UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
PROGRAMA MULTI-INSTITUCIONAL DE POS-GRADUACAO EM
BIOTECNOLOGIA-PPGBIOTEC

SELECAO E IDENTIFICACAO DE BACTERIAS ASSOCIADAS A
ISOPTEROS (CUPINS), COLETADAS NO MUNICIPIO DE COARI,
REGIAO DO MEDIO SOLIMOES, COM POTENCIAL PARA
DEGRADAR PETROLEO

ROZIVETE MACIEL DE LIMA

Coari-AM
2017



UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
PROGRAMA MULTI-INSTITUCIONAL DE POS-GRADUACAO EM
BIOTECNOLOGIA-PPGBIOTEC

SELECAO E IDENTIFICACAO DE BACTERIAS ASSOCIADAS A
ISOPTEROS (CUPINS), COLETADAS NO MUNICIPIO DE COARI,
REGIAO DO MEDIO SOLIMOES, COM POTENCIAL PARA
DEGRADAR PETROLEO

ROZIVETE MACIEL DE LIMA

Dissertacao apresentada ao
Programa de PoOs-Graduacdo em
Biotecnologia, Universidade Federal
do Amazonas, como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de
Mestre em Biotecnologia.

Orientador: Dr. EDMAR VAZ DE ANDRADE
Co-orientador: Dr. JOSEMAR GURGEL DA COSTA

Coari-AM
2017



Ficha Catalografica

Ficha catalografica elaborada automaticamente de acordo com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).

Lima, Rozivete Maciel de
L732s Selecao e identificacdo de bactérias associadas a isopteros
(cupins), coletadas no municipio de Coari, regido do Médio
Solimdes, com potencial para degradar petroleo / Rozivete Maciel
de Lima. 2017
73 f..il. color; 31 cm.

Orientador: Edmar Vaz de Andrade

Coorientador: Josemar Gurgel da Costa

Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) - Universidade Federal
do Amazonas.

1. Petréleo. 2. Biorremediagdo. 3. Enterobacter cloacae. 4.
Bioemulsificantes. 5. Biossurfactantes. |. Andrade, Edmar Vaz de Il.
Universidade Federal do Amazonas lll. Titulo




ROZIVETE MACIEL DE LIMA

SELECAO E IDENTIFICACAO DE BACTERIAS ASSOCIADAS A
ISOPTEROS (CUPINS), COLETADAS NO MUNICIPIO DE COARI,
REGIAO DO MEDIO SOLIMOES, COM POTENCIAL PARA
DEGRADAR PETROLEO

Dissertacao apresentada ao
Programa de PoOs-Graduacdo em
Biotecnologia, Universidade Federal
do Amazonas, como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de
Mestre em Biotecnologia.

Aprovado em: 20 de dezembro de 2017.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Edmar Vaz de Andrade - Presidente

Prof®. Dr®. Waldirene Caldas Rocha
Instituto de Saude e Biotecnologia-Campus Médio Solimdes-Universidade Federal
do Amazonas

Prof?. Dr?. Marcia Neiva
Centro de Biotecnologia da Amaz6énia-CBA

Prof?. Dr2. Cecilia Carvalho
Universidade Federal do Amazonas

Prof?. Dr?. Ana Claudia Kaminsk
Instituto de Saude e Biotecnologia-Campus Médio Solimbes-Universidade Federal
do Amazonas



DEDICATORIA

Dedico primeiramente este trabalho a minha filha Lauanne Izabel de Lima Gonzalez,
pelo amor, compreenséo, paciéncia e parceria durante o transcorrer desta misséo.
A minha mae Edite Pereira Maciel pelo belo exemplo de vitéria.

A minha irma Rosicleia Pereira de Lima pelo incentivo e persisténcia & minha

inscricdo na selecao do Programa de P6s Graduacdo em Biotecnologia.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por ter me concedido o dom da vida.

A Minha Familia, Lauanne Izabel de Lima Gonzalez, Edite Pereira Maciel, Antonio
Goncalves de Lima, Rosicleia Pereira de Lima, entre outros, que sempre estiveram
ao meu lado, apoiando a minha carreira cientifica.

Ao Prof. Dr. Edmar Vaz de Andrade, orientador, por sua orientagéo, paciéncia,

dedicacéao e contribuicdo para concluséao deste trabalho;

Ao Prof. Dr. Josemar Gurgel da Costa, co-orientador, pela infinita paciéncia e
sabedoria, sem o qual esse trabalho certamente nao teria sido concluido;
Ao Prof. Ms. Jefeson Antunes, pelo apoio, incentivo e colaboracéao;

Ao Prof. Ms. Jalio Nino Neto, pelo apoio e colaboracao;

A Prof2, Dr. Ana Claudia Kaminsk, pela disponibilidade em nos ajudar na
identificacdo dos térmitas;

Ao Prof. Dr. Marcio Couto, pelo apoio no transcorrer das etapas das analises
estatisticas;

E a Institui¢ao:

UFAM, pela oportunidade em cursar um programa de Pds-Graduacao



LISTA DE FIGURAS
TITULO DA FIGURA PAGINA

Figura 1 - Divis&0 dos HidroCarbDONETOS ............uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeiiiieee 17
Figura 2. Registros médio de acidentes ambientais entre os anos de 1970 a 2014 .21
Figura 3. Transporte do petrdleo da Provincia de Urucu até a cidade de Manaus....23

Figura 4. Caracteristicas morfoldgicas dos soldados...Erro! Indicador néo definido.

Figura 5. Fluxograma das etapas desenvolvidas na pesquiSa..............cccuuvevveenennnnne 39
Figura 6. Maceragao dOS LEIMILAS ........cceeeiiiiiiiiiiiiiee et e e e e 41
Figura 7. Protocolo experimental de obtencao de culturas puras............cccoeeeeeeeeeenns 42
Figura 8. Identificacdo dos térmitas oriundos do cupinzeiro A2 ..........ccccceeeeeeeeeeeeennns 50

Figura 9. Crescimento de A2H em meio liquido contendo petr6leo como Unica fonte

(0 L= o= 11 0o [0 1P 55
Figura 10. Caracterizacdo morfologica de A2H..........cooorriiiiiiii e, 55
Figura 11. Gel daPCR d€ AZH ........uiiii et eeeeaaees 56
Figura 12.Teste de sensibilidade a antibidticos de E. cloacae.........cccccccceeeveeeenennnnns 58
Figura 13.Curva de crescimento de E. Cloacae............ccoevvveiiiiiieiiceeiiiicce e, 59
Figura 14. Atividade Emulsificante de Sobrenadante de E. cloacae.......................... 61

Figura 15.Teste de atividade emulsificante de sobrenadante de cultura de E. cloacae

Figura 16.Hidrofobicidade Celular de E. Cloacae ............cccccceeeieiieiiiieiiiiciie e, 63
Figura 17.Producéo de biossurfactante por E. cloacae............cccccvuvviiiiiiniiniiininnnnnns 64



LISTA DE TABELAS

TITULO DA TABELA PAGINA
Tabela 1. Composicéao total de hidrocarbonetos do petréleo ........ccccccvvvvvvvveeeeeennnnn. 18

Tabela 2. - Estruturas quimicas e efeitos téxicos dos 16 HPAs considerados
poluentes prioritarios pela USEPA ... i 19
Tabela 3. Identificacdo dos pontos de coletas dos termiteiroS ..........ccoevvvvvvvvineeennn. 40
Tabela 4. Capacidade de crescimento microbiano em meio contendo petréleo como
Unica fonte de carbON0 € ENEIGIA .........uuuiiiiiiiiiiiiiieiie e 52

Tabela 5. Resultado do teste de enriquecimento dos morfotipos isolados do

CONSOICIO CONS A ..o e e e e e 54
Tabela 6. Caracterizacdo morfolégica e identificacdo molecular de A2H.................. 56
Tabela 7. Teste de sensibilidade a antibioticos de E. cloacae ..........coeeeveevveeeeiinneennn. 58

Tabela 8. Resultados do teste Tukey para atividade emulsificante de sobrenadante
(0 L= o [0 = U= U= P 61
Tabela 9. Resultados do teste Tukey de E. cloace referente a sua hidrofobicidade

(o1 =) (0] 1= 1 TR 63



LISTAS DE SIGLAS

BH-Bushnell Hass Broth

BTEXs- benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno

CFAOC- Capitania fluvial da Amazonia Ocidental

HPAs- Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

HTPs- Hidrocarbonetos totais do petréleo

ISB- Instituto de Saude e Biotecnologia Campus Médio Solimdes
ITOF- The International Tanker Owners Pollution Federation Limited (Federagao
Internacional dos proprietarios de navios poluidores)

LB- Luria-Bertani

Min- minuto

MMM- Meio mineral minimo

PCA- Agar para contagem de placa

SDS- Dodecil sulfato de sédio

USEPA- Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos



RESUMO

O petroleo também conhecido como 6leo cru € um liquido escuro de composicao
variavel, geralmente menos denso que a agua. Constituindo uma mistura de grande
namero de diferentes compostos organicos e inorganica, que por sua vez
contribuem para torna-lo uma mistura complexa. Devido ao consumo cada vez
crescente dos combustiveis fésseis coloca o petroleo como um dos mais importantes
produtos de consumo da humanidade. Inegéaveis avangos tecnoldgicos e até mesmo
sociais sao advindos da era “Pés-Petréleo”. Porém, a dependéncia da populagao por
derivados do petréleo vem ocasionando aos diversos tipos de ecossistemas
(terrestres e aquaticos) graves danos ambientais. Deste modo, a busca por
alternativas que objetivem atenuar tais impactos vem crescendo significativamente e
dentre elas se destaca a biorremediacdo. Esta técnica emprega organismos Vvivos,
sobretudo microrganismos com o objetivo de degradar poluentes ambientais. Neste
contexto, um estudo prévio isolou a bactéria Enterobacter cloacae provenientes de
amostras de térmitas, coletadas na Estrada Coari-ltapeud no Municipio de Coari,
confirmou-se sua identificacdo por sequenciamento do gene 16S. Testes de
biodegradacéo realizados em laboratorio confirmaram a capacidade desta bactéria
em degradar petroleo, além de confirmar a producdo de biossurfactante e
bioemulsificante por esta espécie. Ainda neste estudo, comprovou-se que a E.
cloacae tem a capacidade de aumentar sua hidrofobicidade celular, quando exposta
ao Oleo bruto. Consequentemente, estes meios bioldgicos (producdo de
biossurfactante, bioemulsificante e aumento a hidrofobicidade celular) tem como
objetivos aumentar o contato com solventes hidrofobicos, como no caso do petréleo.
O objetivo desta pesquisa foi selecionar e identificar bactérias associadas a
isOpteros coletadas da Regido do Médio Solimdes com potencial para degradar
petréleo. Portanto, apés a identificacdo molecular realizou-se testes para verificar
seu perfil de crescimento em meio de cultura contendo petréleo como Unica fonte de
carbono e energia, bem como testes de hidrofobicidade celular, producédo de
biossurfactantes e bioemulsificantes. Porém, mais estudos sdo necessério para
efetiva comprovacdo do potencial deste microrganismo em degradar petréleo, afim
de emprega-lo em técnicas de biorremediacao.

