50 Folha Bacilos Amarelo claro/cremosa -
pequenos
09 ER2I51 Raiz Bacilos Bege /cremosa -
peguenos
10 EF1I31 Raiz Bacilos Amarelo/cremosa -
pequenos
11 EF1132 Folha Bacilos Branco amarelada/cremosa -
pequenos
12 EFK1 Folha Bacilos Creme amarelada/cremosa +
13 EFK2 Folha Bacilos Amarelo claro/cremosa +
14 EFK3 Folha Bacilos Amarelo claro/cremosa -
15 EFK4 Folha Cocos Brancoamarelada/cremosa -
16 EFK5 Folha Cocos Amarelo claro/cremosa +
17 EFK6 Folha Bacilos Bege claro/cremosa +
18 EFK7 Folha Bacilos Branco amarelada/cremosa +
19 EFK8 Folha Bacilos Bege claro/cremosa -
20 EFK9 Folha Bacilos Bege/cremosa -
pequenos
21 EFK10 Folha Cocos Amarela /cremosa +
22 EFK11 Folha Bacilos Amarelo claro/ cremosa +
23 EFK12 Folha Bacilos Amarelo claro/ cremosa +
24 EFK13 Folha Bacilos Bege claro/ cremosa -
25 EFK14 Folha Bacilos Bege claro/ cremosa -
26 EFK15 Folha Bacilos Amarelo Rosado/ cremosa -
27 EFK16 Folha Bacilos Amarelo claro/ cremosa -
28 EFK17 Folha Bacilos Bege /cremosa +
29 EFK18 Folha Bacilo Branco amarelada/rugosa -
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As colbnias predominantes apresentaram consisténcia cremosa e
coloracdo branco amarelada (Figura 4). Todas as col6nias foram purificadas

em meio LB, e preservadas em glicerol a 30% para estudos posteriores.

Figura 4- Col6nias de bactérias em meio Luria Bertani (LB).
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4.3.2 Caracterizacdo genética
4.3.2.1 Identificacéo

A técnica de identificacdo molecular utilizando a amplificacdo da
regido ribossomal 16S do DNA bacteriano (Figura 5) permitiu identificar 48
linhagens, havendo entre estas 32 possiveis espécies diferentes (Tabela 7). Os
géneros mais frequentes foram Acinetobacter sp., Bacillus sp., Pseudomonas
sp. e Stenotrophomonas sp.(Figura 6). Entre os isolados identificados o género
Acinetobacter sp. foi 0 mais representativo, com 16,7% de frequéncia (Figura

7).

Figura 5 - Perfil eletroforético em gel de agarose dos rDNA
amplificados de bactérias endofiticas e epifiticas isoladas de Eichornia
crassipes
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Tabela 7- Identificacdo preliminar de bactérias isoladas a partir da
Eichornia crassipes com base na identidade da sequéncia parcial do gene
16S rDNA

EPIFITICAS
Isolado Organismo mais Score | Valor | Identidade® | Acesso no
relacionado® 2 E® Genbank®
EF2I1 | Acinetobacter baumannii 488 | 7e-135 98% FJ550344.1
ER212 | Acinetobacter junii 542 | 4e-151 98% FJ392119.1
EF113 | Citrobacter farmeri 553 1le-153 95% AM937453.1
ER1l4 | Artrobacter sp 342 | 2e-90 74% AY641537.1
ER2I5 | Microbacterium 352 3e-94 99% FJ200403.1
laevaniformans
ER116 | Rhodococcus equi 502 3e-139 99% FJ468344.1
ER3I7 | Pseudomonas aeruginosa 95.1 le-17 100% FJ823152.1
ER3I19 | Pseudoxanthomonas sp 457 1le-125 99% EF219047.1
EF1111 | Pseudomonas sp. 241 7e-61 97% FJ013261.1
ER1112 | Acinetobacter Iwoffii 89.7 7e-16 100% FJ811876.1
EB1I14 | Sphingobacterium 583 2e-163 99% FJ459994.1
multivorum
ER2I15 | Klebsiella pneumoniae 482 3e-133 99% FJ232613.1
EF2116 | Rhodococcus sp. 342 4e-91 99% AY429711.1
EB1I17 | Sphingobacterium 645 0 99% FJ459994.1
multivorum
EF2I21 | Bacillus cereus 1104 0 98% EU741099.1
EF2122 | Bacillus cereus 610 le-171 98% EU400647.1
EF2124 | Bacillus sp. 475 4e-131 99% EU597103.1
ER1I25 | Stenotrophomonas 98.7 | 2e-16 85% AF390081.1
maltophilia
ER1I27 | Chryseobacterium sp 405 5e-110 98% AM988902.1
EF1129 | Uncultured Klebsiella sp. 396 3e-107 98% GQ418156.1
ER2130 | Klebsiella sp. 446 | 3e-122 99% FJ238518.1
EF2I36 | Acinetobacter sp. 571 9e-160 99% FJ755816.1
EB1I37 | Acinetobacter calcoaceticus | 980 0 98% FM210755.1
ER1I139 | Stenotrophomonas 542 4e-151 99% FJ418580.1
maltophilia
ER2I40 | Curtobacterium sp. 389 4e-105 99% FJ654468.1
ER2I44 | Pseudomonas citronellolis 343 2e-91 92% AF530072.1
ER2145 | Kluyvera ascorbata 403 2e-109 98% AM933755.1
EF1146 | Stenotrophomonas 1011 0 99% EU239149.1
maltophilia
EC1I47 | Acinetobacter sp. 520 le-144 99% FJ719330.1
ER2148 | Enterobacter sp. 1216 0 99% EU430751.1
EF1149 | Acinetobacter sp. 304 le-79 98% FJ755816.1
EF2I52 | Methylobacterium 374 8.6 92% CP001001.1
radiotolerans
EC1153 | Bacillus subtilis 886 0 98% DQ071266.1



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=221329402&dopt=GenBank&RID=W5FJ90B1012&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=221329402&dopt=GenBank&RID=W5FJ90B1012&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=40804452&dopt=GenBank&RID=W53R16M1016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=221329402&dopt=GenBank&RID=W5FJ90B1012&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=208436314&dopt=GenBank&RID=W5G2B5F5012&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=219881845&dopt=GenBank&RID=W5GGVS9Y016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=40804452&dopt=GenBank&RID=W53R16M1016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=146742924&dopt=GenBank&RID=W5GSS9YC016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=219551896&dopt=GenBank&RID=W71598EC012&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=40804452&dopt=GenBank&RID=W53R16M1016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=218750415&dopt=GenBank&RID=01R5K2NC014&log$=nucltop&blast_rank=5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=209483631&dopt=GenBank&RID=W53BYFRE014&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=40804452&dopt=GenBank&RID=W53R16M1016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=218750415&dopt=GenBank&RID=W541FEXN014&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=206581445&dopt=GenBank&RID=01PXCC2K014&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=166344095&dopt=GenBank&RID=W56YFMCV01R&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=183584989&dopt=GenBank&RID=W57BHC5P01R&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=183584989&dopt=GenBank&RID=W57BHC5P01R&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=224027411&dopt=GenBank&RID=W57V02BD01R&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=209483631&dopt=GenBank&RID=W5CG03PW01R&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=209483631&dopt=GenBank&RID=W5DDHN9T01R&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=224612150&dopt=GenBank&RID=W5EW2RR1012&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=205362334&dopt=GenBank&RID=W5HVF0YU012&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=205362334&dopt=GenBank&RID=W5HVF0YU012&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=224042451&dopt=GenBank&RID=W5MEKVKN016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=22324688&dopt=GenBank&RID=W5PVC5AP014&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=193227311&dopt=GenBank&RID=W5R7E7DG014&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=164710487&dopt=GenBank&RID=W5RKCF26016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=224612021&dopt=GenBank&RID=01Z38KM5014&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=169411984&dopt=GenBank&RID=W5S9EJVY012&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=224612150&dopt=GenBank&RID=W5SJCARR014&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=221329402&dopt=GenBank&RID=W5U87DT9016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=67773652&dopt=GenBank&RID=WMNRA49P015&log$=nucltop&blast_rank=1
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ENDOFITICAS

Isolado Organismo mais Score’ | Valor | Identidade® | Acesso no
relacionado® E° Genbank®

EF2118 | Citrobacter sp 77.0 4e-10 86% FM995511.1
EF2I19 | Stenotrophomonas 688 0 98% AJ131909.1

maltophilia
EF2128 | Stenotrophomonas sp. 111 2e-22 100% FJ748682.1
EF1I31 | Pantoea dispersa 433 le-131 99% FJ232613.1
EF1132 | Stenotrophomonas sp. 542 4e-151 98% FJ748674.1
EF2I38 | Pseudomonas sp. 554 0.001 76% EU285592.1
EC1I41 | Herbaspirillum sp 459 3e-126 99% FJ719355.1
EF1142 | Stenotrophomonas sp. 618 7e-174 99% FJ748674.1
EF1143 | Pseudomonas sp. 663 0 96% AF039488.1
EF2150 | Uncultured Klebsiella sp. 339 4e-90 97% GQ418156.1
ER2151 | Enterobacter sp. 477 1E-131 98% FJ596544.1
EFK4 | Alcaligenes sp. 289 2e-75 98% FJ842652.1
EFK5 | Bacillus sp. 1157 0 100% EF188283.1
EFK6 | Acinetobacter baumannii 589 3e-165 99% FJ550344.1
EFK7 | Uncultured Burkholderia 199 2e-48 97% EF600618.1
sp.

Andlise baseada na identidade de sequéncias do gene 16S rDNA com sequéncias do banco de
dados do Genbank.

1- Organismo mais relacionado: organismo que possui a sequéncia com a qual a sequéncia parcial do gene 16S
rDNA do isolado apresentou maior homologia.

2- Score: pontuagdo do alinhamento.
3- Valor E: probabilidade de se encontrar aleatoriamente o mesmo alinhamento entre duas sequéncias.
4- |dentidade: porcentagem de identidade entre a sequéncia do isolado e o organismo relacionado.

5-  Acesso no GenBank: nimero de acesso da sequéncia do organismo relacionado.

Adaptado de: MAGNANI, 2005

Alguns géneros foram exclusivos de epifiticos ou de endofiticos,

entretanto houve um significativo nimero de géneros encontrados nos dois

ambientes (Tabela 8).

Tabela 8- Géneros exclusivos e comuns das bactérias epifiticas e
endofiticas isoladas

Géneros exclusivos
epifiticos

Géneros exclusivos
endofiticos

Géneros comuns

01 | Artrobacter sp Pantoea dispersa Acinetobacter sp.

02 | Microbacterium sp. Herbaspirillum sp Citrobacter sp

03 | Rhodococcus sp. Alcaligenes sp. Pseudomonas sp.

04 | Pseudoxanthomonas sp | Uncultured Burkholderia sp. | Bacillus sp.

02 | Sphingobacterium sp. Klebsiella sp.

03 | Chryseobacterium sp. Stenotrophomonas sp.
04 | Curtobacterium sp. Enterobacter sp.

05 | Kluyvera sp

06 | Methylobacterium sp.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=221329402&dopt=GenBank&RID=W5U87DT9016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=4995826&dopt=GenBank&RID=W54NBSW1016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=224796320&dopt=GenBank&RID=W5C63HGB01R&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=209483631&dopt=GenBank&RID=W5DDHN9T01R&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=224796312&dopt=GenBank&RID=W5EK9FK8016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=221329402&dopt=GenBank&RID=W5U87DT9016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=224612046&dopt=GenBank&RID=W5MM8Y3W012&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=224796312&dopt=GenBank&RID=W5MUG87X014&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=3617839&dopt=GenBank&RID=XVVS4JK601R&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=209483631&dopt=GenBank&RID=W5SWBYCC014&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=225055658&dopt=GenBank&RID=WMNF6YTD015&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=226441449&dopt=GenBank&RID=03KUPZ8C012&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=122831042&dopt=GenBank&RID=03M52SB3014&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=221329402&dopt=GenBank&RID=W5U87DT9016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=40804452&dopt=GenBank&RID=W53R16M1016&log$=nucltop&blast_rank=1
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Figura 6- Géneros de bactérias isoladas da macrofita Eichornia
crassipes identificadas por técnicas moleculares
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Figura 7- FreqUéncia dos quatro géneros mais

bactérias identificadas

1 Acinetobacter sp.
2 Pseudomonas sp.
3 Bacillus sp.
m 4 Stenotrophomonas sp.

5 Outros géneros

representativos de
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4.3.2.2 Principais géneros de bactérias isolados: relacdo e importancia

com processos de biorremediagéo

4.3.2.2.1 Acinetobacter sp.

O género Acinetobacter sp. foi o mais representativo com 16,7%,
principalmente entre os epifiticos. Como endofito apareceu apenas uma vez,
tendo 99% de similaridade com sequéncias da regido do
DNA ribossomal 16S da espécie Acinetobacter baumannii. Esse género, entre
os epifitos, apresentou o mesmo indice de similaridade com varias espécies de
Acinetobacter, aparecendo com maior frequéncia Acinetobacter baumannii
(98%), Acinetobacter junii (98%), Acinetobacter iwoffii (100%) e Acinetobacter
calcoaceticus (98%) (Tabela 5).

Esse género é bastante heterogéneo, sendo encontrado no solo,
agua e organismos vivos. Uma importante caracteristica de muitas linhagens
desse género é a capacidade de utilizar uma grande variedade de compostos
como fonte de carbono e energia e de crescimento em meios relativamente
simples (ABDEL-EL-HALEEM, 2003).

Vérios estudos tém destacado o potencial degradador de bactérias
do género Acinetobacter sp. Roque & Melo (2000) realizando isolamentos a
partir de solos com histérico de contaminacdo pelo herbicida Diuron,
comprovaram a acdo degradadora da espécie Acinetobacter baumannii no
referido herbicida. Smith-Greiner & Adkins (1996) demonstraram que a bactéria
Acinetobacter baumannii possui capacidade para crescer e utilizar o herbicida
diclofopmethyl como fonte de carbono e energia. Em estudo sobre degradacéo

de compostos fendlicos, isolou-se esse género a partir de lodo de lagoa de
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decantacdo de Estacdo de Tratamento de efluentes de Usina de AcuUcar e
alcool, comprovando-se também seu potencial degradador (SANTOS, 2007).