Palavras-chaves: petréleo, biorremediagéo, Enterobacter cloacae, bioemulsificantes,
biossurfactantes e hidrofobicidade celular.



ABSTRACT

Oil also known as crude oil is a dark liquid of variable composition, usually less
dense than water. Composing a mixture of large number of different organic and
inorganic compounds, which in turn contribute to make it a complex blend. Due to the
increasing consumption of fossil fuels, petroleum is one of humanity's most important
consumer products. Undeniable technological and even social advances come from
the post-oil era. However, the dependence of the population on oil products has
caused many types of ecosystems (terrestrial and aquatic) serious environmental
damage. In this way, the search for alternatives that aim to mitigate these impacts
has been growing significantly, among them the bioremediation. This technique uses
living organisms, especially microorganisms with the objective of degrading
environmental pollutants. In this context, a previous study isolated the Enterobacter
cloacae bacteria from samples of termites, collected on the Coari-ltapeua Road in
the Municipality of Coari, its identification was confirmed by sequencing the 16S
gene. Biodegradation tests carried out in the laboratory have confirmed the ability of
this bacterium to degrade oil. The objective of this research was to select and identify
bacteria associated with isoptera collected from the Middle Solimdes Region with
potential to degrade oil. After the identification, tests were carried out to verify its
growth profile in oil culture medium as the only source of carbon and energy, as well
as cell hydrophobicity tests, biosurfactant and bioemulsifier production. However,
more studies are needed to effectively prove the potential of this microorganism to
degrade oll, that is, to use it in bioremediation techniques.

Keywords: petroleum, bioremediation, Enterobacter cloacae, bioemulsifiers,

biosurfactants and cellular hydrophobicity.
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1. INTRODUCAO

1.1 Petréleo: Propriedade, Aplicacdes e Problema Ambiental
O petréleo também conhecido como 6leo cru, 6leo bruto, € o principal

representante dos hidrocarbonetos (composto formados exclusivamente de carbono
e hidrogénio). Ele se apresenta como um liquido escuro, viscoso, geralmente menos
denso que a agua, além de ser caracterizado como uma mistura bastante complexa
gue envolve mais de 600 tipos de hidrocarbonetos (ROCHA et al., 2009).

Ele esta no topo das substancias que mais contaminam o planeta, tendo em
vista seu consumo cada vez mais elevado. Porém, estudos afirmam que o petréleo
tem duas grandes aplicacdes: a primeira € como fonte de combustiveis, a segunda
como fonte de matérias-primas industriais. Deste modo, se o 6leo bruto for
submetido a destilacdo fracionada, ele dara origem a diversas fracbes organicas,
com diferentes pesos moleculares e principalmente com diversas utilidades como:
gads de cozinha, gasolina, querosene, O6leo diesel, 6leo lubrificante, vaselina,
parafina, piche e etc. Portanto, é indiscutivel sua importancia financeira e econémica
(BAIRD, 2002).

No entanto, a dependéncia da populacdo por derivados do petroleo vem
acarretando danos ao meio ambiente. Pesquisas relacionadas apontam que nos
altimos 40 anos quase 6 milhdes de toneladas de 6leo cru ou derivados foram
derramados nos ecossistemas marinhos, sem considerar os acidentes ocorridos em
terra firme. Por se tratar de uma mistura oleosa, sua retirada do solo, bem como da
dgua é uma tarefa extremamente complexa. Alguns compostos presentes no
petréleo é de facil remocao, sendo até volateis, enquanto outros, sdo mais dificeis a
sua retirada e persistem por bastante tempo no ambiente. Outro fator que merece
abordagem é que certos componentes do petréleo (em especial os aromaticos)
possuem efeito toxico, carcinogénicos e mutagénicos, representando assim, risco
aos diferentes tipos ecossistemas, bem como aos seres humanos (SISINNO, 2003).
1.2 Biorremediacao

Métodos relacionados ao tratamento de areas afetadas por petroleo estdo
sendo constantemente avaliados e testados. Uma técnica que vem se mostrando
bastante promissora € a biorremediacdo. Ela emprega organismos vivos, sobretudo
microrganismos, objetivando degradar poluentes ambientais. Ha relatos na literatura

de diversos microrganismos capazes de proverem a remediagdo de areas



15

contaminadas por petrdleo. Porém, especial atencdo tem sido dada aos fungos
filamentosos e as bactérias. Alguns géneros de bactérias vem se destacando frente
a este método, entre eles os géneros Bacillus e Pseudomonas, ambos possuem
espécies com reconhecida capacidade de remediar compostos de petréleo
(HARITASH e KAUSHIK, 2009).

Portanto, visando contribuir com pesquisas voltadas a biorremediacdo de
areas impactadas por petrdleo, o presente trabalho teve como objetivo selecionar e
identificar bactérias associadas a isOpteros, coletadas no Municipio de Coari-AM,

Regido do Médio Solim&es, com potencial para degradar petroleo.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Petroleo

O petroleo também conhecido como Oleo cru € um liquido escuro de
composicdo variavel, geralmente menos denso que a agua. Constitui-se de uma
mistura de grande numero de diferentes compostos organicos e inorganicos, que por
sua vez contribuem para torna-lo uma mistura complexa. Seu componente
majoritario sdo os hidrocarbonetos, ou seja, aqueles formados de carbono e
hidrogénio. Entretanto, uma pequena parte é constituida de compostos organicos
contendo atomos de enxofre, nitrogénio e oxigénio, considerados impurezas
(ROCHA et al., 2009).

A formacdo do petroleo é similar a do carvao, ou seja, a matéria organica
sofre transformacdes em condi¢cdes anaerobicas e elevadas pressfes. Estudos
revelam que o petroleo diferentemente do carvdo é proveniente de matéria organica
de origem animal. Segundo essa teoria, organismos de tamanhos microscopicos
constituintes do plancton sdo sedimentados no fundo dos mares em camadas
superpostas, que em um ambiente sem oxigénio fica sujeito a acdo de bactérias
anaerodbicas. Carboidratos e proteinas sédo transformados, por essas bactérias, em
substancias gasosas solUveis em agua e em um residuo formado por gorduras e
compostos estaveis lipossoluveis, como resinas, colesterol, etc., conhecido como
sapropel. Esse residuo é transformado em hidrocarbonetos liquidos e gasosos pela
acdo das bactérias ap0s enormes periodos de tempo, associado a pressao e
temperatura, bem como a catélise promovida pela argila, gerando assim aquilo que
conhecemos como petréleo (ROCHA et al., 2009).

Fundamentalmente, podemos afirmar que o petrdleo tem duas grandes
aplicacbes. A primeira € como fonte de combustiveis, a segunda como fonte de
matérias-primas industriais, ou seja, sdo reagentes empregados em reacles
guimicas, realizadas em industrias adequadamente equipadas, permitindo assim, a
obtencdo de novas substancias de interesse para a sociedade (BAIRD, 2002).

Se o petréleo for submetido a destilacédo fracionada, o 6leo cru dara origem a
diversas fragcdes organicas, com diferentes pesos moleculares e principalmente com
diversas utilidades como: gas de cozinha, gasolina, querosene, 6leo diesel, 6leo
lubrificante, vaselina, parafina, piche e etc. Deste modo, é indiscutivel sua

importancia financeira e econémica (ROCHA et al., 2009).
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2.1.1 Hidrocarbonetos totais do petroleo
Os hidrocarbonetos séo basicamente divididos em dois grupos, os alifaticos e

0s aromaticos. Alifaticos séo hidrocarbonetos com atomos de carbono estruturais em
cadeias abertas e fechadas (ciclicas), ndo aromaticas. JA 0s aromaticos sao
hidrocarbonetos que apresentam em sua estrutura quimica anel benzénico
(BARBOSA, 2004).

O chamado HTP (Total Petroleum Hydrocarbons) é o conjunto de todos os
hidrocarbonetos que estdo presentes em uma amostra de petréleo ou de seus
derivados, considerando-se a soma dos compostos alifaticos e aromaticos
(BARBOSA, 2004).

Os hidrocarbonetos alifaticos estdo divididos em quatro classes: alcanos,
alcenos, alcinos e cicloalcanos. Por sua vez, os aromaticos, estdo divididos em

monoaromaticos e poliaromaticos (Figura 1) (BARBOSA, 2004).

4 N

Hidrocarbonetos

|

Alifaticos

Aromaticos

[ | '

: I
Alcanos Alcinos .
Monoaromaticos

Ciclanos Poliaromaticos

Alcenos

N /

Figura 1 - Diviséo dos Hidrocarbonetos
Fonte: Santos. F.J

As propriedades dos hidrocarbonetos variam de funcdo da presenca de
instauracdes e cadeias ciclicas, assim os hidrocarbonetos cujas ligag6es carbono-
carbono sédo ligacdes simples, sdo chamados de alcanos, os que contém uma
ligacdo dupla entre os atomos de carbonos sdo o0s alquenos e aqueles que
apresentam uma ligacao tripla carbono-carbono séao alquinos. Assim para critério de
classificacdo temos: a presenca de ligacdes duplas ou triplas e a existéncia de
cadeias fechada (BARBOSA, 2004).

Os alcanos constituem a maior por¢cdo dos compostos presentes no petréleo

(52%), em segundo lugar aparecem os hidrocarbonetos aromaticos (24%), seguidos
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pelos compostos nitrogenados, oxigenados e sulfurados somam 16% de todos os
compostos presentes e finalmente os asfaltenos, que somam 8%, estes formam a
fracdo mais densa dos hidrocarbonetos de petroleo (Tabela 1) (HADIBARATA e
TACHIBANA, 2009).

Tabela 1. Composicao total de hidrocarbonetos do petréleo

Fracao Porcentagem (%)
Alcanos 52
Aromaticos 24
NSO* 16
Asfalteno 8

*Compostos Nitrogenados, Sulfurados e Oxigenados
Fonte: (Hadibarata e Tachibana, 2009)

Os hidrocarbonetos parafinicos, pertencentes a série dos alcanos,
representam uma grande proporcao dos hidrocarbonetos presentes no petréleo e no
gas natural. S&o os maiores constituintes da matéria organica do solo, pouco
reativos, insolUveis e recalcitrantes (PETER, 2004).

Os ciclicos sdo hidrocarbonetos que apresentam cadeia fechada entre
atomos de carbono, como os cicloalcanos, representados por hidrocarbonetos
nafténicos. Estes sdo compostos por cadeias fechadas em forma de anéis contendo
trés ou mais atomos de carbono, sendo que as séries com cinco ou seis atomos sao
mais comumente encontradas nos petréleos. As ligacfes saturadas das cadeias
conferem estabilidade aos compostos, cujas propriedades se assemelham as dos
alcanos lineares (BARBOSA, 2004).