Apresenta  importante  desempenho na  produgédo de
biossurfactantes (DESAI & BANAT, 1997; NITSCHKE & PASTORE, 2002;
COLLA & COSTA, 2003; MATSUURA, 2004; JACQUES, 2005a; PIROLLO,
2006; BARBOSA, CAMINHA & PAZ, 2007; DIAS, 2007; MEIRA, 2007). Como a
producdo de surfactantes € fundamental para a biodegradacdo de compostos
lipidicos, verificamos a importdncia deste género para processos de
biorremediacdo de ambientes contaminados com petroleo e seus derivados.
Como degradadores de hidrocarbonetos de petréleo, destacam-se os estudos
realizados por Leahy & Colwell (1990), Al-Hadhrami et al. (1995),
Venkateswaram e Harayama (1995), Cravo Jr. (1998), Hanson et al. (1997),
Del’Arco (1999), Maciel (2003), Silva (2007).

O género Acinetobacter sp. apresenta-se como um importante
degradador dos hidrocarbonetos naftaleno, fenantreno, antraceno, fluoranteno,

pireno e criseno (SILVA, 2007).

4.3.2.2.2 Pseudomonas sp.

O género Pseudomonas sp foi isolado como endofito e como
epifito. Como este Ultimo, apresentou indice de similaridade de 100% com a
espécie Pseudomonas aeruginosa. Outro isolado apresentou indice de 92%
com Pseudomonas citronelollis. Como endofitico ndo foi possivel classificar em
nivel de espécie.

Este género inclui uma variedade de espécies com ampla

diversidade metabdlica. A maioria dos membros do género Pseudomonas sp.
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encontra-se no solo e agua e tem grande capacidade de crescimento em
ambientes com condigbes extremas, utilizando diferentes fontes de carbono.
Os registros mostram seu frequente isolamento de ambientes contaminados
com hidrocarbonetos de petroleo (OLIVEIRA, 2001). Ja foi isolado de solos
com altos niveis de hidrocarbonetos policiclicos arométicos e teve seu
potencial de degradacdo destes compostos comprovados por varias pesquisas
(BENINCASA et al, 2002; MUTNURI et al, 2005; JACQUES, 2005a;
JACQUES et al., 2005b).

Oliveira (2001) realizou estudo com consoércio microbiano, incluindo
Pseudomonas sp. obtendo sucesso nos processos de degradacdo de
hidrocarbonetos lineares e policiclicos aromaticos.

Se destaca como degradador dos hidrocarbonetos naftaleno,
acenafteno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno, criseno, benzo (a)
antraceno, dibenzo (a,h) antraceno (SILVA, 2007). Mariano (2006) relata que
estudos com Pseudomonas putida identificaram vias metabdlicas dedicadas
aos componentes benzeno, tolueno e p-xileno.

Destaca-se ainda como produtor de  biossurfactantes,
principalmente ramnolipideos, com énfase para Pseudomonas aeruginosa
(DESAI & BANAT, 1997; ZHANG et al.,1997; KOSARIC,2001; SANTA ANNA et
al.,, 2002; MATSUURA, 2004). O estudo de Pirdllo (2006) demonstrou a
capacidade de Pseudomonas aeruginosa se desenvolver e produzir

biossurfactante em querosene, 6leo diesel, petréleo e borra oleosa.
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4.3.2.2.3 Bacillus sp.

Bacillus sp. € um dos géneros mais frequentes, tanto como
epifiticos quanto como endofiticos. Dois isolados epifiticos puderam ser
classificados em nivel de espécie como Bacillus cereus, com 98% de
similaridade e um como Bacillus subtillis também com 98% de similaridade.

Organismos deste género também sdo descritos por diversos
autores como importantes degradadores de diversos compostos toxicos.
Santos (2007) descreve que linhagens microbianas, entre as quais se inclui o
género Bacillus, cresceram em meio contendo acido tanico e acido galico,
sendo capazes de degradar ainda compostos fendlicos naturais como catecol
ou catequina. Silva (2007) apresenta a atuacdo do Bacillus cereus como
degradador do hidrocarboneto naftaleno. Destaca ainda o género como
degradador de fenantreno, criseno e benzo (a) antraceno. As espécies Bacillus
subtillis e Bacillus llicheniformis destacam-se como promissores produtores de
biossurfactantes, como a surfactina, um excelente redutor de tenséo superficial
da dgua (DESAI & BANAT, 1997; MATSUURA, 2004)

Jacques (2005a) isolou de solo de Landfarming consorcio
microbiano, do qual fazia parte a espécie Bacillus cereus. Este consorcio
demonstrou alta eficiéncia na degradacédo de hidrocarbonetos de petréleo no
solo.

Moran et al. (2000) destacam que algumas vezes a degradacédo de
hidrocarbonetos complexos deve-se a adicdo de biossurfactantes produzidos

por este género.
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4.3.2.2.4 Stenotrophomonas sp.

Stenotrophomonas sp foi isolada neste estudo com predominancia
entre os endofiticos. Varios estudos relatam sua presenca como endofiticos
(VEGA et al., 2005; TEIXEIRA, 2004, LACAVA, 2007). Foi possivel em alguns
isolados, com indices de similaridade entre 85% e 99%, identificar a espécie
Stenotrophomonas maltophilia..

Tem sido relatada a acdo do género Stenotrophomonas sp. ha
degradacdo de compostos policiclicos aromatico (JACQUES, BENTO &
CAMARGO, 2007). BOONCHAN et al. (2000) com o objetivo de avaliar a
degradacdo e a mineralizacdo de HAPs pela bactéria Stenotrophomonas
maltophilia, pelo fungo Penicillium janthinellum e pelo consércio resultante da
inoculacdo conjunta destes dois microrganismos demonstrou que em presenca
de benzo(a)pireno, nenhum cresceu isoladamente. Entretanto como consércio
houve crescimento de ambos e degradacao de 59% do HAP no meio de cultura

mineral, assim como mineralizacdo dos compostos.

4.3.2.2.5 Outros géneros identificados

Linhagens epifiticas e endofiticas apresentaram indice de
similaridade de 97% a 99% com uma espécie do género Klebsiella, o qual
aparece em alguns estudos sobre biodegradacdo. A espécie identificada
Klebsiella pneumoniae, € descrita como 0 mais importante membro do género
e tem grande importancia médica. A espécie mais relatada em trabalhos sobre
biorremediacéo € Klebsiella cepacia (MARIANO, 2006), entretanto encontra-se
referéncias sobre Klebsiella pneumoniae em trabalhos como o de Martins et al.

(2007) que apresenta um estudo sobre selegdo de microrganismos
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degradadores do herbicida S-Metolachlor. O género Klebsiella também foi
encontrado em isolamento feito a partir de efluentes de usina de acucar
(SANTOS, 2007).

Outros dois géneros também foram encontrados tanto em
linhagens epifiticas quanto endofiticas: Citrobacter e Enterobacter, ambos
pertencentes a familia Enterobacteriaceae. Santos (2007) descreve espécies
do género Enterobacter como degradadores de taninos. Estudos também
comprovam a producdo de biossurfactantes por este género (COLLA &
COSTA, 2003). O género Citrobacter é citado entre os géneros isolados de
bagaco de cana e seu percolado e utilizados para a degradacédo de residuos
sélidos agricolas (SILVA, 2008).

Géneros exclusivos dos endofiticos: Pantoea, Alcaligenes,
Burkholderia, destacam-se em estudos sobre processos de biorremediacédo. O
género Pantoea é descrito em artigo sobre bactérias utilizadas no tratamento
de efluentes de indastria de laticinios, mais especificamente Pantoea
agglomerans (LAGUILIO et al.,, 2002), espécie que também se destaca na
producdo de biossurfactantes (MATSUURA, 2004). Na presente pesquisa
apresentou 99% de similaridade com a espécie Pantoea dispersa, capaz de
desintoxicar o principio téxico e o fator de patogenicidade do patégeno de
plantas Xanthomonas albilineans, as albicidinas (ROSA JR. & SOUZA, 2007).
Foi isolada uma espécie do género Alcaligenes, a Alcaligenes faecalis,
degradadora de fenol, em solo da Amazonia (BASTOS et al., 2002). Também
ha registros deste género com crescimento siginificativo em naftaleno e
antraceno (ASHOK et al., 1995). Em relacdo ao género Burkholderia vérios

registros apontam seu potencial para uso na biorremediagéo (VIEIRA et al.,
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2006; SILVA, 2007 ). Nao foram encontrados registros de estudos com o
género Herbaspirillum como potencial agente biorremediador.

Dentre os géneros encontrados apenas entre os epifiticos neste
estudo, destacam-se Artrobacter, Microbacterium., Rhodococcus.
Pseudoxanthomonas e Methylobacterium.

As bactérias do género Arthrobacter sdo habitantes comuns do
solo, exercendo varias func¢des importantes na area da remocéo de produtos
quimicos. Em estudo recente descobriu-se que varias espécies de Arthrobacter
podem reduzir o cromio hexavalente, substancia extremamente toxica para o
ambiente e para o ser humano (QUINTELAS, 2007). E produtor de um
biossurfactante do tipo glicolipideo (MATSUURA, 2004). Procopio et al (2008)
descreve ainda a producdo do surfactante artrofactina, da classe dos
lipopeptideos, pela espécie Arthrobacter oxydans. Este surfactante apresenta
importante potencial para a recuperacdo de ambientes contaminados por
petréleo, entre outras aplicacoes.

Bactérias  degradadoras de  hidrocarbonetos  aromaticos
pertencentes ao género Microbacterium foram isoladas em estudos anteriores
como o de Jacques (2005a). Este autor destaca que o envolvimento das
bactérias do género Microbacterium pode ser evidenciada pelas novas
espécies identificadas denominadas de M. oleivoram e M. oxydans.

A producdo de biossurfactantes por duas espécies do género
Rhodococcus, Rhodococcus rubber e Rhodococcus erythropolis foi avaliada
por Bicca, Fleck & Ayub (1999). Este trabalho demonstrou promissor potencial

das cepas para uso em processos de biorremediagdo. A espécie Rhodococcus
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equi demonstrou capacidade de degradar o herbicida hexazinona (MOSTAFA
& HELLING, 2003).

Nakatani et al. (2008) isolaram da rizosfera de plantas de
ocorréncia espontanea em solo de sistema de “landfarming” de residuos
petroquimicos, bactérias degradadoras de antraceno que apresentaram relacao
filogenética com os géneros Streptomyces, Nocardioides, Arthrobacter,
Pseudoxanthomonas e com géneros ndo identificados das familias
Cellulomonadaceae, Xanthomonadaceae e Rhodobacteraceae.

Bactérias degradadoras de sulfentrazona foram identificadas, entre
outras espécies, como Methylobacterium radiotolerans (MARTINEZ, 2006).
Mostafa & Helling (2003) demonstraram que as linhagens Methylobacterium
organophilum e Methylobacterium radiotolerans apresentaram capacidade de

degradar o herbicida tebutiuron.
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4.4 Conclusbes

O isolamento de bactérias associadas a plantas coletadas em regiées com
histérico de contaminacdo € uma importante técnica para obtencdo de

microrganismos com capacidade para biorremediacao;

Os meétodos utilizados para o isolamento seletivo de bactérias com
potencial de degradacdo de hidrocarbonetos de petréleo mostraram-se
eficientes, considerando o nimero de linhagens bacterianas isoladas e a
relacdo entre os principais géneros identificados com processos de

biorremediacéao;

A comparacédo das sequéncias obtidas com as sequéncias depositadas no
Gen Bank permitiu fazer inferéncias sobre as possiveis espécies isoladas.
Assim, entre as 71 coldnias de bactérias isoladas, foram identificados de
forma preliminar 20 géneros diferentes, sendo sete comuns a endofiticos e

epifiticos.
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CAPITULO V

AVALIACAO DA ATIVIDADE DE EMULSIFICACAO E DO
CRESCIMENTO CELULAR EM BACTERIAS ISOLADAS DE
EICHORNIA CRASSIPES NA AMAZONIA
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RESUMO

No processo de biodegradacdo de hidrocarbonetos de petréleo
existe uma relacdo direta entre a degradacéo destes compostos e a producao
de biossurfactantes. Estas moléculas tém despertado grande interesse
comercial pelo menor custo e maior eficiéncia do que os surfactantes sintéticos.
Na obtencdo de microrganismos com capacidade para modificar ou decompor
determinada substancia, torna-se importante avaliar o crescimento do
organismo em meio seletivo, pois este crescimento indica o consumo do
substrato ou sua alteracdo para compostos secundarios, com possivel
producdo de biossurfactantes. Os compostos secundarios podem apresentar
em alguns casos caracteristicas mais toéxicas do que os compostos originais.
Neste estudo foi verificado o potencial para a produgéo de biossurfactantes por
meio da avaliacdo da atividade de emulsificacdo em cepas bacterianas
isoladas em meio seletivo a partir da macrofita aguatica amazonica Eichornia
crassipes e selecionadas aquelas com maior potencial. O crescimento de
cepas foi avaliado em meio mineral com mistura de hidrocarbonetos e em meio
mineral com petréleo bruto. O indice de toxicidade foi avaliado nos extratos dos
meios com mistura de hidrocarbonetos das cinco cepas que apresentaram
melhor crescimento. No meio com petréleo bruto verificou-se melhor
crescimento bacteriano, destacando-se a cepa Stenotrophomonas sp. que
atingiu cerca de 13,4x10° UFCs/mL. O crescimento bacteriano nos meios
utilizados indicou a degradacao dos hidrocarbonetos de petréleo, considerando
gue estes eram a Unica fonte de carbono. As cepas que demonstraram
melhores resultados foram Stenotrophomonas sp., Uncultured Klebsiella sp.,
Enterobacter sp., Methylobacterium radiotolerans e Acinetobacter baumannii.
Destacaram-se na producdo de biossurfactantes as cepas Stenotrophomonas
sp e Methylobacterium radiotolerans, com melhores resultados no meio com
petréleo. Os indices de toxicidade mostraram melhores resultados nos extratos
do crescimento bacteriano em comparacdo aos extratos controles. Assim,
considera-se que as cepas estudadas apresentam importante potencial como
produtoras de biossurfactantes e para uso em processos de biorremediacao.