Os hidrocarbonetos aromaticos assim como os alcanos, séo introduzidos no
ambiente a partir de véarias fontes: os motores de exaustdo a gasolina e
especialmente os de combustdo a diesel, o alcatrdo da fumaca do cigarro, a
superficie de alimentos chamuscados ou queimados, a fumaca da queima de
madeira ou carvao, e outros processos de combustiveis nos quais o carbono ou
combustiveis ndo sdo completamente convertidos em CO ou CO,. Portanto, as
principais fontes de hidrocarbonetos aromaticos séo o carvao de pedra, ou hulha e o
petréleo (BAIRD, 2002).

Os monoaromaticos presentes no petréleo que mais se destacam s&o 0
benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno, que sdo chamados BTEXs. Estes nao

formam concentragcdes abundantes na maioria dos o6leos brutos. Em sua maior
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proporcao sao produzidos durante o processo de destilagédo e sdo associados aos
produtos do refino, como a gasolina, o querosene e o 6leo diesel (ANDRADE et al.,
2010).

Os poliaromaticos possuem em sua estrutura dois ou mais anéis benzénicos,
também chamados de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs). Dentre os
constituintes do petréleo, estes apresentam importancia ambiental, por possuirem os
componentes mais téxicos do petréleo, além de estarem relacionados a efeito
carcinogénico. Outra propriedade em relacdo aos HPAs € que, alguns destes
possuem baixo peso molecular e consequentemente, sdo bastante sollveis em
agua, o que contribui para aumentar o risco de contaminac¢des (KENNISH, 2004).

De acordo a com a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos da
América (USEPA), existem mais de 100 tipos diferentes de HPAs. Entretanto, ela
estabelece uma lista com os 16 HPAs considerados prioritarios no monitoramento
ambiental (Tabela 2). As prioridades destes compostos esta relacionada as
informacBes quimico-fisica, toxicoldgica, industriais e ambientais, além das
propriedades de carcinogenicidade e de ocorréncia ao meio (VERSCHUEREN,
2001).

Tabela 2. Estruturas quimicas e efeitos tdxicos dos 16 HPAs considerados poluentes prioritarios pela
USEPA

Nomenclatura Nomenclatura

(IUPAC) Estrutura Etero (IUPAC) Estrutura Eteito
Maftaleno texico Acenaftileno f“‘r’ mutanénico
e
Accnafteno & mutagdinicao Fluorcno (@ -._'E:] mutagénicoe
. 1G¥ico e
Antraceno :I:If::l mutagénico Fenantreno l:lj) mutagénico
- a - s . - .
calcinuygénicoe e . ) carcinugénico e
Flucranteno CJ% mutagénica | Ten® d;EE[ mutagénice
- T carcinogenico e  Benzo (a) | carcinogénico e
Criseno :,T5 mutagénicao antraceno C:__T::]’J mutagénico
Denzo (b) E} carcinogénice e Denzo (k) — E""' carcinogénico e
Tiuoranteno mutagénica Tiuorantzno -\,I: mutageénico
. ] carcinogénice ¢ Dibenzo (a,h) - carcinogénico o
Benzo (2) pireno C(EE:; mulaygénicu anlracemno “I:IE] mulaygenice

Benzo {(g,h.i) i i carcinogénico Indeno (1,2,3 cd) CEPQ carcinogénico

perileno S T pireno

Fonte: (SIMS et al., 1988).
Contudo, pesquisas relacionadas afirmam que as moléculas de HPAs em si

ndo sdo agentes carcinogénicos, elas devem ser transformadas no organismo
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mediante varias reagfes metabodlicas antes de serem produzidas as verdadeiras
espécies causadoras de céancer (BAIRD, 2002). Portanto, diante do exposto €&
indiscutivel que muitos desses compostos apresentam risco a saude humana, bem

como a biota terrestre.

2.2 Impactos Ambientais Ocasionados por Petréleo e Derivados

Por ser um liquido o petréleo e derivados séo faceis de serem transportados
em oleodutos. No entanto, problemas ambientais sdo comuns durante sua
exploragdo, bem como seu transporte, armazenamento e refino. E indiscutivel que
no transcorrer destes processos, em especial com o transporte, acidentes podem
advir e o material ser derramado no ambiente. O problema é ainda mais grave
gquando ocorrem desastres em grandes nhavios petroleiros, resultando em
derramamento de enorme volume de petrdleo no mar. Consequentemente, sado
poucos 0s animais que vivem na superficie dos oceanos que conseguem sobreviver
ao impacto resultante (ROCHA et al., 2009).

Do inicio da década de 1970 até o final de 2016, aproximadamente 10 mil
acidentes envolvendo petréleo foram registrados pela Federacdo Internacional dos
Proprietarios de Navios Poluidores (ITOPF - The International Tanker Owners
Pollution Federation Limited), que ocasionaram derramamento de aproximadamente
5,74 milhdes de toneladas de petroleo e derivados em ecossistemas marinhos
(ITOPF, 2016).

Segundo a ITOPF, somente no ano de 2016 foram derramados no ambiente
uma quantidade de aproximadamente 6.000 toneladas de petréleo, através de
incidentes com petroleiros. Os registros sdo de quatro derramamentos de tamanho
médio, ou seja, aproximadamente 700 toneladas de petrdleo e Oleo diesel. O
primeiro acidente registrado foi em janeiro em um porto na América do Sul, neste o
impacto ocorreu a partir de derramamento de petroleo durante as operacdes de
carregamento. O segundo incidente ocorreu em agosto, neste envolveu O6leo
combustivel naval que também foi derramado durante as operagdes de
carregamento. Os dois restantes, que resultaram em incéndios, foram relatados no
altimo trimestre do ano nos EUA e na China (ITOPF, 20016).

Porém, nas Ultimas décadas observou-se um declinio acentuado na
guantidade médio de acidentes envolvendo derramamento de petréleo (Figura 3).
No entanto, praticas apontando remediar os danos foram poucas executadas.

Segundo a ITOPF, ela vem contribuindo em acdes que tangem orientacoes,
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contencdo, bem como na remediacdo de &reas contaminadas por algum tipo
especifico de poluentes. Abaixo encontram-se alguns impactos ambientais que
merecem uma melhor abordagem, devido sua magnitude bem como a problematica
acarretada ao local (ITOPF, 2016).

1970.79: C &

24.5 spilis
per year on
average

25

1980-89:
=2 9.4 spills
& 20 per year on
- average 1990-99:
- 7.7 spills
- Pl
2 per year on
£ 15 average
3 2000-09:
3.2 spills
per year on 2010-16:

average 1.7 spills
| per year on

1970 1974 1978 1582

1990 1934 1938 2002 2006 2010 2014

0

1986

Figura 2. Registros médio de acidentes ambientais entre os anos de 1970 a 2014
Fonte: (ITOPF, 2016)

Guerra do Golfo Pérsico: em 1991 adveio o maior desastre ambiental da
histéria, denominado a guerra do Golfo Pérsico. Contudo, ha discussdes sobre a
verdadeira origem, grupos defendem que esse nao foi realmente um acidente, uma
vez que as forgas iraquianas comandada pelo presidente do Iraque Saddam Husein,
abriram as vélvulas dos pocos de petréleo e oleodutos localizados no Kuwait,
liberando para o ambiente aproximadamente 2 bilhdes de litros de petréleo,
resultando danos a vida selvagem no Golfo Pérsico (BARBOSA, 2010).

Explosdo da plataforma Intox I: Em Junho de 1979 aconteceu na baia de
Campeche, localizada no México a explosdo da plataforma Intox |, este acidente
resultou na liberacdo de aproximadamente 454 mil toneladas de petréleo ao mar
(BARBOSA, 2010).

Explosédo do Poco Fergana Valley (Uzbequistdo): Este foi classificado como
uma dos maiores acidentes terrestres ja registrados na historia. Em marco de 1992
ocorreu a explosdo de um poco no Vale da Fergana afetando uma das areas mais
densamente povoadas e agricolas da Asia Central, liberando para o meio
aproximadamente 258 mil toneladas de petroleo (BARBOSA, 2010).
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Exploséo do navio petroleiro Exxon Valdez: em 24 de margo del989 adveio
nao o maior acidente ambiental, mas a exploséo do navio petroleiro Exxon Valdez
adentrou para a histéria. A embarcacdo americana bateu em rochas no Estreito
Prince William, no Alasca, resultando no derrame de 40 milh&es de litros de petrdleo,
em uma regido sob protecdo ambiental, contaminando 2.000 quildbmetros de um
litoral intocado, matando milhares de aves marinhas, focas, lontras e orcas (ITOPF,
2016).

Entretanto, segundo Tortora et al., (2012), foi justamente apds este acidente,
que ocorreu um dos mais promissores sucessos da biorremediacdo. Para o
tratamento o0s cientistas depositaram na regido fertilizantes nitrogenados e
fosfatados de plantas (bioestimulacdo). Com isso houve um aumento da biomassa
bacteriana do género Pseudomonas, resultando na eliminacdo do petréleo da
regiao.

2.2.1 Desastres ambientais acarretados por embarcacfes de pequeno e médio
porte e potenciais risco de contaminacao nos rios Amazonicos

A regido amazonica é caracterizada pelo modo de transporte, onde a maioria
das pessoas utilizam barcos recreios como meio de conducéo entre as cidades. Em
relacdo a movimentacdo de pessoas, estima-se que por ano, uma média de 13,6
milhdes de passageiros navegam pelos rios amazonicos (ANTAQ, 2013).

Outras embarcacdes desta natureza sao utilizadas como balsas para o
transporte de mercadorias. De acordo com a Capitania Fluvial da Amazbnia
Ocidental (CFAOC), ha um consideravel fluxo de navegacdes desta classe nos rios
amazonicos, sendo que em muitas destas ocorrem derramamento de combustiveis,
durante o abastecimento, bem como durante sua trajetéria, contribuindo com a
poluicdo ambiental desta regido (CFAOC, 2013).

Os meios de locomocgédo utilizados na regido, por serem movidos por
derivados de petrdleos séo possiveis fontes de contaminag¢do. O risco ambiental
estd relacionado com possibilidade do combustivel armazenado no tanque das
maquinas, ou mesmo estocado para reabastecimento, ir parar nos rios e lagos.
Dada a grande extensao territorial percorrida por essas embarcacdes, a quantidade
de combustivel transportado € da ordem de centenas a milhares de litros. Acidentes
na regiao sao pouco relatados, principalmente aqueles envolvendo embarcacgdes de

pequeno e médio porte. Segundo estimativas da CFAOC somente nos estados do
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Amazonas, Acre, Rondbnia e Roraima, foram registrados 646 acidentes nos ultimos
6 anos (CFAQOC, 2013).