Palavras-chave: toxicidade, biorremediacao, petréleo
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ABSTRACT

In the hydrocarbon oil biodegradation there is a direct relationship
between the degradation of these compounds and the production of
biossurfactantes. These molecules have attracted much commercial interest at
the lower cost and higher efficiency than the synthetic surfactants. To obtain
microorganisms with the ability to modify or decompose a substance, it is
important to assess the growth of the organism in selective medium, as this
indicates the consumption of the substrate or the change for secondary
compounds, with possible production of biossurfactantes. The secondary
compounds may have characteristics in some cases more toxic than the original
compound. This study verified the potential to produce biossurfactantes by the
emulsification activity on selective medium with bacteria isolated from Eichornia
crassipes and selected those with the greatest potential. The strains growth was
assessed on mineral culture media, added with hydrocarbons and added with
crude oil. The rate of toxicity was evaluated in extracts with mixture of
hydrocarbon resources with the strains that showed the best growth. With crude
oil in the middle there was better bacterial growth, especially the strain
Stenotrophomonas sp. reaching around 13.4 x106 UFCs / mL. The methods
used in bacterial growth indicated the degradation of petroleum hydrocarbons,
whereas they were the sole source of carbon. The strains that showed better
results were Stenotrophomonas sp., Uncultured Klebsiella sp., Enterobacter
sp., Methylobacterium radiotolerans and Acinetobacter baumannii. The strains
Stenotrophomonas sp and Methylobacterium radiotolerans stood out in the
surfactants production with better results in the medium with oil. The indices of
toxicity showed better results in extracts of bacterial growth compared to control
extracts. Thus, it is considered that the strains studied have significant potential
as producers of biossurfactantes and for use in bioremediation processes.

Key words: toxicity, bioremediation, oll
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5.1 Introducéo

Compostos com propriedades surfactantes/ emulsificantes, com
acado intra ou extracelular sdo sintetizados por uma grande variedade de
organismos vivos, sendo denominados biossurfactantes quando produzidos por
microrganismos (BENTO et al., 2008). Estdo diretamente envolvidos na
remocao de petréleo e derivados do ambiente, sendo produzidos por diferentes
linhagens de fungos e bactérias (BICCA et al., 1999).

Silva et al. (2003b) destacam que o0s biossurfactantes sé&o
produzidos, majoritariamente, por bactérias aerdbias em meio de cultura liquida
e possuem atividade intra ou extracelular. Afirmam ainda que devido as
propriedades fisico-quimicas, o0s biossurfactantes sdo melhores que o0s
surfactantes sintéticos para aplicacdo na industria de petroleo, pois o0s
sintéticos, disponiveis no mercado, podem levar a deplecédo da vida, trazendo
perdas na biodiversidade e caracteristicas fisico-quimicas ambientais. Assim,
os biossurfactantes tém sido reconhecidos como substitutos parciais ou totais
dos surfactantes sintéticos, sendo considerados com caracteristicas superiores
aos sintéticos na industria petrolifera e de oOleos (ROCHA et al.,, 1992;
MULLIGAN, 2005).

A busca de cepas bacterianas produtoras de surfactantes visa o
emprego potencial destas substancias em alimentos e industrias téxteis,
restauracdo ambiental e recuperacdo de 6leos em pocos de petréleo, solo e
sedimento (SILVA et al., 2003b). O potencial de aplicacdo dos biossurfactantes
baseia-se em suas propriedades funcionais, que incluem emulsificagdo, de-
mulsificagdo, separacéo, solubilizacdo e reducéo da tenséo superficial (COLLA

& COSTA, 2003). Essas propriedades sdo aplicadas na agricultura, na
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construgdo civil, em industrias de alimentos, papel, metal, téxteis e
farmacéuticas, apresentando seu maior potencial de aplicagdo na induastria
petrolifera, principalmente na limpeza de tanques, na recuperacdo melhorada
de petréleo e em casos de biorremedia¢do, como em derramamentos de 6leos
em ecossistemas aquaticos (COLLA & COSTA, 2003).

Surfactantes sdo moléculas anfipaticas com uma parte hidrofilica e
outra hidrofébica, sendo capazes de formar diversas estruturas tais como
micelas, vesiculas esféricas ou irregulares, estruturas lamelares, entre outras
(COLLA & COSTA, 2003).

Batista (2002) afirma que os surfactantes microbianos s&o
moléculas complexas e compreendem compostos de uma grande variedade de
classes quimicas, incluindo os peptideos, é&cidos graxos, fosfolipideos,
glicolipideos e lipopeptideos (Tabela 6).

Bento et al. (2008) destacam que Vvarias espécies de
microrganismos sdo reconhecidas por produzirem varios tipos de
biossurfactantes. Citam alguns disponiveis comercialmente: surfactina,
produzida pelo Bacillus subtilis, o emulsan produzido pelo Acinetobacter
calcoaceticus RAG1, e um ramnolipidio produzido por Pseudomonas

aeruginosa.
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Tabela 1 Tipos de biossurfactantes produzidos por microrganismos

BIOSSURFACTANTE

MICRORGANISMO

GLICOLIPIDIOS

Micolatos de Trealose

Rhodococcus erytropolis
Arthrobacter paraffineus
Mycobacterium phlei

Esteres de trealose

Mycobacterium fortitum
Micromonospora sp.
Mycobacterium
paraffinicum
Rhodococcus erytropolis

Micolados de mono-di e

trissacaridios

Corynebacterium
diptheriae

Mycobacterium smegmatis
Arthrobacter sp.

Raminolipidios

Soforolipidios

Pseudomonas sp.
Torulopsis bombicola

Torulopsis petrophilum
Candida sp.

EOSFOLIP[DIOS E
ACIDOS GRAXOS

Fosfolipidios e acidos
Graxos

Candida sp.
Corynebacterium sp.
Micrococcus sp.
Acinetobacter sp.

Acidos graxos

Thiobacillus thiooxidans
Aspergillus sp.

LIPOPEPTIDIOS

Lipopeptidios e
lipoproteinas

Bacillus brevis

Bacillus polymyxa
Pseudomonas rubescens
Thiobacillus thiooxidans

Surfactina

Bacillus subtilis
Bacilus licheniformis

POLIMERICOS

Lipopolissacaridios

Acinetobacter
calcoaceticus RAG-1

Heteropolissacaridios

Acinetobacter
calcoaceticus Al

Fonte: Adaptado de ANNA (2000) apud COLLA & COSTA (2003)

Pela grande variedade de aplicacbes dos biossurfactantes, pelo

reconhecido potencial industrial e inimeras aplicagfes biotecnoldgicas, tem-se

nesta area de investigacdo, um desafio relacionado a prospeccéo de espécies

produtoras, assim como dos métodos de andlise, extracdo, purificacdo e

otimizacao desta producéo.
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O crescimento bacteriano em meio mineral com hidrocarbonetos de
petrdleo apresenta relacdo direta com a degradacéo destes compostos e com a
producdo de biossurfactantes. Apesar de bactérias se desenvolverem bem em
meios solidos, os estudos de crescimento sdo feitos essencialmente em meios
liguidos. Nestes estudos é possivel avaliar se um meio ou 0S compostos
presentes neles sdo favoraveis ao crescimento de determinada cepa, como
realizou Vanzo et al. (2001) em pesquisas com as cepas P. aeruginosa e S.
aureos.

Outro aspecto a se considerar é a toxicidade dos produtos e/ou
subprodutos do meio, ja existentes ou até mesmo gerados pelas bactérias
inoculadas. A toxicidade € a resposta biol6gica de um organismo quando
exposto a um agente estressante, potencialmente toxico, em determinadas
concentracdes e durante certos periodos de tempo. Dias (2007) descreve que
os testes de toxicidade, tém como objetivo avaliar propriedades toxicas destas
substancias em determinado grupo ou quantidade de organismos. Destaca
ainda o teste de toxicidade aguda que avalia respostas severas e rapidas de
um organismo vivo frente a determinada substancia, sendo avaliada num
intervalo que varia de 0 a 96 horas.

Schvartsman (1991) ressalta que a exposicdo a um agente téxico
pode ser aguda, quando a dose letal do toxico € liberada em um Unico evento e
rapidamente absorvida, ou crbnica, quando o agente téxico é liberado em
eventos periodicamente repetidos, em doses subletais, durante um periodo de
tempo. O objetivo dos testes de toxicidade € determinar a Concentracdo Letal
Média (CL50), isto é, aquela em que metade dos individuos morre depois de

determinado tempo de exposi¢cdo ao agente toxico (FERREIRA, 2003).
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O uso de espécies com crescimento rapido e baixa reserva de
energia, como sementes de alface é o procedimento recomendado devido ao
fato de poder-se avaliar a germinacdo e/ou crescimento radicular em curto
espaco de tempo (DUTKA,1989).

Diante do exposto, este estudo teve o objetivo verificar a producao
de biossurfactantes por cepas bacterianas selecionadas de linhagens isoladas
da macrofita aquatica Eichornia crassipes e avaliar a cinética de crescimento
de bactérias degradadoras em meio liquido suplementado com petréleo bruto e
mistura de hidrocarbonetos. Realizou-se ainda teste de toxicidade em extratos

bacterianos.
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5.2 Material e métodos

5.2.1 Microrganismos

Foram inicialmente utilizadas neste estudo, 71 cepas bacterianas,
endofiticas e epifiticas, isoladas da macrdéfita aquatica amazbnica Eichornia
crassipes coletada em ambiente com historico de contaminagao por residuos
de petréleo. As nove linhagens selecionadas para os testes de producdo de
biossurfactantes foram identificadas por meio da regido do DNA ribossomal
16S no laboratério de Genética de microrganismos (LAGEM) da Universidade
Federal do Amazonas como: Stenotrophomonas maltophilia,
Stenotrophomonas sp, Uncultured Klebsiella sp., Enterobacter sp, Pantoea sp,
Acinetobacter baumannii, Methylobacterium radiotolerans e Bacillus subtilis.

Estas cepas estao preservadas em glicerol a 30% a 4° C.

5.2.2 Selecdo das bactérias para avaliacdo da producdo de
biossurfactantes e crescimento celular

A selecdo inicial das bactérias para a etapa de avaliacdo da
produgéo de biossurfactantes e crescimento celular se deu a partir de ensaio
que permitiu destacar as que apresentavam uma melhor eficiéncia de
degradagéo.

Foram cultivadas 71 bactérias em 20 mL de meio mineral acrescido
de 100 pL de petréleo de Urucu (Tabela 2) em tubos de falcon de 50 mL.
Foram utilizados como controle frascos contendo o mesmo meio com o

petréleo, porém sem bactérias e frascos contendo meio mineral e bactéria, mas
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sem petréleo. Os frascos ficaram incubados a 30° C em agitador rotatorio a 120
rpm para conferir aeragcao adequada, por um periodo de nove dias.

Bactérias que turvaram o meio com mais intensidade e menor
tempo, foram selecionadas para o teste do colapso da gota de Oleo que

determinou as nove melhores cepas para 0s experimentos seguintes.

Tabela 2- Meio minimo de sais acrescido de petréleo 2

Componentes Quantidade/L
Tris(hidroximetil) aminometano (0,1 M) 12,10 g
NaCl 23,00 g
KCI 0,759
CaCl2.2H20 1,47 g
MgCI2.6H20 50849
MgS04.7H20 6,16 g
NH4CI 3,749
Solucéo de Sulfato de Ferro (1 g/l) 2,00 mL
Solucéo de Fosfato de Saédio (0,1 M) 4,00 mL
Petréleo (Urucu) 5mL
Agua destilada 1000 mL
Fungicida 2mL
PH 7,30 pH

Fonte: RAMBELOARISOA et al. (1984).

5.2.3 Pré-in6culo e fase de adaptacao

Foram selecionadas 40 linhagens na etapa anterior. Estas
linhagens foram cultivadas em tubos de ensaio contendo meio Luria Bertani
(Peptona bacteriologica, NacCl, extrato de levedura) a 30° C, sob agitacdo de
120 rpm, por 24 horas, resultando em coldnias de cerca de 2x10® que foram
utilizadas como pré-indculo. Em erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de
meio mineral acrescido de 0,5 mL de petroleo de Urucu foram adicionados 0,3

mL do indculo padréo e deixados a 30° C sob agitacdo de 120 rpm por mais 24

2 Com excecdo do Petroleo, o meio foi autoclavado antes das inoculagdes. A esterilizacdo do
Petréleo foi feita em filtro millipore 2,2 pum.
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horas. Apds esse periodo os in6culos foram plaqueados em meio mineral
sélido acrescido de petréleo e incubados a 30° C por 24 horas. Coldnias destas

placas foram utilizadas para produzir um inoculo de cerca de 10 UFC/mL.

5.2.4 Teste qualitativo do colapso da gota de Gleo

O potencial das linhagens em utilizar o petréleo como fonte de
carbono e produzirem biossurfactantes foi previamente verificado por meio do
teste qualitativo do colapso da gota de 6leo (BODOUR & MILLER-MAIER,
1998) com adaptacdes. Este teste permitiu a selecdo das bactérias utilizadas
neste trabalho. O teste foi realizado em placas multipo¢cos contendo 2 mL de
meio mineral, 1 pl do inoculo e uma gota de petréleo de Urucu. O teste com
cada bactéria foi realizado em triplicata fotografado nos tempo zero e apos sete
dias. O resultado foi considerado positivo quando houve a formacdo de
microemulsdes na gota de petréleo, avaliadas pela comparacdo com 0S pogos

em que foi inoculado 1 pl de agua deionizada utilizada como controle negativo.

5.2.5 Producéao de biossurfactantes

Nove cepas bacterianas selecionadas apés o teste do colapso da
gota foram cultivadas em 100 mL de meio mineral acrescido de petréleo de
Urucu (Tabela 2) em erlenmeyers de 250 mL. Foram utilizados como controles
frascos contendo 0 mesmo meio com o petréleo, porém sem bactérias e
frascos contendo meio mineral e bactéria, mas sem petréleo. Os frascos
ficaram incubados a 30° C em agitador rotatorio a 120 rpm para conferir

aeracdo adequada, por um periodo de nove dias. O pH inicial e final de cada
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amostra foi aferido para verificar se houve interferéncia neste parametro
quimico.

Em um segundo experimento as mesmas linhagens foram
incubadas nas mesmas condi¢des do experimento anterior, com 0 mesmo meio
mineral porém sem o petréleo e acrescido dos hidrocarbonetos: tetradecano,
tridecano, fenildecano, hexadeceno, pireno, benzo-a-pireno, fenantreno e

naftaleno, cada um na concentracao de 0,005%.

5.2.6 Avaliagdo do crescimento celular

Foi avaliado o crescimento celular de cada cepa tanto no meio com
petroleo de urucu quanto no meio com os hidrocarbonetos padrées, por meio
da estimativa do numero de células vidveis ou unidades formadoras de
colénias (UFCs), utilizando-se a técnica spread plate ou espalhamento em
placas. Foram coletadas aliquotas de 0,1 mL de cada amostra, em intervalos
de 12 horas até o total de 204 horas. A partir destas aliquotas foram feitas
diluicdes da ordem 1/10 até a diluicdo 10* em 0,9 mL do mesmo meio mineral
sem o petroleo e espalhadas em placas de Petri contendo meio LB. As placas
foram incubadas a 30° C por 24 horas para contagem das colénias. S6 foram

contadas as placas com colonias visivelmente individualizadas.

5.2.7 Avaliagdo da atividade de emulsificagéo

A producdo de surfactantes foi avaliada a partir da analise da
atividade de emulsificacdo agua em oleo (A/O) e 6leo em agua (O/A). Foram
realizados experimentos com os meios de cultura utilizados para o crescimento

das bactérias no item 2.2.3. ApOs periodo de incubacéo, foram retiradas
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aliguotas do meio, ap0s centrifugacdo, para verificacdo da capacidade de
emulsdo de cada bactéria. Para cada 3,5 mL das culturas, foram adicionados
3,5 mL de tolueno (experimento 1) e petréleo de urucu (experimento 2) em
tubos de ensaio que foram agitados durante 2 minutos em vortex e deixados 24
horas em repouso. Apds esse periodo, a altura do petréleo emulsificado (cm)
foi comparada a altura total adicionada (COOPER & GOLDENBERG, 1987).

A atividade de emulsificacdo 6leo em agua foi medida pela
densidade 6ptica em espectrofotdbmetro com medida de 610 nm de absorbancia
(JOHNSON et al.,1992). Dias (2007) descreve que no caso da emulsificacdo
O/A, os hidrocarbonetos estardo disponiveis no préprio meio, enquanto que
nas emulsées A/O os hidrocarbonetos estdo acima do meio. Utilizam-se

valores para qualificar a atividade emulsificante (Tabela 3).

Tabela 3- Convencéo adotada para qualificar a atividade emulsificante

ATIVIDADE ALTUBA DA DENSIDADE’OPTICA
EMULSIFICANTE [EMULSAO '(TIPO 610 nm (TIPO OLEO EM
AGUA EM OLEO) AGUA)
Alta 22 cm 21,2
Moderada delal9cm de0,7a1,1
Baixa «1cm de 0,1a0,6

Fonte: Matsuura, 2004

5.2.8 Teste de toxicidade

O teste de toxicidade foi realizado de acordo com metodologia
descrita por Dias (2007). Foram selecionadas as cinco melhores cepas de
acordo com os resultados da producdo de surfactantes e do crescimento

bacteriano. As linhagens foram inoculadas em meio mineral acrescido de
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petrdleo e incubadas por 10 dias. Aliquotas foram retiradas dos sobrenadantes
e filtradas em membrana Millipore 0,22 um. O filtrado foi diluido em diferentes
concentragcbes: 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125 e 1,56% em &gua destilada
esterilizada. Foram retirados 2mL de cada concentracdo para embeber discos
de papel de filtro, que foram colocados no interior de placas de Petri de
poliestireno (9cm de diametro) (DUTKA, 1989). O controle positivo de
toxicidade consistiu em embeber o papel de filtro em 2 mL de NaCl (5 g/L) e 0
controle negativo, em agua destilada. Em cada placa inoculou-se 50 sementes
de alface e estas foram envoltas em papel aluminio por 48 horas, incubadas
em temperatura ambiente. Foi realizada ap6s esse periodo a medida do
tamanho das raizes germinadas com auxilio de papel milimetrado (DUTKA,
1989). O indice de germinacdo (%IG) foi calculado por meio da seguinte

formula:

%IG = (% germinagdo das sementes) x (% crescimento das raizes): 100
Onde: % Germinacdo de sementes = (% germinacdo no extrato): (% germinag¢do no
controle) x 100
% Crescimento das raizes = (média de crescimento no extrato): (média de

crescimento no controle) x 100

A porcentagem de variacdo de crescimento foi calculada segundo a
equacdo: % variacdo de crescimento = comprimento médio da amostra —
comprimento médio do controle x 100 / comprimento médio do controle
(DUTKA, 1989). A concentracao efetiva que inibiu 50% da germinagéo e
alongamento das raizes foi calculada pela equacao correspondente a curva de
regressdo (valores médios de crescimento pelas concentracbes de diluicdo

correspondentes) e o valor de R2 da equacgéo.
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5.3 Resultados e discusséo
5.3.1 Selecdo das bactérias para avaliacdo da producdo de
biossurfactantes e crescimento celular

Os ensaios para selecdo das bactérias a serem utilizadas na
avaliacdo de crescimento foram realizados com as 71 cepas bacterianas
isoladas da macrofita Eichornia crassipes. Considerou-se positivo o ensaio que
demonstrou turvacdo no meio, quando comparado ao tubo controle. Tiveram
crescimento significativo os tubos que turvaram com mais intensidade e em
menor tempo (Figura 1). Estes ensaios apresentaram resultados positivos para

a maioria das cepas testadas conforme Tabela 4.

Tabela 4- Crescimento bacteriano observado pela turvacdo do meio.

Crescimento bacteriano Percentual de tubos com
resultados positivos%
Muito bom 32,4
Bom 26,8
Pouco 19,7
Sem crescimento 21,1

Figura 1- Crescimento bacteriano em meio mineral
com petréleo
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As bactérias que apresentaram crescimentos considerados muito bom e
bom totalizaram 42 cepas, sendo selecionadas para o teste do colapso da gota

de dleo.

5.3.2 Teste qualitativo do colapso da gota de 6leo

O teste do colapso da gota para verificacdo do potencial das cepas
em produzirem biossurfactantes demonstrou que a maioria das bactérias
analisadas sintetiza algum tipo de surfactante. Fato observado pela
transformacdo da gota de 6leo em micro emulsdes apds uma semana de

crescimento (Figura 1).

Figura 2- Teste do colapso da gota de 6leo. A- Tempo 0; B- 7 dias

Algumas bactérias demonstraram maior habilidade na quebra da
gota de dleo, permitindo a selecdo de nove cepas (Tabela 5) para as etapas
seguintes. Silva et al. (2003b) em trabalho com bactérias isoladas da coluna
d’agua da alga Grateloupia sp. e do sedimento meso litoral da praia de Boa
Viagem-RJ observou o colapso da gota de 6leo em experimento com 0S
extratos do crescimento bacteriano e adicdo de 6leo arabe leve nos primeiros

cinco minutos. Savergnini (2004) também obteve resultados positivos para os
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testes que realizou com consorcio bacterianos isolados de talos de algas e

incubados com compostos aromaticos.

Tabela 5- Linhagens selecionadas para a avaliacdo da producédo de
biossurfactantes.

Linhagens Identificacao
K6 Acinetobacter baumannii
119 Stenotrophomonas maltophilia
123 N&o identificado
128 Stenotrophomonas sp.
129 Uncultured Klebsiella sp.
143 Pantoea sp.
148 Enterobacter sp.
152 Methylobacterium radiotolerans
153 Bacillus subtilis

5.3.3 Avaliagdo do crescimento celular
Foram realizados experimentos, tanto em meio com petréleo
gquanto em meio com hidrocarbonetos para verificagdo da producdo de
biossurfactantes por meio dos testes de emulsificagao.
Foi observado que houve uma fase de laténcia de algumas horas,
a partir da qual, as linhagens entraram em fase exponencial de crescimento,
atingindo o maximo de producéo de biomassa em tempos variando entre 48 e
96 horas, seguida de fase de declinio. Considerando, que a densidade inicial
da cultura era cerca de 10%ufc/mL, e que ao final da fase exponencial, essa
densidade chegou ao limite de 10°ufc/mL, pode-se confirmar a degradacéo de

hidrocarbonetos pelas bactérias, ja que eram a Unica fonte de carbono no meio.
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As linhagens apresentaram melhor crescimento celular no meio de
cultura acrescido de petréleo (Figura 3 e 5). Observou-se que as espécies
Stenotrophomonas  sp.(EF2128), Uncultured Klebsiella sp. (EF1129),
Enterobacter sp.(ER2148), Methylobacterium radiotolerans (EFI52) e
Acinetobacter baumannii (EFK6) obtiveram melhores resultados no meio com
petrdleo bruto. Destacaram-se no meio com a mistura de hidrocarbonetos as
linhagens Stenotrophomonas maltophilia, stenotrophomonas sp e acinetobacter
baumannii (Figura 4). A diferenca de crescimento nos dois meios foi

significativa, conforme se pode observar na Figura 5.
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Figura 3- Apice do crescimento bacteriano em meio
mineral com petroleo bruto
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Dias (2007) ao realizar experimentos sobre crescimento celular
com 43 linhagens de bactérias isoladas de solos contaminados com
hidrocarbonetos, utilizou o peso seco bacteriano como parametro. Este autor
registrou o crescimento das melhores linhagens na ordem de 0,00022 g/mL em
hidrocarbonetos lineares e variando de 0,00033 g/mL a 0,00043 g/mL em
hidrocarbonetos aromaticos.

Em estudo com as bactérias Planococcus citreus e Pantoea
aglomerans, Jacobucci (2000) utilizou meios com efluentes de derivados de
petroleo e, também utilizando o peso seco, observou crescimento de 1, 826
mg/mL para a primeira bactéria e 2,478 mg/mL para a segunda.

Dias (2007) destaca que o crescimento celular estd diretamente
relacionado com a producdo de biossurfactantes. Destaca ainda o estudo
realizado por Kushida (2000) onde demonstrou que houve aumento na
producdo de biomassa, na producdo de biossurfactantes e uma diminuicao
gradativa do 6leo residual, com o aumento do tempo de contato entre a cepa
Planococcus citreus e o 6leo residual utilizado.

Nas Figuras 06 e 07, se observa as curvas de crescimento das

melhores cepas em cada meio avaliado.
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5.3.4 Avaliacéo do pH
N&o houve variacdes significativas no pH que iniciou em 7,3 e
finalizou na faixa de 6,9 a 7.3, tanto no meio com petréleo quanto no meio com

os hidrocarbonetos padrdes (Figura 8).

B Meio com petrdleo B Meio com mistura de hidrocarbonetos

Figura 8- Variagbes do pH nos extratos do crescimento
bacteriano.

Nos estudos de Dias (2007) também foi observado que os valores
do pH das amostras pouco se desviaram dos valores iniciais. Rosato (1997)
descreve que a maioria dos microrganismos apresentam melhor
desenvolvimento em pH neutro, podendo ocorrer o dobro da taxa de

biodegradacéo de petrdleo com a correcao do pH.
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5.3.5 Avaliacédo da atividade de emulsificacéo

Os resultados dos experimentos para avaliacdo das atividades de
emulsificacdo apresentaram para as bactérias crescidas no meio com petroleo,
o total de trés linhagens com atividade emulsificante de moderada a alta do tipo
agua em o6leo, nos valores de 1,5 a 2,3 em destaque na Tabela 2. A bactéria
Stenotrophomonas sp. destacou-se na formacédo do halo indicador da produgéo
de surfactante (Figura 9). Para a atividade tipo 6leo em agua, destacaram-se
duas bactérias com producdo maxima de 0, 913 em petroleo e 0,961em
tolueno (Em destaque na Tabela 6).

Tabela 6- Atividades de emulsificagdo em petrdleo (P) e tolueno (T) nos
extratos das bactérias que cresceram no petroleo.

ATIVIDADE DE EMULSIFICACAO
Cepa Densidade oOptica Altura da emulséo (cm)
Tipo 6leo em agua — Tipo 4gua em 0Oleo

P T P T
Acinetobacter 0, 240 0,317 0.5 0,04
baumannii
Stenotrophomonas 0,022 0,414 1,8 1,5
maltophilia
N&ao identificada 0,005 0,014 0,05 0,03
Stenotrophomonas 0,051 0,025 2,3 1,9
sp.
Uncultured Klebsiella 0,913 0,849 0,05 0,01
sp.
Pantoea sp. 0,110 0,117 0,05 0
Enterobacter sp. 0,012 0,026 2,0 0,02
Methylobacterium 0,711 0,961 0,05 0
radiotolerans
Bacillus subtilis 0,012 0,173 0,04 0
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Halo de emulsificacao

Figura 9- Halo formado no teste de emulsificacdo com petroleo

As bactérias crescidas no meio com a mistura de hidrocarbonetos
demonstraram uma menor producdo de surfactantes. Neste meio trés
linhagens apresentaram atividade emulsificante moderadas. Do tipo 4gua em
Oleo se destaca a Stenotrophomonas sp. e do tipo 6leo em agua a Uncultured

Klebsiella sp. com os maiores valores (Em destague na Tabela 3).



116

Tabela 7- Atividades de emulsificacdo em petrdleo (P) e tolueno (T) nos
extratos das bactérias que cresceram nos hidrocarbonetos padrdes.