Outro fator que merece abordagem é a construcdo do oleoduto Urucu-Coari.
A preocupacdo com o0s riscos de contaminacdo dos rios da regido existem ha
bastante tempo, porém, foi sé com a descoberta de petréleo na década de 80 na
provincia petrolifera de Urucu, que a preocupacado com a contaminac¢ao dos rios da
bacia Amazénica ganhou maior repercusséo. Tal provincia, localizada a cerca de
650 km de Manaus, a margem esquerda do Rio Solimdes, produz aproximadamente
55 mil barris de petréleo por dia. Esse 6leo produzido é conduzido por oleoduto até o
terminal da cidade de Coari e entdo transportado em navios-tanques até a refinaria
localizada em Manaus (Figura 3) (PETROBRAS, 2017).

Manacapuru

C 38 0

{+

Y Tapaua

20 mi Ui
50 km , _
Pavoue Necions! [9)
Nas g Map data ©2014 Google -

Figura 3. Transporte do petrdleo da Provincia de Urucu até a cidade de Manaus

A- Provincia Petrolifera de Urucu; B — Terminal Fluvial da Transpetro no Rio Solim&es; C- Cidade de
Coari; D — Manaus.

Fonte: (Petrobras, 2017).

Embora sejam seguidos rigidos protocolos de seguranca para prevenir
derramamentos, esse tipo de transporte representa riscos para 0 ambiente e
acidentes de todas as magnitudes podem ocorrer (OLIVEIRA, 2010). Diante da
notavel problematica relacionada a poluicdo causada por petroleo e derivados, a
busca de alternativas que promovam a recuperacao de area afetadas € um caminho

promissor e que deve ser cada vez mais explorado.
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2.3 Biorremediacao e Biodegradacao

A populacdo estd se sensibilizando frente aos impactos acarretados ao
planeta e esta procurando métodos que objetivem a contencdo e/ou minimizacao
desses danos. Deste modo, a busca por alternativas tecnolégicas para a
recuperacdo de &reas contaminadas por petrdleo, bem como derivados vem
crescendo significativamente e, dentre as técnicas utlizadas encontra-se a
biorremediacdo (BAKER e HERSON, 1994).

A biorremediacdo é 0 uso de organismos Vivos, sobretudo microrganismos,
para degradar poluentes ambientais. E uma tecnologia que apresenta atualmente
um crescimento rapido, sobretudo em colaboragcdo com a engenharia genética,
utilizadas para desenvolver linhagens de microbios que tenham a capacidade de
lidar com poluentes especificos. A biorremediacdo € particularmente usada para
remediacdo de depdsitos de lixo e solos contaminados com compostos organicos
semivolateis, como por exemplo os HPAs (BAIRD, 2002).

A biorremediacdo explora a capacidade dos microrganismos, especialmente
de bactérias e fungos, de degradar muitos tipos de residuos, normalmente as
substancias mais simples e menos téxicas. De fato, durante muitos anos pensou-se
gue os microrganismos podiam e deviam biodegradar completamente “todas” as
substancias organicas, incluindo todos os poluentes contidos em aguas naturais ou
no solo; a descoberta que alguns compostos, especialmente os organoclorados,
eram resistente a uma rapida biodegradacéao foi a responsavel pela retificacdo desta
concepgao errbnea. As substancias resistentes a biodegradacdo sdo chamadas de
recalcitrantes. Além disso, outras substancias, como muitos compostos organicos,
biodegradam-se apenas parcialmente, em vez de mineralizar-se totalmente, elas sao
transformadas em compostos organicos, alguns dos quais podem ser recalcitrantes
Ou mesmos mais toxico que as substancias originais (BAIRD, 2002).

Para que uma técnica de biorremediacdo funcione com efetividade, devem
ser cumpridas algumas condi¢des: 1°- os residuos devem ser suscetiveis a
degradacdo biol6gica e estar presente sob uma forma fisica acessivel para os
microrganismos; 2°- oS microrganismos apropriados devem estar disponiveis; 3°- as
condicbes ambientais- tais como pH, temperatura e nivel de oxigénio- devem ser
adequadas (BAIRD, 2002).

Um exemplo de biodegradacéo € a degradacdo de HPAs por microrganismos

do solo, quando a terra esta contaminada por gasolina e petroleo. O maior projeto da
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histéria foi o tratamento do petréleo derramado pelo navio-tanque Exxon Valdex no
Alaska em 1989. A biorremediacdo consistiu na adicdo de fertilizantes contendo
nitrogénio ao longo dos mais de 100 quildmetros de litoral que foram contaminados,
estimulando desta maneira o crescimento de microrganismos nativo, incluindo os
que podiam degradar hidrocarbonetos. Nessa operacdo, foi degradado tanto o
petrdleo da superficie quanto o das camadas adjacentes a superficie (BAIRD, 2002).

Em outros contextos, como solos contaminados, a biodegradacao dos HPAs é
lenta, ja que eles se encontram fortemente adsorvidos sobre as particulas do solo e
nao sao facilmente liberados para a fase aquosa, na qual poderia ocorrer a sua
biodegradacdo. Os solos contaminados com HPAs s&o especialmente
predominantes nas imediacdes das fabricas de gas, utilizadas entre 1850-1950 para
producdo de gas urbano, a partir de carvdo ou petréleo. A poluicdo se da
principalmente na forma de depdsitos de alcatrdo, que sdo produtos residuais
formados por liquidos organicos de alta massa molar, mais denso do que a agua,
gue estdo misturados com o0 solo e que sdo constituidos por BTEXs (benzeno,
tolueno, etilbenzeno e xileno) e HPAs. Infelizmente, as aguas subterraneas que
entram em contato com o alcatrdo podem se tornar contaminadas pela dissolugcao
de alguns de seus constituintes mais solUveis, como benzeno e naftaleno, embora a
maior parte do alcatrdo sejam insolUveis. Outros contaminantes de solos préximos
as fabricas de gas sao os fendis e o cianeto (BAIRD, 2002).

Em processos de biorremediacdo existem basicamente duas técnicas a
serem empregadas em areas contaminadas: a técnica in situ e a ex situ. Esta refere-
se ao tratamento realizado no local onde ocorreu a contaminagédo, aquela o
tratamento acorrerd em laboratério, ou seja, a porcdo do meio contaminado é
removida e transportada para o local de tratamento e posterior devolucdo desse
material ap0s o processo ser concluido. Porém, o esfor¢o de transpor toda uma area
contaminada para um local diferente faz dessa estratégia uma das mais caras, além
de mais trabalhosas e consequentemente, pouco utilizada. A descontaminacgao in
situ, € a mais utilizada por apresentar menores custos e tempo de tratamento
(BAKER e HERSON, 1994).

Alguns métodos empregados nas técnica in situ sdo: bioestimulacdo e
bioaumentacdo. A bioestimulacdo consiste em oferecer condigbes para que ocorra
uma aceleragdo na reproduc@o microbiana e de suas atividades metabdlicas. Isso é

feito pela adicdo de oxigénio, agua e nutrientes ao meio ambiente contaminado,
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criando assim condicbes favoraveis para que 0S microrganismos presentes se
desenvolvam com maior rapidez. J4 a bioaumentacdo consiste na introducdo, no
ambiente contaminado, de microrganismos especificos capazes de degradar o
contaminante presente no meio e que estes sejam adaptados as condicbes
ambientais (BAKER e HERSON, 1994).

Dentre as tecnologias ex situ, pode-se destacar biorreatores e biopilhas.
Naquele método, a biodegradacdo ocorre em um recipiente ou reator, onde o
material (liquidos ou suspensfes) contaminado é misturado com agua formando
uma suspensdo, com 5 a 50% de sdlidos, que € agitada mecanicamente,
aumentando assim a aeracdo, a homogeneidade dos poluentes e sua
disponibilidade aos microrganismos. Parametros fisicos e quimicos, como pH,
disponibilidade de nutrientes, aeracdo e temperatura sdo ajustados para a maxima
producdo de biomassa. Apés a reducdo dos contaminantes aos niveis desejados, a
suspensao é desidratada e a agua pode ser reutilizada no biorreator. J4 a biopilhas
€ um processo de descontaminacdo de solos, realizado por microrganismos
aerobios. No emprego desta técnica, o substrato contaminado é removido do local
de origem e colocado em pilhas, com ou sem aeracéo, controlando-se a lixiviacéo e
o escoamento superficial dos liquidos. Portanto, tantos as técnicas in situ e ex situ
objetivam a biodegradacdo de contaminantes ambientais (BAKER e HERSON,
1994).

2.3.1 Biodegradacdo de Hidrocarbonetos Totais do Petréleo (HTPs) por
Bactérias ou Consécios Microbianos

Normalmente os microrganismos degradadores de compostos recalcitrantes,
encontram-se em pequeno nuamero no solo, entretanto, pesquisas relacionadas
apontam maior probabilidade de encontrd-los em ambientes contaminados
(HARITASH e KAUSHIK, 2009).

Embora microrganismos utilizem diferentes processos metabdlicos para obter
energia, sdo o0s heterotréficos os mais importantes usados na degradacdo de
contaminantes organicos. Isso por que eles empregam a respiracao para oxidar tais
compostos como fonte de carbono e energia, seja por meio da fermentacao,
respiracdo aerobica e anaerobica. E justamente nesse principio que se baseia todo
0 processo de biorremediacdo de hidrocarbonetos de petroleo: a utilizacdo dos
compostos organicos do petroleo como fonte de carbono e energia (ALEXANDER,
1994).
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Desde 1950 pesquisas voltadas a biorremediagdo vem estudando e isolando
bactérias com potencial degradador para substancias recalcitrantes, principalmente
as pertencentes aos géneros Pseudomonas, Aeromonas, Beijerinckia,
Flavobacterium, Nocardia, Corynebacterium, Sphingomonas, Mycobacterium,
Stenotrophomonas, Paracoccus, Burkholderia, Microbacterium, Gordonia, entre
outros (HARITASH e KAUSHIK, 2009).

Outra alternativa que vem sendo muito empregada em processos de
biorremediacdo, bem como em estudos relacionados, sdo 0s consorcios
microbianos. Estes sdo constituidos por uma complexa populacdo de diferentes
espécies que, em sinergismo, sdo potencialmente aplicados na biodegradacao de
poluentes e derivados do petrdleo (COSTA et al., 2007).

Pesquisas relacionadas apontam que no metabolismo bacteriano, as enzimas
envolvidas no processo de degradacdo de compostos recalcitrantes sédo as
pertencentes ao grupo das oxigenasse. Estas enzimas possuem a capacidade de
iniciar o processo de degradacdo de xenobioticos (HARITASH e KAUSHIK, 2009).

2.3.2 Oxigenases

As oxigenases compdem 0 grupo de enzimas envolvidas no processo de
degradacdo. Varias vias metabdlicas de degradacdo dos compostos oriundos de
petréleo, principalmente para HPAs, ja foram identificadas em diferentes
microrganismos, porém as mais estudadas sdo as do metabolismo aerdbico
realizado pelas bactérias, pelos fungos lignoliticos e pelos fungos néo-lignoliticos
(HARITASH e KAUSHIK, 2009).

Na via aerébica em geral, um composto organico quando é oxidado perde
elétrons para um aceptor final de elétrons, que € reduzido (ganha elétrons). O
oxigénio comumente atua como aceptor final de elétrons quando presente e ha
oxidacdo de compostos organicos, com a reducdo do oxigénio molecular. A grande
maioria dos hidrocarbonetos sdo biotransformados sobre a condi¢do aerébica, onde
O Oxigénio atua como um co-substrato para a enzima que pode inicializar a
degradacéo do hidrocarboneto e por fim € utilizado como aceptor final de elétrons
para a geracao de energia (BRADY e HUMISTON, 2012).

No metabolismo bacteriano, a oxigenacéo inicial dos HAPs é realizada por
uma enzima intracelular dioxigenase. Esta tem a capacidade de degradar compostos
xenobidticos como as bifenilas policloradas e hidrocarbonetos policiclicos

aromaticos. Sua funcdo é reconhecer o HPA e iniciar o processo de degradacao,
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para isto ela primeiramente adiciona dois atomos de oxigénio, ocasionando a quebra
da estabilidade do anel benzénico (HARITASH e KAUSHIK, 2009).

Apoés sucessivas oxidacdes, o Ultimo anel aromatico € transformado em um
dos intermediéarios centrais da via de degradacdo dos HAPs, que pode ser o catecol,
0 protocatecol ou o gentisato. Até aqui atuaram as enzimas denominadas de
periféricas, que tém a funcédo de reconhecer as moléculas dos HAPs e converté-las
nestes intermediarios centrais. A partir de entdo, atuam as denominadas enzimas de
fissdo, que converterdo os intermediarios centrais em compostos que possam ser
transformados através das vias comuns da bactéria e utiliza-los como fonte de
carbono e energia para 0 seu crescimento, resultando na degradagcdo destes
compostos e na sua eliminacdo do ambiente (HARITASH e KAUSHIK, 2009).

No entanto, para que ocorra a atuacdo das enzimas acima descritas, faz-se
necessario encontrar organismos que as possuam. Estudos revelam que o tubo
digestivo dos isOpteros empregam uma complexa e enorme variedades de
microrganismos (THONGARAM et al., 2005), incluindo bactérias isoladas de cupins

com potencial para degradar compostos arométicos (BUGG et al.,2010).
2.4 Térmitas: Conceito, Classificacdo, Morfologia, Biologia e Alimentacao

2.4.1 Conceito
Estudos relacionados abordam a existéncia de cerca de 2.800 espécies de

isépteros descritas no mundo e aproximadamente 320 registradas no Brasil. Porém,
estima-se que o0 numero total de espécies existentes podem ser de
aproximadamente 4 mil a nivel mundial e 500 no Brasil. Existem dois nomes mais
comuns para as espécies do grupo no Brasil, cupins e térmitas (CONSTANTINE,
2012).

Os cupins séao pertencentes ao Reino Animalia, Filo Arthopoda, Classe
Insecta, Subfilo Hexapoda, Ordem Iséptera: do grego isos significa igual e pteron
significa asas, portanto, o termo IsOptera refere-se a semelhanca das asas
anteriores com a asas posteriores na maioria das espécies atuais (CONSTANTINE,
2012).

2.4.2 Classificacéao

Para classificacdo dos térmitas a mais usada é a de Grasse (1986), o qual
aponta a existéncia de sete familias: Hodotermitidae, Kalotermitidae,
Mastotermitidae, Rhinotermitidae, Serritermitidae, Térmitidae e Termopsidae.

Também podendo ser classificados em cupins inferiores, os pertencentes a familias
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(Hodotermitidae, Kalotermitidae, Mastotermitidae, Rhinotermitidae, Serritermitidae e
Termopsidae) e cupins superiores o0s pertencentes a familia Térmitidae
(CONSTANTINE, 2012).

Familia Hodotermitidae: juntamente com a Kalotermitidae € relativamente
primitiva em sua estrutura, todavia apresenta habitos especializados de vida
(THONGARAM et al., 2005).

Familia Kalotermitidae: constituida por espécies que vivem em madeira seca,
formando pequenas col6nias, sem operaria verdadeiras, sendo o trabalho realizado
pelos individuos jovens. Os soldados ocorrem em baixa proporcdo, apresentam
cabeca alongada ou curta e fragmoética. A cabeca fragmotica é usada para fechar os
tuneis, impedindo a entrada de inimigo. Alimentam-se exclusivamente da madeira na
qual vivem (CONSTANTINE, 2012).

Familia Mastotermitidae: também é uma das familias mais primitivas, com
uma s6 espécie viva, Mastotermes darwiniensis Froggatt, que ocorre na Australia
(THONGARAM et al., 2005).

Familia Rhinotermitidae: s&do todos xiléfagos de habito geralmente
subterr@neo. Nenhuma espécie neotropical constroi ninho definido, podendo estar
em madeira ou no solo. As colbnias sdo grandes e de crescimento rapido
(CONSTANTINE, 2012).

Familia Serritermitidae: endémica da América do Sul, com dois géneros e trés
espécies. Serriterms serrifer ocorre apenas no cerrado, de Minas Gerais até
Amazonas e Para, vivendo como inquilino em ninhos de Cornitermes spp.
Glossotermes oculatus ocorre na Guiana e Glossotermes sulcatus na Amazoénia
brasileira (CONSTANTINE, 2012).

Familia Térmididae: € a maior familia, considerada a mais evoluida e
corresponde a 70% das espécies conhecidas. Os habitos e morfologia dos soldados
sdo muito variados. Vivem em coldnias grandes e constroi ninhos complexos. Sao
xil6fagos e capazes de digerir a celulose com suas proprias enzimas, ou por meio de
associagfes com fungos e bactéria (CONSTANTINE, 2012).

Familia Termopsidae: é uma pequena familia de térmitas primitivas que
contém apenas quatro ou cinco géneros, com 13-20 espécies vivas (THONGARAM
et al., 2005).
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2.4.3 Morfologia

Estudos apontam que a morfologia externa dos insetos é caracterizada como
sendo individuos pequenos, asas longas e membranosas, deiscentes (eliminadas
por uma ruptura em uma linha basal de fragilidade); antenas curtas, filamentosas,
com 11 a 33 articulos; cercos pequenos e diminutos; ovipositor reduzido ou ausente
e polimorfismo marcado (BRUSCA, 2007).

Os térmitas sédo insetos hemimetabolos, apresentam habitat terrestres, seu
tamanho varia entre 3 a 25 mm de comprimento, sem considerar as asas. Sao
sociais e polimorficos, vivendo em coldnia de tamanhos variaveis, apresentam
formas apteras estéreis (operarios e soldados) e reprodutores alados (imagos). Olho
composto presente nos adultos, vestigial ou ausentes nos operarios e soldados.
Possuem aparelho bucal mastigador, as antenas podem ser moniliforme ou filiforme,
com 10 a 32 articulos e tarso com trés a cinco tarsémeros, quatro sdo encontrados
em todas as espécies brasileira (CONSTANTINE, 2012).

Asas anteriores sdo semelhantes as posteriores, exceto em Mastotermes
darwiniemsis Froggatt, da Australia. Além de apresentarem uma linha basal, onde se
quebram apds a revoada, cerco geralmente curto, apresentando nas espécies
brasileiras dois articulos, genitalia externa ausente ou reduzida, exceto em
Stolotemes inopinus Gay, da Nova Zelandia (CONSTANTINE, 2012).

2.4.4 Biologia

Todos os cupins séo insetos eussociais, vivendo em colonias de tamanhos
diversos e subdivididos em castas, de acordo com as funcbes exercidas em uma
colénia. Em um ninho de cupins existem quatro castas distintas denominadas:
operarios, soldados, imaturos e reprodutores. Estudos apontam que as castas sao
compostas por individuos de sexos diferentes (macho e fémea) e que a formacédo
das castas em cupins é determinada fisiologicamente pelos horménios da ecdisona,
em especial ao hormonio juvenil (CONSTANTINE, 2012).

A casta das operarias é a mais humerosa e sao constituidas geralmente por
individuos estéreis e cegos, que apresentam mandibulas normais, possuem funcéo
especifica, como a construgdo de ninhos, cuidar dos membros que pertencem a
outras castas, bem como a coleta de alimentos e alimentacéo de todos os demais
individuos pertencentes a coldnia. Operarios verdadeiros sdo normalmente estéreis
e nunca se transformam em reprodutores, podendo sofrer mudas e se
transformarem em soldados (CONSTANTINE, 2012).
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Os soldados séo caracterizados por ndo passarem pelo estdgio de muda,
apresentam enorme variacao morfologica, especialmente na cabeca, em funcdo dos
diferentes mecanismos de defesa presentes em diferentes espécies, esta parte do
corpo € muito modificada e esclerosada, ja que apresentam adaptacOes defensivas,
suas mandibula sdo ampliadas e sdo Uteis na defesa das colbnias, assim como as
operéarias sdo geralmente estéreis e cegos (Figura 4). Nao possuem asas e sao
incapazes de alimentar-se por mérito proprio. A proporcdo de soldados em uma
colonia varia entre 0 e 25% entre diferentes espécies, contudo a maioria encontra-se
na faixa de entre 1 e 6% (CONSTANTINE, 2012).

www.ninha.bio.bigi §

- Ninha Desian

Tiustracdo

Figura 4. Caracteristicas morfoldgicas dos soldados
Fonte: (www.ninfa.bio.br).

Os imaturo de cupins sado encontrados apenas dentro dos ninhos, sao
protegidos e alimentados pelos operéarios. Os sujeitos do primeiro instar sao todos
iguais, mas a partir do segundo instar, € possivel distinguir os individuos que darao
origem as castas estéreis (operarios e soldados) ou aos reprodutores
(CONSTANTINE, 2012).

Existem dois grupos distintos de reprodutores os primérios e 0os secundarios.
Os reprodutores primarios sao adultos imaginais que fundaram a col6nia apés o
voou nupcial e sdo denominados de rei e rainha. Uma caracteristica marcante na
rainha é o bastante desenvolvimento dos ovarios, isto resulta em um aumento
consideravel do abddémen denominado de fisogastria. Ja 0s secundarios sao
individuos que assumem o papel de reprodutores na propria coldénia onde nasceram,
este evento somente ocorre em caso de morte dos reprodutores primarios
(CONSTANTINE, 2012).

Em geral podemos caracterizar os reprodutores como individuos que
apresentam asas e olhos compostos completamente desenvolvidos. Outro fator que
merece abordagem é o acasalamento, este evento somente ocorre em uma época

especifica no ano e apés a copula as asas sédo descartadas (CONSTANTINE, 2012).
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As colbnias de cupins formam ninhos em madeira que esta dentro ou sobre o
solo. Uma colbnia tipica é composta por um casal de reprodutores rei-rainha, grande
nameros de operarios, soldados e imaturos. Os ninhos de cupins também séao
denominados cupinzeiros ou termiteiros e, sua arquitetura varia desde simples
tuneis escavados na madeira até estruturas extensas e complexa (CONSTANTINE,
2012).