Cepa ATIVIDADE DE EMULSIFICACAO
Densidade Optica Altura da emulséo (cm)

P T P T

Acinetobacter 0, 050 0,123 0,02 0

baumannii

Stenotrophomonas 0,012 0,025 0,6 0,02

maltophilia

N&o identificada 0,001 0 0 0

Stenotrophomonas sp. 0,230 0,020 1,6 0,5

Uncultured Klebsiella 0,540 0,779 0 0

sp.

Pantoea sp. 0, 003 0,001 0 0

Enterobacter sp. 0,290 0, 445 0,05 0,01

Methylobacterium 0,543 0,735 0,23 0,10

radiotolerans

Bacillus subtilis 0,329 0,044 0 0

Matsuura (2004), estudando microrganismos provenientes da
regido amazobnica, encontrou seis linhagens de leveduras com atividade
emulsificante significativas do tipo dgua em 6leo, com a formacdo de uma
emulséo de 2,3 cm de altura. Esse valor foi 0 mesmo encontrado neste estudo
para a bactéria Stenotrophomonas maltophilia quando crescida em meio
mineral acrescido de petréleo. Matsuura (2004) obteve, entre as leveduras, um
maximo de atividade do tipo 6leo em agua com densidade o6ptica de 0,93 por
uma das linhagens. Destaca que Carvalho, Marchi e Durrant (1997) obtiveram
com a bactéria Planococcus citreus a densidade 6ptica de 1,8.

Dias (2007) encontrou valores de emulsdo do tipo 6leo em &gua
em linhagens com crescimento em presenca de hidrocarbonetos lineares de
0,890 e em linhagens com crescimento em presenca de hidrocarbonetos
aromaticos de 0,1308. Destaca que NEVES (2002) obteve atividade de
emulsificacdo de 6leo em agua para a linhagem Bacillus badius, utilizando meio

de cultura para producédo de biossurfactante, adicionado de uma mistura de
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Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (Naftaleno, Antraceno, Fluoreno e
Pireno) no valor de 0,018 em seis dias de cultivo.

Maciel (2003) destacou o potencial para a producdo de
biossurfactantes extracelulares em bactérias preliminarmente identificadas,
como Acinetobacter spp. e Bacillus spp, isoladas a partir de uma amostra de
agua de descarga, contaminadoa com 0leo, de hum navio petroleiro, na costa
cearense.

Neste estudo a linhagem Acinetobacter baumannii apresentou
maiores valores de crescimento em meio com mistura de hidrocarbonetos,
entretanto ndo apresentou 0s maiores valores de atividade emulsificante. A
diminuicdo da atividade emulsificante poderia ser explicada pelo consumo dos
biossurfactantes produzidos. Considerando que muitos desses compostos sédo
proteinas, carboidratos, lipidios ou misturas desses compostos, é possivel
especular que em uma situacdo de estresse, a bactéria recorra a esta fonte de
matéria organica para sua sobrevivéncia. Outra explicacdo plausivel seria a
neutralizacdo da atividade emulsificante como consequéncia de reacdes

qguimicas entre metabdlitos gerados em um sistema fechado (MACIEL, 2003).



118

5.3.6 Avaliacéo da toxicidade

Os testes de germinacdo tém sido frequentemente utilizados
devido ao seu baixo custo e simplicidade, sendo a espécie Lactuca sativa
(alface) uma das espécies mais recomendadas (FLETCHER, 1991). Assim, o
teste realizado com as sementes de alface para avaliagcdo da toxicidade dos
extratos do crescimento bacteriano permitiu observar os indices de germinacéo
e a concentracao efetiva que causou 50% (ECsyy) da inibicdo de germinacao e
crescimento radicular.

Em relacdo ao indice de germinacéo (Tabela 8), as concentracfes
50% e 25% mostraram-se altamente toxicas para as sementes de alface,
impedindo a germinacdo das sementes em todas as amostras. A germinacao
comecou a acontecer a partir da concentracdo 12,5%, havendo, entretanto,
crescimento em menos de 10% das amostras. Nas demais concentracfes
houve aumento crescente no indice de germinacado, tendo crescimento mais
significativo os extratos da bactéria Uncultured Klebsiella sp. que chegou a
81,72% de germinacao.

Os resultados obtidos demonstraram a relacdo inversamente
proporcional entre a concentracdo do extrato bacteriano e o indice de
germinacao. Foi observado que quanto maior a concentragdo do extrato menor
o indice de sementes germinadas e, obviamente, maior a toxicidade do meio

(Figura 10).
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Tabela 8- indice de germinac&o (%) em diferentes concentracdes

AMOSTRA CONCENTRACAO (%)

50 | 25| 12,5 6,25 3,125 1,56
Controle abiético - - - 10,65 | 38,32 | 50,58
Enterobacter sp - - 0,29 | 10,97 | 41,38 | 73,45
Stenotrophomonas sp. - - 556 | 38,17 | 60,17 | 71,96
Uncultured Klebsiella sp. - - | 7,898 | 26,91 | 46,69 | 81,72
Methilobacterium radiotolerans | - - 8,89 | 36,71 | 45,28 | 58,05
Acinetobacter baumannii - - 15,996 | 38,29 55,58 | 54,26
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Enterobacter sp Stenotrophomonas sp.

Methilobacterium radiotolerans

Uncultured Klebsiella sp.

Acinetobacter baumannii

Figura 10- indice de germinacdo das sementes de alface nas diferentes
concentracdes dos extratos bacterianos.

A Tabela 9 apresenta, de acordo com a ordem crescente de

concentracdo das amostras, os efeitos toxicos dos extratos bacterianos na
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germinacdo e alongamento das raizes das sementes, verificando a
concentracdo efetiva que causou 50% (CEso) da inibicdo de germinacéo e

crescimento radicular.

Tabela 9- Concentracdes efetivas (%) que causam 50% de inibicdo de
germinagéo

Amostras/Inibicdo de Germinacao (%) para os hidrocarbonetos

Concent. Controle 1* 2%* C ikl Frxk Bkonk
(%) abidtico
1,56 16,35 1,89 23,89 5,03 7,55 6,66
3,125 17,6 22,64 22,64 16,35 18,86 37,11
6,25 34,59 21,38 43,39 27,67 36,85 41,59
12,5 100 87,42 40,25 43,39 52,2 48,43
25 100 100 100 100 100 100
50 100 100 100 100 100 100
Equacéo 30,115*Ln 25,215*Ln  30,5535*Ln  32,4976*Ln  29,7093*Ln  27,2875*Ln
(y=50) -4,193 0,0862 -17,8327 -15,2537 -12,1566 -3,8247
R? 0,8351 0,834 0,9041 0,8799 0,9389 0,9043
*HERRRE Coo0p 6,0466 7,2391 9,2085 7,4481 8,1024 7,187

*1 Stenotrophomonas sp.; 2*Uncultured Klebsiella sp.; 3**Enterobacter sp; 4****
Methilobacterium radiotolerans; 5**** Acinetobacter baumannii

xR ECsoy - CoOncentracdo efetiva de toxicidade para 50% das sementes

Os resultados destacam que a bactéria Uncultured Klebsiella sp.
teve o menor efeito toxico sobre o bioindicador utilizado (9,2085%),
considerando que este valor indica a concentracdo efetiva para inibir a
germinacao e alongamento de raiz para 50% das sementes testadas. Dias
(2007) encontrou valores da ordem de 7,93% para extratos de linhagens
bacterianas crescidas em meio com hidrocarbonetos lineares e de 13,1% para
extratos de linhagens em meio com hidrocarbonetos aromaticos.

No presente estudo os extratos das cinco bactérias avaliadas
obtiveram valores da ECsqy, maiores do que o do controle abidtico (Tabela 5).
Este fato indica que todos os extratos bacterianos apresentaram menor efeito

toxico sobre as sementes de alface, quando comparados ao extrato sem as
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bactérias. Em muitos casos, a presenca da bactéria pode levar ao surgimento

de substancias menos toxicas do que as originalmente existentes. Entretanto,

ha situacbes em que o inverso acontece. Dias (2007) destaca em seu estudo

linhagens com alto percentual de degradacdo de hidrocarbonetos que

apresentaram valores na ordem de 3,2% e 3,38% para os testes de toxicidade,

sendo que o controle obteve o valor de 4,08.

5.4 Conclusoes

*

*

As linhagens bacterianas utilizadas nos experimentos deste estudo
demonstraram potencial para a biodegradacdo de hidrocarbonetos de

petréleo e para a producédo de biossurfactantes;

As espécies epifiticas isoladas da macrofita aquatica Eichornia crassipes e
identificadas preliminarmente como Uncultured Klebsiella sp., Enterobacter
sp., € Methilobacterium radiotolerans e as endofiticas Stenotrophomonas s
e Acinetobacter baumannii demonstraram maior potencial entre as nove

linhagens testadas;

Os meios metabdlicos obtidos nos ensaios de biodegradacao
apresentaram menor toxicidade que o0s meios contaminados com

hidrocarbonetos, utilizados como controle;

S80 necessarios testes adicionais, como o0 de patogenicidade para
confirmar a possibilidade do uso dessas linhagens em futuros processos de

biorremediagéao.
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CAPITULO VI

PRODUCAO DE CONSORCIO MICROBIANO PARA
BIORREMEDIACAO DE ECOSSISTEMAS AQUATICOS DA
AMAZONIA
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RESUMO

Consodrcios microbianos tém apresentado melhores resultados nas
taxas de degradacdo de compostos toxicos e recalcitrantes do que culturas
puras. Fato determinado pela acdo conjunta de microrganismos com
metabolismos diversificados, o0 que proporciona maior eficiéncia na
transformacdo ou mineralizacdo dos compostos. Em ambientes previamente
impactados € possivel encontrar bactérias e fungos adaptados ao
contaminante, tendo capacidade para metaboliza-lo e aproveita-lo como fonte
de carbono e energia. Este estudo teve o objetivo de produzir um consorcio de
bactérias isoladas a partir de macrofita aquatica amazénica e testa-lo quanto a
degradacdo de hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos em experimento
contendo agua de rio da Amazonia. O consorcio foi constituido pelas linhagens
identificadas como  Stenotrophomonas sp., Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter sp, Methylobacterium radiotolerans e Acinetobacter baumannii,
sendo utilizadas as técnicas de bioaumentacdo e bioestimulagdo. Os
resultados obtidos demonstraram que o efeito principal de todos os parametros
analisados (consorcio, fonte adicional de carbono e nitrogénio e correcdo de
pH) influenciaram na degradacéo dos hidrocarbonetos avaliados. Entretanto, a
adicdo do consorcio, no nivel de significancia de 5% apresentou p-value de
0,000, sendo o fator mais importante nesta degradacdo, demonstrando o
potencial destas linhagens para uso em futuros processos de biorremediacao.

Palavras-chave: consorcios, hidrocarbonetos, biorremediacdo, Amazonia.
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ABSTRACT

Microbial consortia have shown better results for toxic and recalcitrant
compounds degradation than pure cultures. Fact determined by the joint action
of microorganisms with diverse metabolisms, which provides greater efficiency
in processing and mineralization of compounds. In previously impacted
environments is possible to find bacteria and fungi adapted to the contaminant,
with ability to metabolizes it and use it as a source of carbon and energy. This
study aimed to produce a consortium of bacteria isolated from aquatic
macrophyte Amazon and test it for degradation of aliphatic and aromatic
hydrocarbons in experiment with water from a Amazon River. The consortium
was formed by the lines identified as Stenotrophomonas sp., Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter sp, and Acinetobacter baumannii, Methylobacterium
radiotolerans, using bioaugmentation and biostimulation. The results showed
that the main effect of all parameters examined (consortium, additional source
of carbon and nitrogen and correction of pH) influenced the degradation of the
hydrocarbons studied. However the addition of the consortium, with significance
level of 5% had p-value of 0.000, being the most important factor in this decline,
demonstrating the potential of these lines for future use in bioremediation
processes.

Key words: consortia, hydrocarbons, bioremediation, Amazon
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6.1 Introducao

Cada ambiente possui uma microbiota capaz de metabolizar uma
vasta variedade de substancias. A presenca de uma substancia especifica em
determinado local pode indicar que ali existem organismos adaptados aquela
condicdo, havendo, portanto consorcios naturais com potencial de remediar

situagOes de contaminacao ambiental.

E fato que a utilizagdo de bactérias degradadoras de
hidrocarbonetos é a alternativa mais eficaz para eliminar a presenca destes
contaminantes do ambiente, havendo, porém, a necessidade de adaptar as
estratégias de biorremediacdo para cada ambiente especifico (ALVAREZ &

PUCCI, 2000).

Os microrganismos possuem alta diversidade metabdlica, o que
Ihes confere grande vantagem adaptativa. Isto permite que habitem ambientes
com condigdes extremas, inclusive contaminados com determinados poluentes,
como hidrocarbonetos de petrdleo.

A degradacdo de hidrocarbonetos depende de uma série de
variaveis como presenca de bactérias adequadas, concentracdo ideal de
nutrientes e oxigénio, pH na faixa otimizada (DIAS, 2007). Venosa (2001)
descreve que a faixa de pH 6tima para a degradacao esta na faixa de 6 a 9. Na
degradacéo do petroleo, além dos hidrocarbonetos como fonte de carbono, sédo
necessarios diversos outros nutrientes minerais como nitrogénio, fdsforo,

enxofre, ferro, magnésio, célcio e sédio (DIAS, 2007).
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Devido a complexidade das moléculas encontradas na composi¢ao
do petroleo, um Unico organismo ndo é capaz de degradar completamente uma
area contaminada (DIAS, 2007), sendo necessario 0 uso de culturas mistas
para um processo mais efetivo. Consoércios microbianos podem ter maior
potencial degradativo nos processos de biorremediacao pela interdependéncia
de organismos, agindo em cooperacdo e promovendo uma maior eficiéncia e
versatilidade na limpeza de locais contaminados (KANALY et al., 2000).

Isto acontece pelo fato de que em uma cultura mista, os sub-
compostos podem ser degradados por outras espécies, podendo acontecer a
degradacdo completa do produto (KATAOKA, 2001), havendo uma maior
capacidade biodegradativa tanto quantitativa, quanto qualitativamente
(MARIANO, 2006). Assim, consoércios microbianos configuram-se como a
melhor alternativa para processos de biorremediacdo de ambientes
contaminados. A atuacdo conjunta de microrganismos favorece a altera¢do ou
até mesmo o desaparecimento de determinados compostos recalcitrantes nos
mais variados ecossistemas.