Os termiteiros costumam abrigar uma verdadeira fauna associada, que inclui
insetos e outros artropodes, cobras, lagartos, sapos, pequenos mamiferos, aves
entre outros (CONSTANTINE, 2012).

2.4.5 Alimentacéo

Os térmitas se alimentam de uma grande de variedade de produtos de origem
animal, como couro, la, excrementos de matérias de origem vegetal como madeira
(viva ou morta). Contudo podem também comer raizes de plantas, humos e etc
(MORESCHI, 1998).

A digestdo da madeira fornece aos cupins as proteinas e 0s sais minerais
necessarios, enquanto que a celulose fornece a energia para seu metabolismo.
Entretanto, ndo sdo os cupins que degradam a celulose, bem como a lignina, contida
no vegetal, uma vez que sdo desprovidos de enzimas para esta finalidade, a
digestdo € realizada por microrganismos simbiontes como protozoarios (nas
espécies inferiores) e bactérias e fungos (na espécies superiores) existentes no
intestino posterior (MORESCHI, 1998).

Portanto, esta acdo de alimentar-se de madeira é decorrente de processos
evolutivos entre espécies, ja que a dieta a base de vegetal esta relacionada a
processos de simbiose entre cupins, protozoarios e bactérias (LIMA e LEONARDO,
2007).

De acordo com sua preferéncia alimentar sdo classificados em seis grupos
distintos: 1) xiléfagos, alimentam-se exclusivamente ou principalmente de madeira;
2) geofagos, alimentam-se de matéria organica do solo, ingerindo grande quantidade
de solo mineral; 3) intermediarios, alimentam-se de matéria vegetal
semidecomposta, especialmente de madeira podre; 4) Comedores de folhas da
serapilheira ou ceifadores, estes cortam pedacgos de folhas mortas, podendo comé-
las no local ou carrega-las para o ninho; 5) especializados, algumas espécies podem
alimentar-se predominantemente de fungos; 6) cultivadores de fungos, caso dos

Macrotermitinae, estes ocorrem somente na Africa e Asia (CONSTANTINE, 2012).
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Alguns livros de Biologia com frequéncia citam 0s cupins como exemplo de
simbiose, como se todos eles fossem xil6fagos e dependesse de protozodrios
simbiontes localizados no intestino. Na verdade os xil6fagos ndo chegam a metade
das espécies da ordem e nem todos dependem de simbiontes para digerir a
celulose. Os protozoarios simbiontes ndo ocorrem em Termitidae, esses
correspondem a 70% das espécies conhecidas. Os cupins xil6fagos desta familia
sao capazes de digerir celulose com suas préprias enzimas (CONSTANTINE, 2012).

O trato intestinal dos insetos abrigam uma ampla variedade de
microrganismos. Contudo, pesquisas afirmam que bactérias sdo mais abundantes e
diversas na microbiota dos térmitas. Um fator crucial para esta variedade se deve ao
fato do intestino dos cupins ser altamente compartimentalizado. Em outro estudo
sobre a diversidade da comunidade bacteriana em quatro espécies de térmitas
superiores pertencentes a varios grupos funcionais, foi observada a dominancia do
filo Firmicutes e das classes Clostridia e Bacilli (THONGARAM et al., 2005).

2.5 Enterobacter cloacae

Enterobacter cloacae pertence ao dominio Bactéria, filo Proteobacteria, classe
Grammproteobacteria, ordem Enterobacteriales, familia Enterobacteriaceae e
género Enterobacter. E um bacilo Gram negativo, as espécies desta bactéria E.
cloacae podem ser encontradas nas fezes de humanos, animais e insetos, na agua,
plantas, e etc. S&o bactérias oportunista e raramente causam doenca em individuos
sadios (MEZZATESTA et al., 2012).

No que se refere a pesquisa sobre biorremediacdo de ambientes
contaminados por petréleo e derivados, ha relatos de estudos que utilizaram E.
cloacae objetivando verificar seu potencial degradador quanto a mazute (6leo
combustivel pesado, obtido como residuo da destilacdo do petroleo, mais
comumente chamado 6leo diesel), bem como petrdleo e derivados. De acordo com
khorasani et al., (2013), a bactéria E. cloacae possui competéncia para degradar
compostos recalcitrantes. Durante a pesquisa, foi adicionado mazute gradativamente
ao meio de cultura e apos 10 dias de cultivo, verificou-se através de cromatografia
gasosa a diminuicdo nas concentracgdes iniciais de mazute.

Em outro trabalho, verificou-se a competéncia de E. cloacae quanto a
degradacdo de petroleo bruto presente em agua contaminada. Segundo Ahmed &
Alzubaidi e Hamza (2014), em ambientes contaminados ha maior probabilidade de
encontrar microrganismo com capacidade para degradar poluentes. Neste trabalho


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=es&sp=nmt4&u=https://es.wikipedia.org/wiki/Bacilo&usg=ALkJrhjsSG1msyL7cAXe1h23fe46ms-xdw
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foram isolados de agua impactada por petroleo bruto seis isolados de E. cloacae.
Dentre os isolados, a E. cloacae E1 apresentou o maior indice de emulsédo (E24%).
Foi realizada a quantificacdo das fracdes degradadas do petroleo por meio de
cromatografia gasosa e, verificou-se que a mesma tinha degradado + 40% do 6leo
bruto, incluindo hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS).

Em outro trabalho foi analisada a resisténcia de E. cloacae frente a mercurio.
De acordo Martins et al. (2008), algumas bactérias incluindo a E. cloacae
desenvolveram um mecanismo de resisténcia ao mercurio, baseado em um grupo
de genes localizados em um operon (operon mer). Estes genes permitem que as
bactérias desintoxidem Hg (Il) em mercurio metalico volatil através de sua reducéo
enzimatica.

Portanto, no que se refere a processos de biorremedicdo de areas
impactadas por petréleo e derivados, ha evidéncias da competéncia de E.Cloacae.
Estudos revelam que ela é parte integrante da microbiota intestinal de humanos,
animais e insetos, em especial os cupins. No que se refere a alimentacdo dos
térmitas, deve-se ressaltar que alguns grupos de cupins (xil6fagos) empregam
material vegetal (medeira) em sua alimentacéo (LIMA e LEONARDO, 2007).

2.6 Lignina: Estrutura e Complexidade

A lignina é classificada como pertencente a classe dos flavonoides, ou seja,
sdo substancias oriundas do metabolismo secundario dos vegetais. Apresentam-se
como um composto fendlico, ou seja, possui um grupo hidroxila (O-H) ligado a um
anel aromatico (um anel de seis carbonos, contendo trés duplas ligagdes (RAVEN et
al., 2013).

Ela desempenha inimeras fungdes nos vegetais, porém, a principal funcéo da
lignina estd associada a resisténcia e rigidez da parede celular. Ela também
impermeabiliza a parede celular, assim ajuda no transporte de agua pelos vegetais,
uma vez que ela contribui para as células condutoras de agua resistirem a tensao
gerada pela corrente de agua. Outra funcéo da lignina € apontada pela deposicao
em resposta a varios tipos de injurias e ataques por fungos (RAVEN et al., 2013).

Ela é depositada na parede celular dos vegetais, sendo considerado o
segundo composto mais abundante na terra, sua concentracdo somente é inferior a
da celulose. E um polimero formado a partir de trés tipos de monémeros: alcoois p-

cumarilico, coniferilico e sinapilico (RAVEN et al., 2013).
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Portanto, ela € um heteropolimero aromético altamente complexo e
recalcitrante. A respeito destas caracteristicas, varias pesquisas vem sendo
desenvolvidas objetivando a despolimerizacdo da lignina. Porém, esta ndo € uma
tarefa facil, ja que ela & altamente resistente a ruptura. Por outro lado se a
degradacdo biocatalitica da lignina puder ser aproveitada e controlada, ela
representa potencialmente uma rica fonte de produtos quimicos aromaticos
renovaveis (BROWN e CHANG, 2013).

Diante do exposto dos paragrafos anteriores, a degradacdo microbiana da
lignina e dos HPAs tém sido extensivamente estudada, em especial pelos fungos e
microrganismos de forma geral, bem como os integrantes intestinais de térmitas.
Estas pesquisas se devem a complexidade quimica das substancias (natureza
aromatica). Portanto, os estudos se baseiam na analogia entre a estrutura da lignina
e dos HPAs, uma vez que existem evidéncias de bactérias isoladas do intestino de
cupins com potencial para degradar aromaticos (BUGG et al., 2013). Pesquisas
apontam que a capacidade de um microrganismo em degradar compostos isoluveis
em agua, como o petréleo, pode ser potencializada se ele produzir biossurfactantes
e bioemulsificantes (NITSCHKE e PASTORE, 2002).

2.7 Producdo de biossurfactantes e bioemulsificantes por bactérias
degradadoras de petréleo e aplicabilidade destes compostos

Os biossurfactante e bioemulsificante sdo substancias produzidas por
microrganismos (bactérias, fungos filamentosos ou leveduras), em contrastes ao
surfactantes sintéticos que na grande maioria séo sintetizados a partir de derivados
de petrdleo. Os biossurfactantes e bioemulsificantes apresentam carater anfipatico,
ou seja, constituida de uma por¢édo hidrofébica e uma porcao hidrofilica. A porcéo
apolar é formada geralmente por uma cadeia hidrocarbonada, ja a porcao polar pode
ser ibnica (catidnica e anibnica) e nao ibnica ou anfotérica (uma molécula capaz de
reagir como sendo um acido ou uma base). Em fungdo da presenca de grupos
polares e apolares na mesma molécula, os biossurfactante e os bioemulsificantes,
tendem a se distribuir nas interfaces entre fases fluidas com diferentes graus de
polaridade (6leo/agua e agua/éleo) (NITSCHKE e PASTORE, 2002).

Segundo Uzoigwe et al., (2015), os bioemulsificantes n&do séo
biossurfactantes, pois ha diferencas nas propriedades fisico-quimica e fisiologica
destes compostos. Os biossurfactante sdo moléculas de baixo peso molecular,

geralmente sdo compostos de acucares, aminoacidos, acidos graxos e grupos
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funcionais como &cido carboxilico. Ele possui a capacidade de reduzir a tenséo
superficial e interfacial entre diferentes fases (liquido-ar-liquido e liquido - liquido-
solido).

Os bioemulsificantes apresentam maior peso molecular que o0s
biossurfactantes, além de apresentar-se como uma mistura complexa de
heteropolissacarideos, lipopolissacarideos, lipoproteinas e proteinas. Assim como 0s
biossurfactantes, esta moléculas podem emulsionar liquidos imisciveis tais como os
hidrocarbonetos e outros substratos hidrofébicos. Entretanto, sdo menos eficazes na
reducdo da tensdo surperficial. Contudo, a produgcdo de biossurfactante e
bioemulsificante por uma espécie, pode aumentar sua capacidade de degradar
compostos hidrofébicos, em especial o petroleo (UZOIGWE et al., 2015).