Biorremediacdo é um método frequentemente utilizado em
tratamentos de ambientes contaminados com hidrocarbonetos de petréleo
devido a sua simples manutencdo, sua aplicabilidade em larga escala e a
possibilidade de destruicdo completa do contaminante (BENTO et al., 2003).

Os microrganismos que realizam a biorremediacdo utilizam o
carbono dos hidrocarbonetos, processando essas moléculas e podendo
transforma-las em compostos indécuos ao ambiente. Entretanto como qualquer
ser vivo, também necessitam de outros nutrientes para sua sobrevivéncia:

nitrogénio, fosfato e outros minerais.
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Na realizacdo da biorremediacdo, existem duas técnicas a
considerar. a bioaumentacdo e a bioestimulacdo. A primeira se baseia no
fornecimento de nutrientes as populacbes de microrganismos e na otimizacao
das condicbes ambientais, aumentando sua populacdo, promovendo o
crescimento e consequentemente o aumento da atividade metabdlica na
degradacédo de contaminantes (SEKLEMOVA et al., 2001). A bioaumentacgéo
introduz misturas especificas de microrganismos em um ambiente contaminado
ou em um biorreator para iniciar o processo da biorremediacdo (BARATHI &
VASUDEVAN, 2001). Este € o processo no qual sédo introduzidos no ambiente
microrganismos cujo potencial de degradacéo € conhecido, mas que podem ter
sido isolados daquele ou de outro local (ATLAS, 1994).

De acordo com Peixoto, Rosado & Taketani (2008) a
bioestimulacdo é o processo de biorremediacdo que estimula o crescimento
dos microrganismos nativos do local contaminado, por meio da corre¢éo do pH,
aeracdo e balanceamento de nutrientes em relacdo a carga de carbono do
poluente orgéanico por meio da adicdo de N e P.

Nos ensaios para estudos de biodegradacdo a medida mais direta
da biodegradacdo € o monitoramento da taxa de consumo dos poluentes
(MARIANO, 2006). Assim para a caracterizagdo dos componentes individuais
de uma classe especifica de hidrocarbonetos é indicado o uso da cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE) ou cromatografia em fase gasosa (CG)
(FERRARI, 1996).

Neste contexto, este trabalho teve o objetivo de produzir um

consorcio de bactérias isoladas a partir da macroéfita aquatica Eichornia

crassipes, realizando ensaios de tratamento ex situ de agua do Rio Negro
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contaminada em laboratério por hidrocarbonetos de petrdleo, aplicando

técnicas de bioestimulacdo e bioaumentacao.

6.2 Material e métodos

6.2.1 Producao de consdrcio microbiano

Foram utilizadas cinco linhagens bacterianas isoladas da
macréfita aquatica Eichornia crassipes, identificadas como Stenotrophomonas
sp., Uncultured Klebsiella sp., Enterobacter sp, Methylobacterium radiotolerans
e Acinetobacter baumannii. A partir destas linhagens foi produzido um
consorcio visando avaliar a capacidade do mesmo em degradar petrleo em
agua do Rio Negro em uma concentracdo de 5mL/L .

De acordo com metodologia descrita em Dias (2007), as bactérias
foram cultivadas em meio Luria Bertani (peptona bacteriolégica, NaCl, extrato
de levedura, agar) por um periodo de 24 horas. Ap6s o periodo de incubacéo,
de cada linhagem foi transferida uma alcada para o meio minimo de sais
(RAMBELOARISOA et al., 1984) com petroleo, e incubadas em agitador
rotatério a 120 rpm e 30°C. O crescimento acompanhado a intervalos regulares
de tempo, por meio de leitura da densidade o6ptica (DOsionm) até que as
bactérias atingissem D.O de 1. Foram retiradas aliquotas de 300 pL de cada
bactéria e colocadas em tubos do tipo eppendorf, para formulacdo do
consorcio. As aliquotas foram centrifugadas por 10 minutos ha 12000 rpm.
ApoOs centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o precipitado (célula)

ressuspenso com 1 mL do préprio meio minimo de sais.
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6.2.2 Planejamento experimental
Foi utilizado um planejamento fatorial 2° onde se trabalhou com as
seguintes variaveis (OLIVEIRA, 2001):
1- Presenca ou auséncia do consorcio. O experimento sem 0 consorcio
justifica-se para verificar o potencial da microbiota nativa.
2- Correcao ou ndo do pH para neutro (condicdo ideal para o crescimento
bacteriano).
3- Adicdo ou ndo de fonte adicional de carbono e nitrogénio (10g de

glicose e 10 g de Nitrato).

Cada experimento, conforme descrito na Tabela 1, foi realizado em
triplicata e os calculos estatisticos foram feitos por meio do Software estatistico

MINITAB 14.

6.2.3 Experimentos com bioaumentacao e bioestimulacéao

Os experimentos foram conduzidos em erlenmeyers com 500 mL
de capacidade. Em cada erlenmeyer foi adicionado 250 mL de &gua (coletada
no Rio Negro) acrescida com 100 pL de petréleo de Urucu.

Durante os experimentos foram coletadas amostras de 30 mL do
meio em diferentes tempos: zero; sete; quatorze; e vinte e oito dias de
processo, a fim de quantificar os hidrocarbonetos naftaleno, fenantreno, pireno,

tridecano, tetradecano, hexadeceno, e fenildecano, presentes no 6leo bruto.
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Tabela 1 Especificacdo das condicbes de cada erlenmeyer nos
experimentos com biaumentacao e bioestimulagéo

Erlenmeyer Especificacdes

01 Consorcio + alteracdo de pH + fonte adicional de C e N

02 Consorcio + alteracdo de pH sem adicdo de fonte de Ce N

03 Consorcio sem alteracdo de pH + fonte adicional de C e N

04 Consorcio sem alteracdo de pH sem fonte adicional de C e N

05 Sem adicdo do consorcio + alteracdo de pH + fonte adicional
deCeN

06 Sem adicao do consoércio + alteracao de pH sem adicao de
fonte de C e N

07 Sem adicdo do consércio e sem alteracdo de pH + fonte
adicional de C e N

08 Sem adicdo do consorcio e sem alteracdo de pH sem fonte
adicional de C e N

6.2.4 Quantificacado de hidrocarbonetos

Os hidrocarbonetos presentes nas amostras coletadas nos
tempos 0, 7, 14 e 28 dias foram extraidos com 30 mL de hexano, na
concentragdo 1:1 (v/v), em funil de separagao conforme descrito por Chhatre et
al. (1996). Foram feitas trés extragbes em cada amostra e ao sobrenadante,
com o solvente, foi acrescentado sulfato de sodio, para retirada de agua
remanescente. ApOs esse processo cada amostra passou por cromatografia
em coluna de silica gel para separacdo dos compostos apolares. A seguir 0
filtrado de cada amostra foi coletado em frasco volumétrico para concentracéo
em rotavapor. O concentrado de cada amostra foi submetido a cromatografia a

gas para andlise do percentual de degradacdo (JACOBUCCI, 2000).
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Foi avaliada a degradacdo dos hidrocarbonetos benzeno,
naftaleno, fenantreno, pireno, benzo-a-pireno, tridecano, tetradecano,
hexadeceno, e fenildecano, presentes no 0Oleo bruto.

As amostras foram analisadas por cromatografia em fase gasosa
(Cromatografo gasoso da Shimadzu, modelo GC2010), por meio da injecdo de
1uL de amostra, utilizando uma coluna capilar DB-5 (0,25 um de espessura de
fase 5% fenil em metil silicone, 0,25 mm de didmetro interno e 30 m de
comprimento), detector de ionizacdo de chama (DIC) a 300 °C, injetor a 250 °C,
razdo de split 1:20 e hélio como gas de arraste em fluxo de 2,35 mL/min. A
coluna foi mantida a 70°C por 2 minutos, em seguida, por meio de um
incremento na temperatura de 6 °C/min. a temperatura foi elevada até 250 °C
dentro de um intervalo de tempo de 20 min.

Os hidrocarbonetos foram identificados por comparacdo com o
tempo de retencdo da mistura de padrdes (contendo os hidrocarbonetos a
serem avaliados) submetido a andlise via GC/DIC, nas mesmas condicdes das
amostras. O método utilizado para determinacdo quantitativa dos
hidrocarbonetos foi o calculo da concentracdo relativa média baseada na
proporcionalidade das areas sob os picos cromatograficos dos hidrocarbonetos

em estudo nas amostras e a area de hidrocarboneto padrao.
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6.3 Resultados e discusséo

O isolamento de microrganismos nativos permite que linhagens
com capacidade de adaptacdo a condicOes adversas, como a presenca de
hidrocarbonetos, sejam selecionados e utilizados para biorremediacao.

A producdo do consorcio de bactérias envolveu linhagens
selecionadas a partir de cepas isoladas em meio seletivo a partir da macrofita
Eichornia crassipes coletada na saida dos efluentes da refinaria da
Petrobrds/Manaus-AM (REMAN). Estas linhagens foram identificadas como
Stenotrophomonas  sp., Klebsiella  pneumoniae, Enterobacter  sp,
Methylobacterium radiotolerans e Acinetobacter baumannii (Tabela 7 do
Capitulo 1V.)

Os resultados dos experimentos realizados sao apresentados a
seguir, avaliando-se separadamente os hidrocarbonetos alifaticos (tridecano,
tetradecano, hexadeceno e fenildecano) e os hidrocarbonetos aromaticos

(naftaleno, pireno e fenantreno). Por fim, é apresentada a andalise da matriz

com os dados referentes ao total dos hidrocarbonetos avaliados.

6.3.1 Hidrocarbonetos alifaticos

A matriz estendida do planejamento experimental, assim como as
concentracbes relativas da degradacdo dos hidrocarbonetos alifaticos
(tridecano, tetradecano, hexadeceno e fenildecano) como funcdo das
condicbes de cada experimento apos 28 dias sdo apresentados na Tabela 2.
Também sdo mostrados os calculos do logaritimo decimal de cada
concentragdo. Estes calculos foram realizados devido os dados das

concentracbes apresentarem no grafico de normalidade pequena assimetria,
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nao possuindo distribuicdo normal. Assim, admitindo-se a normalidade para o
conjunto de valores obtido por meio do logaritimo, procedeu-se a verificacdo da
significancia dos parametros estudados por meio dos calculos dos efeitos
principais e das interacfes utilizando-se a matriz estendida dos trés parametros
avaliados.

Tabela 2-Matriz estendida do planejamento experimental 2° para os
hidrocarbonetos alifaticos

Exp. | Presencade | Correcéo Fonte Concentracfes Logaritimo
consorcio® a pH adicional relativas de decimal da
neutro® de hidrocarbonetos | concentracdo de
carbono e alifaticos” (%) hidrocarbonetos
nitrogénio® alifaticos®
01 + + + 11,48+5,00 1,035+0,907
02 + + - 4,34+3,20 0,562+0,308
03 + - + 3,16+0,956 0,487+0,134
04 + - - 5,32+ 0,624 0,724+0,499
05 - + + 17,09+2,85 1,229+0,0721
06 - + - 4,52+1,340 0,642+0,1373
07 - - + 18,72+45,23 1,259+0,1349
08 - - - 8,56 +1,46 0,928+0,0734

1 + corresponde a presenga e - a auséncia do consorcio bacteriano.
2 O nivel + corresponde a pH =7,0 £ 0,1 e o nivel -a pH=3+0,1.

3+ corresponde a adicéo de fonte de carbono e nitrogénio e - a ndo adigcao
4 Média das concentragfes relativas de trés experimentos (tempo 28 dias) mais desvio padrao
*Média do logaritimo decimal das concentracdes de trés experimentos mais desvio padréo

Para melhor andlise dos valores obtidos € importante considerar 0s

efeitos isolados de cada parametro em estudo (Tabela 3).
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Tabela 3- Descricdo estatistica dos efeitos isolados de cada fator na
degradacdo dos hidrocarbonetos alifaticos.

Variavel Média da concentracdo | Médialog. Concentracéo

(mc) e desvio padréo (logmc) e desvio padrao
Consodrcio _ 12,22+6,71 1,0145+0,2784
+ 6,08+4,23 0,7021+0,2736
Correcdo do pH | _ 8,94+6,66 0,8496+0,3092
+ 9,36+6,24 0,8669+0,3314
Fonte adicional | _ 5,687+2,407 0,7141+0,2057

de carbono e

nitrogénio + 12,62+7,18 1,0025+0,3434

(-)auséncia (+) presenca

Pela comparac¢do dos valores demonstrados na Tabela 3 e analise
da Figura 1, observa-se que, independentemente de fonte adicional de carbono
ou correcdo de pH, o fator presenca do consércio foi o mais relevante na
biodegradacdo dos hidrocarbonetos alifaticos avaliados, obtendo média de
concentracdo no valor de 6,08 + 4,23, e média logaritimica de 0,7021 enquanto
que a auséncia do consorcio representou praticamente o dobro deste valor:

12,22+ 6,71 para a média da concentracéo e 1,0145 para o logaritimo.

0,7021
Consorcio
Consércio, carbono e nitrogénio 0,7609
L. o 0,799
Consorcio e corregdo
~ 0,867

Corregao

Carbono e nitrogénio 1,002

Correcdo, carbono e nitrogénio 1,132
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Média do logaritimo da concentragao

Figura 1- Efeitos principais e interagfes entre os parametros (consorcio, correcao de pH,
carbono e nitrogénio) na degradacao dos hidrocarbonetos alifaticos)
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A auséncia de fonte adicional de carbono e nitrogénio (Tabela 3 e
Figura 2) representou menor valor na concentracdo relativa dos
hidrocarbonetos alifaticos avaliados, o que significa maior degradacdo. Uma
das possiveis justificativas pode ser o fato de que com a adicdo de uma fonte
extra de carbono e energia, 0s microrganismos nao tenham metabolizado os
hidrocarbonetos. Castiglioni et al.(2009) ao avaliarem a producdo de
biossurfactantes por fungos filamentosos, encontraram valores que comprovam
que os experimentos sem fonte adicional de carbono foram os que
apresentaram os melhores resultados. Mielniczuc (1991) também observou
que a adicdo de 1% de glicose ao solo, contaminado com 8.800mg kg-1 de
Carbono organico originado de um residuo petroquimico, ndo resultou em
aumento da mineralizacéo, ap0s 272 dias de incubacéo.

Nos ambientes naturais, um dos fatores que normalmente limita o
crescimento microbiano é o carbono. Os resultados indicam que na auséncia
do carbono o0s microrganismos com enzimas para a degradacdo de
hidrocarbonetos se desenvolveram aproveitando os compostos do petroleo
como fonte de carbono e energia.

Entretanto, é importante considerar que a bioestimulacédo deve ser
precedida de criteriosa avaliacao, visando determinar os nutrientes e as doses

gue necessitam ser adicionados (JACQUES, 2007).
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Em relacdo ao pH, a sua correcdo nao foi significativa
estatisticamente, tendo o p-value® (p)=0,801, ndo havendo portanto influéncia
deste fator na degradacéo dos hidrocarbonetos alifaticos. A Figura 2 apresenta
os efeitos principais de cada parametro analisado e a Figura 3 traz uma

comparacao dos efeitos principais da auséncia e presenca de cada parametro .

Consorcio Correcao de pH

1,0

0,9 A

0,8 1

0,7 1

T
+ - +

Adicdo de carbono e nitrogénio

1,0 A

0,9 1

0,8 1

Média do logaritimo das concentracfes

0,7

Figura 2- Efeitos principais de cada parametro avaliado (consoércio, correcdo de pH,
carbono e nitrogénio) na degradacao dos hidrocarbonetos alifaticos.

* O p-value corresponde ao menor nivel de significAncia que pode ser assumido para rejeitar a
hipétese nula. Ha significAncia estatistica quando o p-value € menor que o nivel de
significancia adotado. Neste trabalho, o nivel de significancia é de 5%.


http://www.lee.dante.br/pesquisa/amostragem/glossario.html#niv-sig
http://www.lee.dante.br/pesquisa/amostragem/glossario.html#hip-nul
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Sem carbono e nitrogénio extra

Com carbono e nitrogénio extra

sem corregdo de pH

Com correcdo de pH

Sem consorcio

Com consorcio

0,714073

1,00249

J 0,8496(13

J 0,866945

0,70208

1,01447

0,2 0,4 0,6 0,8 1

Média do logaritimo da concentragao

1,2

Figura 3- Comparacdo dos efeitos principais da presenca e auséncia de cada
parametro (consorcio, correcdo de pH, carbono e nitrogénio) na degradacédo dos

hidrocarbonetos alifaticos)

Esta comparacdo (Figura 3) sugere que a adicdo do consorcio

realmente representou melhor eficiéncia no processo quando comparado com

a acdo da microbiota nativa, apresentando significativo resultado estatistico

(p=0,003).
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Quando se avalia a acdo conjunta dos fatores, é constatado que a
interacdo entre 0s parametros apresentou resultados mais significativos nos

experimentos com 0s consorcios e na auséncia dos outros dois parametros

(Figura 4).
+ +
1 1 1 1
L 1,2 Consorcio
—— -
\ —.— +
Consércio A B o9
—~ - _-a
— - -
|
L 0,6
k1,2 Corregdo
) de pH
/ —— -
/ —B— +
Correcao de pH .—/_4.--—’ C | 0,9
/
/
4 L 0,6
Adigdo de carbono e nitrogénio

Figura 4- Interacdo entre os parametros avaliados na degradagdo dos
hidrocarbonetos alifaticos. A — interagdo entre consoércio e correcao de pH; B-
interacdo entre consorcio e fonte de carbono e nitrogénio e C- interacdo entre
correcao de pH e fonte de carbono e nitrogénio.

Observou-se que nos experimentos em que houve correcéo do pH,
a presenca de fonte adicional de carbono e nitrogénio inibiu a degradacao dos
hidrocarbonetos alifaticos (Figura 4-C). Entretanto, apesar de visualizarmos
estas interacdes, ndo houve valor estatistico na combinacdo dos parametros,

sendo considerado significativo apenas o efeito principal de cada fator.
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Considera-se que na avaliacdo geral dos experimentos, em relacao

a degradacdo dos hidrocarbonetos alifaticos, os experimentos com o0s

consorcios obtiveram melhores resultados conforme Figura 5.

Exp.8 10,928
Exp.4 10,724
Exp.7 11,259
Exp‘a L] 0,487
Exp.6 | 1 0,624
Exp.2 10,562
Exp.5 1,229
Exp.1 1,035
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4
Log. da concentragao de hidrocarbonetos alifaticos

Figura 5- Comparacdo das concentracdes relativas de hidrocarbonetos alifaticos dos

experimentos com consoércios (4, 3,2,1) e seus respectivos controles (8,7,6,5) apés 28 dias.
Exp. 01- Consoércio + alteracéo de pH + fonte adicional de C e N; Exp.2- Consoércio + alteragéo de pH sem adigdo de
fonte de C e N; Exp. 03- Consoércio sem alteragdo de pH + fonte adicional de C e N; Exp. 04- Consércio sem
alteracdo de pH sem fonte adicional de C e N; Exp. 05-Sem adigdo do consorcio + alteragdo de pH + fonte adicional
de C e N; Exp.06- Sem adicéo do consoércio + alteragéo de pH sem adigdo de fonte de C e N; Exp. 07-Sem adigao
do consorcio e sem alteracdo de pH + fonte adicional de C e N; Exp. 08- Sem adi¢ao do consércio e sem alteragao
de pH sem fonte adicional de C e N

Observa-se que apdés 28 dias, ndo ocorreu degradacdo completa
dos hidrocarbonetos alifaticos avaliados, sugerindo a necessidade de um
tempo maior para completa eliminagcdo dos compostos. Dependendo das
condi¢cbes, esse tempo pode variar. Em estudo sobre o comportamento de
hidrocarbonetos em ambientes rasos, Pederzolli et al. (2005) observaram que
em apenas 5 horas houve reducdo de mais da metade dos compostos.

Oliveira et al. (2007b) verificaram que apds 180 dias ocorre um decaimento de
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cerca de 99% de todos os hidrocarbonetos alifaticos que avaliaram, tempo que

consideraram suficiente para a degradacédo destes compostos.

6.3.2 Hidrocarbonetos aromaticos

A eliminacdo dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS)
introduzidos no ambiente por diversas atividades antropogénicas € fundamental
para a manutencdo da qualidade ambiental. Os HAPs sdo lipossoliveis na
membrana celular e prontamente absorvidos no organismo dos humanos via
inalagcdo, exposicéo oral e dérmica, com posterior acumulo no tecido adiposo
(NETTO et al, 2000), apresentando estes compostos propriedades
carcinogénicas e mutagénicas.

Assim, encontrar alternativas para decompor estas substancias ou
até mesmo elimina-las completamente do ambiente é um importante desafio
para as modernas técnicas de biorremediagéo.

A matriz estendida do planejamento experimental 22 com os valores
da concentracao relativa média e do logaritimo decimal de cada concentracdo
para os hidrocarbonetos aromaticos (pireno, naftaleno e fenantreno) sé&o

apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4- Matriz estendida do planejamento experimental 2° para os
hidrocarbonetos aromaticos

Exp. | Presencade | Correcéo a Fonte Concentracfes Logaritimo
consércio’ | pH neutro® | adicional relativas de decimal da
de hidrocarbonetos | concentracao de
carbono e arométicos4(%) hidrocarbonetos
nitrogénio® aromaticos”®
01 + + + 8,9+2,80 0,9355+0,1294
02 + + - 6,11+2,64 0,761+0,178
03 + - + 22,71+3,22 1,3533+0,0628
04 + - - 13,44+4,85 1,105+0,182
05 - + + 10,42+42,26 1,0203+0,0978
06 - + - 19,2+8,73 1,248+0,224
07 - - + 22,3+4,92 1,3403+0,1024
08 - - - 32,8+9,53 1,5052+0,1198

1 + corresponde a presenga e - a auséncia do consércio bacteriano.

20 nivel + corresponde apH =7,0+ 0,1 e o nivel -apH=3+0,1.

3 + corresponde a adicao de fonte de carbono e nitrogénio e - a ndo adicao

4 Média das concentracdes relativas de trés experimentos (tempo 28 dias) mais desvio padréo
*Média do logaritimo decimal das concentracdes de trés experimentos mais desvio padréo

Os dados referentes aos efeitos isolados de cada fator sao

apresentados na Tabela 5.

Tabela 5- Descricdo estatistica dos efeitos isolados de cada fator na
degradacdo dos hidrocarbonetos aroméaticos.

Variavel Média da concentracdo | Médialog. Concentracéo

(mc) e desvio padréo (logmc) e desvio padréao
Consoércio _ 21,24+10,22 1,2783+0,2211
+ 12,79+7,22 1,0388+0,2602
Corregdo do pH | _ 22,82+8,87 1,3260+0,1832
+ 11,21+6,59 0,9911+0,2305
Fonte adicional | _ 17,90+11,86 1,1548+0,3199

de carbono e

nitrogénio + 16,13+7,30 1,1623+0,2134

(-)auséncia (+) presenga
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Os valores em destaque na Tabela 5 demonstram que também
para os hidrocarbonetos aromaticos, a presenca do consorcio foi fundamental,
representando, quando analisado de forma isolada, concentracdo relativa
meédia de 12,79%, enquanto que sua auséncia registra o valor de 21,24%. Ao
realizar estudo com a inoculacdo de um consoércio microbiano composto por
seis bactérias e um fungo no solo contaminado com antraceno, fenantreno e
pireno, Jacques et al. (2005b) registraram aumento de aproximadamente 10
vezes na mineralizacdo destes HAPs em relacdo a microbiota nativa do solo.

Para os aromaticos, o fator correcdo do pH foi muito significativo
(Figura 6), pois em comparacdo com a nao correcdo apresentou valores em
torno de 50% inferiores. Oliveira et al. (2007b) realizando ensaios de
biodegradacdo com microbiota nativa de manguezal em Floriandpolis
observaram que as melhores condicbes em termos de pH para a
biodegradacédo de pireno foi pH 5. Destaca, entretanto, que estes resultados
foram divergentes para os obtidos em estudo em outro manguezal da regiéao,

onde o ideal foi pH 8.
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Consorcio Correcdo de pH

1,34

1,2 - \
1,11 \

Média do logaritimo das concentracées

1,0 A
T T T T
- + - +

Adicdo de carbono e nitrogénio

1,3

1,2

1,14

1,0

Figura 6- Efeitos principais dos parametros avaliados (consércio, correcdo de pH,
carbono e nitrogénio) na degradacéo dos hidrocarbonetos aromaticos

Analisando o efeito principal de cada um dos parametros avaliados
(Figura 6) considera-se a presenca do consorcio e a corre¢cdo do pH como os
fatores de maior importancia na degradacédo dos hidrocarbonetos aromaticos.
Ao contrario do que foi observado para os alifaticos, com os aromaticos a
auséncia de carbono e nitrogénio néo teve valor estatistico significativo para a

degradacéao (p=0,901).
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A Figura 7 apresenta comparacao dos efeitos principais da
auséncia e presenca dos trés parametros avaliados, demonstrando que a
presenca do consércio e a correcdo de pH destacam-se quando comparados

com a auséncia.

y
Sem carbono e nitrogénio extra I l 1,15478
Com carbono e nitrogénio extra l 1,16234
sem correg¢do de PH : l1,32601
Com corregdo de pH l 0,991116
- 1,27834
Sem consorcio
Com consércio 1,03878
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4
Média do logaritimo da concentragio

Figura 7- Comparacdo dos efeitos principais da presenca e auséncia de cada
parametro (consorcio, correcdo de pH, carbono e nitrogénio) na avaliacdo dos
hidrocarbonetos aromaticos.
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A interacdo dos fatores sugere que a presenca do consorcio junto
com a correcdo do pH foi a combinacao mais eficiente (Figura 8-A). Em relacéo
a interacdo entre consorcio e fonte de carbono e nitrogénio, observou-se que
nos experimentos com auséncia de consorcio, a presenca da fonte de carbono
e nitrogénio favoreceu a degradacdo dos hidrocarbonetos aromaticos, porém,
na presenca do consorcio, a eficiéncia foi maior na auséncia da fonte adicional
(Figura 8-B). Entretanto apesar desta interacéo ser visualizada na Figura 8, os
valores estatisticos ndo corroboram essa associacao.

A interacéo entre correcdo do pH e presenca de fonte de carbono e
nitrogénio também néo teve significado estatistico, pois independente da
adicdo ou ndo da fonte extra, a correcdo do pH apresentou melhores

resultados (Figura 8-C).

+ +
1 1 1 1
1,4 Consorcio
\ —_eo— -
X L1 [T®
Consércio N N P -~
N N g - 1,0
| <
N A B
1,4 Corregdo
./’ de pH
-1,2 *— -
< —— +
Correcgdo de pH
- . L 1,0
C

Adigdo de carbono e nitrogénio

Figura 8- Interagdo entre os parametros avaliados na degradacdo dos
hidrocarbonetos aromaticos. A — interacdo entre consoércio e correcdo de pH; B- *
interacdo entre consorcio e fonte de carbono e nitrogénio e C- interacdo entre
correcdo de pH e fonte de carbono e nitrogénio. r
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eficiéncia de degradacdo, com excecdo do experimento 3, que obteve valores
estatisticamente similares ao experimento controle (Figura 9). Neste
experimento nao foi feita a correcdo de pH e foi acrescentada a fonte de
carbono e nitrogénio. Estas condicbes podem ter favorecido a microbiota

nativa.