Muitas sdo as vantagens dos biossurfactantes frente aos surfactantes
quimicos, tais como: biodegrabilidade, baixa toxicidade, maior taxa da reducdo da
tensdo superficial, producdo a partir de fontes renovaveis, estabilidades e etc.
Perante as vantagens dos biossurfactante, eles podem ser aplicados em varias
areas como: na agricultura, na construcao civil, em indlstria de alimentos, papel e
farmacéutica, porém sua maior aplicabilidade esta relacionada a industria petrolifera,
principalmente na limpeza de tanques, na recuperacdo melhorada de petroleo
(MEOR), bem como em processos de biorremediacdo, devido ao aumento da
solubilidade de compostos (COLLA e COSTA, 2003). Os bioemulsificantes também
apresentam importancia econdémica, pois seus grupos hidréfobos e hidrofilicos, sao
amplamente utilizados nas indUstrias alimentares, agroquimica, cosmética e
farmacéutica (ABDEL-EL-HALEEM, 2003).
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3. OBJETIVO
3.10bjetivo Geral

Selecionar e identificar bactérias associadas a isopteros, coletadas no

municipio de Coari, Regido do Médio Solimbes, com potencial para degradar

petroleo.

3.2 Objetivos Especificos

Identificar a familia de isOpteros;

Avaliar o potencial degradador dos consorcios microbianos e das culturas
puras oriundas dos cupinzeiros, quanto ao petroleo;

Selecionar, caracterizar morfologicamente e realizar a identificagdo molecular
do microrganismo mais eficiente quanto a degradacao do petroleo;

Realizar teste de sensibilidade a antibidticos da bactéria empregada nas
andlises;

Investigar as atividades emulsificante, biossurfactante e hidrofobicidade da

amostra bacteriana.
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4. MATERIAL E METODOS

O fluxograma mostrado abaixo (Figura 5) permite visualizar, de um modo
geral, as etapas deste trabalho, bem como aspectos metodoldgicos envolvidos na
sua execucao. Em sintese, as bactérias foram selecionadas e isoladas de isOpteros,
submetidas a teste de degradagdo com o0 objetivo de selecionar o microrganismo
para prosseguir com a pesquisa. Posteriormente realizou-se a caracterizacao
morfologica, bem como a identificacdo molecular do mesmo, além de mapear o perfil
de crescimento microbiano, realizar teste de sensibilidade a antibidticos, verificar a
atividade emulsificante de sobrenadante de cultura bacteriana, executar teste quanto
a hidrofobicidade celular e detectacdo de producéo de biossurfactante. Os detalhes
dos procedimentos metodoldgicos de todas as etapas da pesquisa serdo abordadas

a sequir.
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Bactérias isoladas de is6pteros

|—: Selecao: crescimento em meio liquido contendo petréleo

como Unica fonte de carbono e energia

Obtencéo de culturas puras a partir do consorcio selecionado

y Enriquecimento de cultura dos morfotipos isolados

|—. Caracterizacao morfolégica do morfotipo selecionado

L’> Identificagcdo molecular por sequenciamento do gene
para 16 rRNA

Teste de sensibilidade a antibidticos

I—_f> Perfil de crescimento bacteriano

Ly

Atividade emulsificante de sobrenadante de
cultura bacteriana

I—_> Teste de hidrofobicidade celular

—) Detectacédo de producao de biosurfactante

Figura 5. Fluxograma das etapas desenvolvidas na pesquisa

4.1 Coleta e Identificacdo Taxondmica das Espécies de IsGpteros

Foram selecionados e coletados de forma aleatoria seis termiteiros da floresta
amazoénica no municipio de Coari, Estado do Amazonas. Dentre as seis amostras de
cupinzeiros, trés foram coletadas do solo e receberam as denominacdes (S1, S2 e
S3) e trés arbdéreos (Al, A2 e A3). As coletas foram realizadas em dois lugares.
Primeiramente na Estrada Coari-ltapéua no quildmetro 3 e posteriormente no Centro
de Apoio a Pesquisa do Médio Solimbes, também situado a estrada Coari-ltapéua,
quildmetro 10. A coleta foi efetivada no transcorrer de um unico dia, de acordo com

as especificacdes, localizacdes e coordenadas que se encontram na (Tabela 3).
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Tabela 3. Identificac@o dos pontos de coletas dos termiteiros

©
Ordem E w % § % y _
codlgta % S g Local de coleta §) g_ Coordenadas Elevacéo Azimute
E 5 =3
s 3 S®
1° Al Estrada Coari- Arbéreo  S04°06.880' / W 063°07.751' 37m 250
Itapéua
2° A2 Estrada Coari- Arboreo S04°06.948' / W 063°06.485' 40 m 250
Itapéua
3° S1 Centro de Apoio &
Pesquisa do Médio Solo S04°07.134' / W 063°04.457" 41m 250
Solimdes
4° A3 Centro de Apoio a
Pesquisa do Médio Arboreo S04°07.158' / W 063°04.452' 34m 250
Solim&es
5° S2 Centro de Apoio a
Pesquisa do Médio Solo S04°07.242' /| W 063°04.401"' 42 m 250
Solimdes
6° S3 Centro de Apoio a
Pesquisa do Médio Solo S04°07.277' | W 063°04.407 51m 250
Solim&es

As amostras foram armazenadas em recipientes separados e estéreis.
Posteriormente, foram transportadas ao laboratério de Microbiologia do Instituto de
Saude e Biotecnologia Campus Meédio Solimdes- Universidade Federal do
Amazonas. No mesmo dia os grupos de cupins foram submetidos a processo de
maceracao.

Os grupos de térmitas foram identificados taxonomicamente através do uso
de chave dicotdmicas de identificacdo de acordo com Constantino (2012). Essa
identificacdo foi realizada pela professora Doutora Ana Claudia Kaminsk, em
colaboracdo com o Laboratério de Entomologia do Instituto de Saldde e

Biotecnologia Campus Médio Solimées/UFAM.

4.2 Preparacao do In6culo

Dentro da camara de fluxo laminar realizou-se a maceragdo dos grupos de
cupins, este procedimento foi executado isoladamente de acordo com as coletas. As
amostras de cupins passaram pelo processo de separacdo, com finalidade de
separar os detritos. Em seguida pesou-se 3 g de cada amostra e procedeu-se a
macerac¢do em almofariz contendo 10 mL de meio minimo Bushnell Hass Broth - BH
(3,27g/L, pH 7,0).
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4.3 Selecdo de Bactérias que Utilizam Petroleo como Fonte de Carbono e
Energia

Esta etapa de selecdo do microrganismo foi realizada no Laboratério de

Microbiologia do Instituto de Saude e Biotecnologia Campus Médio Solimées/UFAM
(ISB/UFAM).

Procedeu-se: em frasco tipo Erlenmeyer de 250 mL, adicionou-se 87 mL de

BH, 3 mL de petréleo (3%) e 10 mL do in6culo (macerados de térmitas), conforme a

fotografia (Figura 6).

Figura 6. Maceracéo dos térmitas

O procedimento acima descrito foi executado dentro da camara de fluxo,
resultando em: um Erlenmeyer como controle abiotico e outros seis para cada uma
das amostras coletadas. Os indculos foram mantidos em plataforma de agitacao
(SHAKER S L 222, marca SOLAB) a 150 rpm/min a temperatura de 30°C. As
culturas foram monitoradas a cada 24h por um periodo de 30 dias, as observacfes
foram realizadas de acordo com o nivel de transformacdo da camada oleosa e
turbidez do meio. O consércio que apresentou melhor crescimento relacionado com

o menor tempo de cultivo, foi selecionado para prosseguir com as analises.

4.4 Obtencao de Culturas Puras a partir do Consoércio Selecionado

Esta etapa foi executada no Laboratorio de Microbiologia do ISB/UFAM e o
protocolo experimental de obtencdo de culturas puras a partir do consorcio
selecionado estad esquematizado na Figura 7. Apds o enriquecimento de cultura o
préximo passo foi a preparacdo de diluicdes seriadas (10" a 107) e subsequente
plagueamento, ou seja, aliquotas de 100 yL de cada diluicdo foram espalhadas com
alca de Drigalsky na superficie de placas de Petri, contendo o meio de cultivo Luria
Bertani-LB (peptona 10 g/L, NaCL 10 g/L, extrato de levedura 5 g/L e agar 15 g/L).
Incubaram-se as placas a 30°C e apds 24h de cultivo, iniciou-se a observacdo do

crescimento de coldnias morfologicamente diferentes. A partir do segundo dia de
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cultivo, deu-se inicio a selecdo das colonias diferentes, quando estas ja

apresentaram bom crescimento.

Consdércio bacteriano: BH+
3% petréleo + 10 % de
amostra do 2°cupinzeiro

Plataforma de agitacdo: 150rpm; 30°C;
7 dias

\4

[ Diluig&o seriada ]

Observacéo:
colénias
morfologicamente
diferente em LB

Incubacéo a 30°C
Reisolamento 3X

consecutivas

Isolamento dos Checagem da pureza:

diferentes
morfotipos

Coloracao de Gram

Figura 7. Protocolo experimental de obtencado de culturas puras

4.5 Enriquecimento de Culturas dos Morfotipos Isolados

Preparou-se em um Erlenmeyer o controle abiético contendo 97 mL de BH
mais 3% de petroleo e 9 Erlenmeyer de 250 mL, contendo em cada: 97 mL de BH,
3% de petroleo e inéculo. As colbnias (morfotipos) selecionadas foram inoculadas
em 5 mL de LB caldo (peptona 10 g/L, NaCL 10 g/L e extrato de levedura 5 g/L) em
tubos de ensaio, com tampa rosqueavel (10 mL) e incubadas por 24 horas a 30°C,
sob agitacdo de 150 rpm. Para preparo do in6culo, foi retirado 1 mL da cultura do
pré-inéculo, centrifugado por 3 minutos a 1000 rpm e descartado o sobrenadante.
ApoGs foram ressuspensas em 1 mL de meio BH estéril e um volume calculado foi
inoculado nos Erlenmeyer, de modo a obter uma densidade celular de 0,01 a 600nm

em 97 mL de meio BH contendo 3% de petréleo como fonte de carbono. Os cultivos
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foram realizados sob agitacdo (150 rpm), em Erlernmeyer de 250 mL selados e
incubados a 30°C durante 30 dias. As culturas foram monitoradas a cada 24h e as
observacdes foram realizadas de acordo com o nivel de transformacdo da camada
oleosa e turbidez do meio. Este monitoramento teve como objetivo selecionar o
morfotipo que prosseguiria com a pesquisa. Como controle abidtico um frasco
contendo meio BH e petréleo foi mantido nas mesmas condi¢des. Este procedimento
e monitoramento da etapa descrita acima foram realizados no laboratério de
Microbiologia do ISB/UFAM.