Exp.8 )
Exp.4 )

Exp.7 )

Exp.3 )
Exp.2

Exp.5

Exp.1

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6

Log. da concentragao relativa média dos hidrocarbonetos aromaticos

Figura 9- Comparacdo das concentracdes relativas de hidrocarbonetos aromaticos

dos experimentos com consorcios (4, 3,2,1) e seus respectivos controles (8,7,6,5).
Exp. 01- Consoércio + alteracéo de pH + fonte adicional de C e N; Exp.2- Consoércio + alteragéo de pH sem adigdo de
fonte de C e N; Exp. 03- Consorcio sem alteracdo de pH + fonte adicional de C e N; Exp. 04- Consércio sem
alteracdo de pH sem fonte adicional de C e N; Exp. 05-Sem adi¢do do consoércio + alteracdo de pH + fonte adicional
de C e N; Exp.06- Sem adicéo do consoércio + alteracéo de pH sem adigao de fonte de C e N; Exp. 07-Sem adigao
do consorcio e sem alteracdo de pH + fonte adicional de C e N; Exp. 08- Sem adi¢do do consorcio e sem alteragao
de pH sem fonte adicional de C e N
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6.3.3 Hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos

A Tabela 6 apresenta a matriz estendida do planejamento
experimental 22 com os valores da concentracéo relativa média e do logaritimo
decimal de cada concentracdo para dos hidrocarbonetos totais avaliados
(tridecano, tetradecano, hexadeceno, fenildecano, pireno, naftaleno e
fenantreno).

Tabela 6- Matriz estendida do planejamento experimental 2° para os
hidrocarbonetos alifadticos e arométicos

Exp. | Presencade | Correcéo a Fonte Concentracbes Logaritimo
consércio® pH neutro® | adicional relativas de decimal da
de hidrocarboneto® | concentracéo de
carbono e (%) hidrocarbonetos®
nitrogénio®
01 + + + 20,37+4,28 1,3022+0,0957
02 + + - 10,46+5,76 0.980+0,219
03 + - + 25,88+3,82 1,4399+0,1330
04 + - - 18,76+5,03 1,3015+0,2717
05 - + + 27,74+5,03 1,4383+0,0803
06 - + - 23,71+8,11 1,3553+0,1659
07 - - + 41,01+9,66 1,6095+0,0654
08 - - - 41,41+6,39 1,6094+0,0992

1 + corresponde a presenga e - a auséncia do consorcio bacteriano.

20 nivel + corresponde apH =7,0+ 0,1 e o nivel -apH=3+0,1.

3 + corresponde a adicao de fonte de carbono e nitrogénio e - a ndo adicao

4 Média das concentragdes relativas de trés experimentos (tempo 28 dias) mais desvio padrédo
*Média do logaritimo decimal das concentracdes de trés experimentos mais desvio padrao
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Como mencionado para os hidrocarbonetos alifaticos e para os
aromaticos quando avaliados separadamente, na analise destes
hidrocarbonetos juntos, a presenca do consorcio determinou a menor

concentracao relativa média: 18,87 (Tabela 7).

Tabela 7- Descricdo estatistica dos efeitos isolados de cada fator na
degradacdo dos hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos.

Variavel Média da concentracdo | Médialog. Concentracéo

(mc) e desvio padréo (logmc) e desvio padrao
Consorcio _ 33,47+10,42 1,5031+0,1484
+ 18,87+7,07 1,2383+0,2042
Correcdo do pH | _ 31,77+11,66 1,4725+0,1728
+ 20,57+8,40 1,2689+0,2225
Fonte adicional | _ 23,59+13,40 1,3015+0,2717

de carbono e

nitrogénio + 28,75+8,98 1,4399+0,1330

(-)auséncia (+) presenca

No trabalho de Oliveira (2001) sobre biorremediacdo de solos
contaminados com petréleo utilizando consércio de fungos e bactérias é
destacado que o uso de cultura mista foi o fator que mais contribuiu para a
remocao da fracdo pesada de 6leo. O uso de cultura mista tem se configurado
como importante e promissora ferramenta biotecnolégica para os tratamentos
ambientais. Na Tailandia, Charoenchang et al. (2003) encontraram um potente
consoércio de microrganismos degradadores de fenantreno, fluoranteno e pireno
em folhas de arvores tropicais e usaram estas bactérias para bioaumentacao
de solo contaminado com Hidrocarbonetos poliaromaticos. Eles sugeriram que
as folhas das arvores e suas bactérias associadas poderiam ser utilizados

diretamente como indculos para biorremediacao.




149

O fator correcdo do pH também apresentou importancia
significativa na degradacdo dos compostos (Figura 10). A presenca da fonte
adicional de carbono e nitrogénio ndo representou contribuicdo ao processo,
demonstrando maior concentracao relativa média do que na auséncia (Figura

10).

Consorcio Correcao de pH

1,5

1,41 \
1,31 \

1/2 - T T T T
- + - +
Adic3o de carbono e nitrogénio

1,54

1,4 /
1,3 | /

1,2 ,

Média do logaritimo das concentracées

Figura 10- Efeitos principais dos parametros (consorcio, corre¢cdo de pH, carbono e
nitrogénio) avaliados na degradacgédo dos hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos

Oliveira (2001), nos ensaios de biodegradacdo em solo observou
que o parametro pH ndo melhorou a eficiéncia do processo. Entretanto no
presente estudo, considerando as concentracoes relativas dos hidrocarbonetos
alifaticos e aromaticos, a correcdo do pH teve um efeito principal significativo,

indicando que esta alteracdo promove maior degradagcéo dos compostos.
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Sem carbono e nitrogénio extra M

Carbono e nitrogénio extra |

sem corre¢do de pH )

Com corregdo de pH )

Sem consércio |

Com consorcio

0o 02 04 06 08 1 1,2 1,4 16

Log. da concentragdo relativa média

Figura 11- Comparacgédo dos efeitos principais da presenca e auséncia de cada
parametro na avaliagdo dos hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos.

Na Figura 11 observamos uma comparacdo do processo
envolvendo todos os hidrocarbonetos avaliados. Assim € possivel visualizar a
maior eficiéncia dos parametros consorcio e correcdo do pH, como ja

mencionado.
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Aparentemente a interagdo entre o consércio e a corre¢do do pH
foi positiva, apresentando maior eficiéncia na redugéo da concentragdo dos
hidrocarbonetos (Figura 12-A). A presenca da fonte de carbono e nitrogénio foi
um fator inibitorio para a biodegradacdo dos hidrocarbonetos avaliados (Figura
12-B). Bento (2003) descreve que a adicao de nutrientes em experimento sob

biodegradacéo de solos teve efeitos minimos.

+ +
1 1 1 1
-1,6 Consorcio
- —— -
- +
1,4
Consbércio n_ P
~N
~N 2 -
~ 1,2
- '
~ A _ 5
1,6 Corregdo
—— -
./. —B— +
. 1,4
Corregdo P Ve
7
7
- C

Carbono e nitrogénio

Figura 12- Interacdo entre os parametros avaliados na degradacdo dos
hidrocarbonetos alifaticos e aroméaticos. A — interagdo entre consorcio e corre¢ao
de pH; B- interacao entre consorcio e fonte de carbono e nitrogénio e C- interacao
entre correcdo de pH e fonte de carbono e nitrogénio.
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Exp.8 )
Exp.4 J

Exp.7 )
Exp.3 )

Exp.6
Exp.2

Exp.5
Exp.1

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6

Log. da concentragdo relativa média dos hidrocarbonetos aromaticos

Figura 13- Comparacdo das concentracfes relativas de hidrocarbonetos alifaticos e
aromaticos dos experimentos com consorcios (4, 3,2,1) e seus respectivos controles

(8,7,6,5). Exp. 01- Consorcio + alteracéo de pH + fonte adicional de C e N; Exp.2- Consércio + alteragio de pH
sem adigdo de fonte de C e N; Exp. 03- Consdrcio sem alteracdo de pH + fonte adicional de C e N; Exp. 04-
Consoércio sem alteragdo de pH sem fonte adicional de C e N; Exp. 05-Sem adicéo do consércio + alteragéo de pH +
fonte adicional de C e N; Exp.06- Sem adigdo do consércio + alteracdo de pH sem adicédo de fonte de C e N; Exp.
07-Sem adicéo do consorcio e sem alteracéo de pH + fonte adicional de C e N; Exp. 08- Sem adi¢&o do consorcio e
sem alteragao de pH sem fonte adicional de C e N

A Figura 13 apresenta, de forma geral, o comportamento dos oito
experimentos realizados (Tabela 1), havendo melhores taxas de degradacao
nos experimentos com consorcio, exceto no experimento trés, considerando
gue seu controle (exp.7) apresentou taxas tao significativas de degradacéao.

Bento et al. (2003) avaliaram a atenuacéo natural, bioestimulagéo e
bioaumentacdo, concluindo que a bioaumentacdo apresentou os melhores
resultados de degradacao tanto das fracdes leves, quanto das pesadas do
petrdleo e que a atenuacdo natural foi mais eficiente do que a bioestimulacgéo.
Concluiu ainda que a melhor performance para a biorremediacdo do solo
contaminado com diesel foi obtida quando foram adicionados microrganismos

pré-selecionados do ambiente contaminado.
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Mariano (2006) cita que Venkateswaram & Harayama (1995), por
meio do enriquecimento de culturas, isolaram uma populacéo bacteriana capaz
de degradar petréleo bruto, verificando que 28-51% da fracdo saturada e O-
18% da fracdo aromética presentes foram biodegradadas por uma cultura
mista. Contudo, quando as culturas foram colocadas puras, nenhuma delas
apresentou melhor degradacdo do que quando estavam consorciadas.
Entretanto ha trabalhos como o de Mariano et al.(2007) que registram que a
bioaumentacdo com consorcio de bactérias isoladas de Landfarming foi a
variavel que apresentou 0s menores efeitos positivos nas taxas de
biodegradacédo. Nos estudos destes autores apesar de ser possivel observar
claramente a melhoria na eficiéncia de biodegradacdo, ndo foi comprovada
estatisticamente haver diferenca dos controles.

No presente estudo, o modelo estatistico que se delineia, apesar
da visualizacdo da eficiéncia das interacbes na degradacdo dos
hidrocarbonetos totais avaliados € o que considera apenas os efeitos principais
de cada parametro, ndo tendo as associacbes, mesmo aparentemente mais
eficientes, valor estatistico significativo. Assim considera-se 0 consércio
(p=0,000) o principal fator responsavel pelos resultados de biodegradacéo
avaliados, seguido da correcdo do pH (p=0,001) e auséncia de fonte adicional

de carbono e nitrogénio (p=.0,017).
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6.3.4 Cinética de degradacéao

Aliguotas dos experimentos foram coletadas nos tempos 0, 7, 14 e
28 dias para avaliagcdo da cinética de degradacdo, mensurada por meio da
analise das concentracfes relativas médias dos hidrocarbonetos em estudo
(tridecano, tetradecano, hexadeceno, fenildecano, naftaleno, fenantreno e
pireno).

As Figuras 14 e 15 mostram os cromatogramas do experimento 1
(Tabela 1) com 7 e 28 dias respectivamente . Ao se observar a cinética da
degradacédo dos hidrocarbonetos (Figura 16) visualizamos que 0s experimentos
1,2,3 e 4, que possuem o inoculo do consércio apresentam a cada tempo
avaliado menor concentracdo de hidrocarbonetos, havendo entretanto
degradacdo também nos experimentos controles (5,6,7 e 8). Isto indica
também importante atuacdo da microbiota nativa. Vale ressaltar que como a
agua utilizada nos experimentos nado foi esterilizada era esperado que

processos de degradacdo também ocorressem nos experimentos controles.
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Figura 14- Cromatograma do experimento 01 ap6s 07 dias de incubacgéo
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Figura 15- Cromatograma do experimento 01 apos 28 dias de incubacéo.
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Figura 16- Cinética da degradacao dos hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos



157

Uma visualizagdo do processo € mostrada nas Figuras 17 e 18.

Figura 17- Experimentos apés 7 dias. A- sem adi¢do de consorcio B- Experimentos
com adig&o de consorcio.

Figura 18- Experimentos ap0s 28 dias. A- Exp.1 (com consorcio)
e Exp. 5 (sem consorcio) B- Exp.2 (com consorcio) e Exp. 6 (sem
consorcio) C- Exp.3 (com consorcio) e Exp. 7 (sem consorcio) D-
Exp.4 (com consoércio) e Exp. 8 (sem consorcio)
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6.4 Conclusdes

+ As estratégias de biorremediacdo testadas ex situ neste estudo

mostraram-se potencialmente promissoras;

+ De acordo com o modelo estatistico esbocado ao nivel de significancia
de 5% os valores do p-value foram: consércio p=0,000; correcdo de pH
p=0,001 e auséncia de carbono e nitrogénio p= 0,017. Assim, considera-
se que todos os parametros avaliados apresentaram efeito, entretanto a
presenca do consércio foi o fator mais importante na degradacdo dos

hidrocarbonetos avaliados;

+ Comparando-se os valores obtidos quando avaliados hidrocarbonetos
alifaticos e aromaticos separadamente, observa-se que houve consumo

preferencial pelos compostos alifaticos;

+ As melhores condicdes descritas para o processo podem ser resumidas
como adi¢ao do consoércio, correcdo do pH e auséncia de fonte adicional

de carbono e nitrogénio.

+ Considera-se que as bactérias utilizadas no consércio avaliado neste
estudo, apresentaram significativa vantagem na degradacdo dos
compostos do petroleo, tornando-as linhagens promissoras para

possiveis tratamentos por biorremediacao;
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VIl Consideracdes finais

* Com a realizacdo deste estudo, microrganismos com potencial
biodegradador foram identificados e consequentemente podem vir a ser
empregados em processos de degradacdo de hidrocarbonetos no ambiente ou
na producéo de enzimas de valor biotecnoldgico. Acredita-se que seja possivel
obter bioprodutos para remediacdo de areas impactadas com petroleo. Desta
forma espera-se que a protecdo dos ecossistemas, em especial os aquaticos

possa ter um elemento a mais na sua efetivacao.

* Espera-se que este conhecimento proporcione meios para aprimorar
processos de biorremediacéo utilizando culturas de microrganismos oriundos
da regido amazobnica, e portanto, adaptados ao clima da regido, o que é um

fator determinante para o éxito dos biotratamentos ambientais.
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