4.6 Caracterizacdo Morfolégica do Morfotipo Selecionado

A caracterizacdo morfologica foi executada no laboratério de Microbiologia do
ISB/UFAM. A mesma foi realizada durante o isolamento dos morfotipos, observando-
se primeiramente nas colbnias caracteristicas como: pigmentacéo (cor da colbnia),
forma (a forma béasica da colbnia), elevacao (altura e forma do apice da colbnia),
margem (forma da borda da col6énia) e odor (odor caracteristico da col6nia).

Outra etapa da caracterizacdo morfolégica foi executada mediante a Técnica
de Coloracao de Gram. Retirou-se uma amostra da colbnia de bactérias da placa de
Petri e esfregou-se sobre a lamina em movimentos circulares. Este procedimento foi
realizado sobre a chama do bico de Bunsen, a fim de secar e fixar a amostra. Em
seguida utilizou-se o kit para coloracdo de Gram do fabricante (LB Laborclin). O
esfregaco bacteriano foi tratado com o0s reagentes na seguinte ordem: o corante
violeta de genciana por 1min, retirou-se o corante inclinando a lamina, em seguida
acrescentou-se a solucdo de lugol por 1min, e transcorrido o tempo utilizou-se a
solucédo descolorante até a remocado de todo excesso de corante, apds as laminas
foram lavadas em agua corrente e posteriormente acrescentou-se o corante fucsina
fenicada por 1min. Lavou-se novamente a lamina para se retirar o excesso de
corante. Ap6s a coloracdo, as laminas secaram a temperatura ambiente e as
bactérias foram visualizada em microscépico optico.

Para o teste de capsula, com o auxilio de uma alca de platina, retirou-se a
amostra de colbnia bacteriana da placa de Petri e adicionou-se 2 uL de tinta
nanquim. Realizou-se o esfregaco com a laminula, posteriormente a lamina foi

corada com o método descrito acima e visualizada em microscépio Optico.
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4.7 Identificag&o Molecular por Sequenciamento do Gene para 16S rRNA

A etapa de identificacdo molecular por sequenciamento do gene para 16S
rRNA, foi realizada em colaboracdo com o laboratorio de DNA, do Centro de Apoio
Multidisciplinar (CAM), da Universidade Federal do Amazonas-UFAM.

4.7.1 Extracdo de DNA Genbmico

Mediante a amostra previamente isolada e identificada, foi efetivada extracao
de DNA gendmico, a partir do Método de Extracdo por Fenol/Cloroférmio (Sambrook
e Russel 2001), com algumas modificacbes. Seguindo o protocolo, as células
bacterianas foram inoculadas em 3 mL de caldo Luria-Bertani (LB), e deixadas para
crescimento em incubadora (SHAKER S L 222, marca SOLAB), com agitacdo
durante 24h a 30°C e 150 rpm. Apos crescimento celular o material foi centrifugado
a 12.000g por 2min, para concentracdo de células em sedimento, apdés a
centrifugagéo descartou-se o sobrenadante.

Para a etapa de lise celular o sedimento foi ressuspendido em 300 uL de TEN
(NaCl 100mM; EDTA 50nM; Tris-HCI 50mM com pH 8,0), adicionou-se 30 pL de
enzima lisozima (20mg/mL), incubou-se por 30min a temperatura ambiente.
Adicionou-se 50 pL de Triton X-100 10% e aqueceu por 5min a 60°C, posteriormente
a solucéo foi resfriada vagarosamente, deixando-a em temperatura ambiente.

Foi adicionado ao sistema 1 uyL de RNAse A (10 mg/mL) e incubou-se por
30min a 37°C. Posteriormente adicionou-se 0,1 V de SDS 10% e homogeneizou.
Acrescentou-se 30 uL de proteinase K (10mg/mL) e incubou por 15min a 50°C. Apds
a incubacéo foi adicionado 1V de fenol e o material foi agitado manualmente por
5min e centrifugado em 12.000g por 2min a temperatura ambiente, recuperou-se a
fase aquosa. Acrescentou-se a fase aquosa 1V de clorofane, novamente
centrifugou-se a 12.000g por 2min, a temperatura ambiente e novamente a fase
aguosa foi recuperada e acrescentada 1V de Cloroférmio, centrifugou-se a 12.000g
por 2min, a temperatura ambiente. Para a recuperacdo da fase aquosa final foi
adicionado 0,1V de NaCl 3M e vagarosamente 2,5 V de etanol 100% a -20°C. O
DNA foi coletado com um bastdo de vidro e hidratado com 1 mL de etanol 70%, foi
deixado em repouso em fluxo laminar para secagem final por aproximadamente
15min.

Apbs secagem, foi ressuspendido com 500 uL de tampao R (Tris-HCI 10mM
pH 7.5; EDTA 1mM), e logo em seguida armazenado por 24h a 4°C. Para
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visualizagao do DNA foi feita eletroforese em gel de agarose 0,8% em seguida o gel
foi corado com brometo de etideo (0,5 pg/mL).

4.7.2 Reagdo em cadeia da polimerase (PCR) para amplificacdo do gene 16S
rRNA

Para amplificacdo do gene 16S rRNA, foram utilizados os oligonucleotideos
iniciadores: 530 F (5'-TGA CTG ACT GAG TGC CAG CMGCCG CGG -3") e 1492R
(5"-TGA CTG ACT GAG AGC TCT ACC TTG TTA CGM YTT-3"). A reacao de PCR
foi feita com volume total de 25 pL (2,5 pL de tampéo 10X sem MgCI2; 2,5 uL de
MgCI2 25 mM; 2 yL de dNTPs 2,5 mM; 1 pL de iniciador foward 5 pmol/uL; 1 pyL de
iniciador reverso 5 pmol/uL; 0,3 pL de Tag DNA polimerase 5 UL, 14,7 uL de agua
e 1 yL DNA bacteriano em diferentes diluicdes). O sistema de amplificacdo foi
realizado em aparelho termociclador (Applied Biosystems, 96 Well), com
desnaturacao inicial a 95°C por 2 min, seguido por 30 ciclos com desnaturacao de
94°C por 40 s; anelamento dos iniciadores a 58°C por 40 s e extensdo a 72°C por 2
min, seguido de extenséo final de 72°C por 5 min e término da reacdo a 4°C por
tempo indeterminado. Apds a reacdo de amplificacdo, as amostras foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,8% coradas com 0,5 pg/mL de
brometo de etideo e fotografadas sob luz UV em fotodocumentador para verificacao
dos fragmentos 16S rRNA amplificados, tamanho e concentracdo aproximada. O
marcador padrdo utilizado para verificar o tamanho das bandas foi 1kb ladder
promega.

Os produtos da PCR foram purificados a partir do gel de agarose, utilizando-
se o Kit Nucleic Acid and protein Purification (Macherey-Nagel), seguindo as
especificacdes do fabricante.

4.7.3 Sequenciamento da Regido Génica 16S rRNA

Os produtos de PCR purificados foram sequenciados utilizando o Kit Applied
Biosystems. Foram utilizados 5 pL (z10ng/pL) de DNA purificado para cada iniciador.
Em cada tubo de amostra, foi adicionado 5 pL de mix: 0,65 pL de cada
oligonucleotideo iniciador na concentracéo de 5,0 pmol/uL; 2 uL de tampéo 5X [Tris-
HCI 1M pH 9,0; MgCl, 1M]; 0,35 pL de ABI BigDye; e 2 yL de agua deionizada estéril
e filtrada. O volume final da reagéo de sequenciamento foi de 10 uL. A reacao foi
realizada em termociclador (Applied Biosystems, 96 Well) com a seguinte ciclagem:

1) desnaturacao inicial de 96°C; 2) 16 ciclos de desnaturacdo a 96°C por 10 s,
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anelamento a 50°C por 15 s e extensao a 60°C por 75 s; 3) 6 ciclos de desnaturacéo
a 96°C por 10s, anelamento a 50°C por 15s e extenséo a 60°C por 90s; 4) 6 ciclos
de desnaturacéo a 96°C por 10s, anelamento a 50°C por 15s e extensédo a 60°C por
120s; 5) 10°C para finalizar.

Apés a reacdo de sequenciamento foi feito a precipitacdo dos produtos
seguindo o protocolo de etanol/EDTA, adicionando-se sobre este 32,5 yL de mix
Etanol/EDTA (2,5 yL EDTA 125mM; 30 pL de Etanol 100%), em seguida o material
foi agitado gentilmente por inversdes de 3 a 4 vezes e deixado em repouso por 15
minutos. O material foi centrifugado durante 25 minutos em 2500rcf a 4°C.
Imediatamente apds a centrifugacéo, os pocos foram invertidos sobre um papel para
secagem e centrifugados por 1 minutos a 100 rcf. Posteriormente, foi adicionado 30
ML de etanol 70%, novamente o material sera centrifugado por 15 minutos em 1450
rcf a 4°C. Imediatamente apos a centrifugacéo, os poc¢os foram invertidos sobre um
papel para secagem e centrifugados por 1 minutos a 100 rcf. Em seguida o material
foi deixado em estufa para secar por 15 minutos a 37°C e, logo apods, foi
ressuspendido em 10 uL de formamida e gentilmente vortexado. Em seguida o DNA
foi desnaturado em termociclador a 95°C durante 1 minuto. Ao final as amostras
foram submetidas a eletroforese capilar em sequenciador (3130XL-Applied
Biosystems DNA sequence).

Essas sequencias geradas foram submetidas a analise por bioinformatica
para obtencdo da tabela de qualidade de sequéncias, sequéncia foward, sequéncia
reverse e sequéncias contigs, usando programa Phred e Cap3. As sequencias
reverse-complementar foram obtidas usando suite de manipulacdo de sequéncia
disponivel em: < http://www.bioinformatics.org/>. A identificacdo molecular foi feita a
partir de alinhamento comparativo entre espécies usando-se a ferramenta BLASTn,
assumindo-se o percentual de confianca para identidade bacteriana (ID) a partir de
100%.

4.8 Teste de Sensibilidade a Antibidticos

As etapas desenvolvidas nos itens (4.8, 4.10, 4.11 e 4.12), foram executadas
em colaboragdo com o laboratorio de Protedmica do Mini-Campus da Universidade
Federal do Amazonas.

O teste de sensibilidade da amostra bacteriana a antibioticos foi realizado
segundo as Normas de Desempenho para Testes de Sensibilidade Antimicrobiana
(ANONYMOUS. NCCLS, 2005), adequando-se algumas condicbes ao micro-
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organismo-teste. De uma placa de bactéria crescida por no maximo 24h, foram
retiradas algumas colbnias e ressuspendidas em solugdo salina 0,85% estéril.
Mediu-se a densidade celular em espectrofotbmetro 600nm e ajustou-se o volume
da suspensao para 0,1 de absorbancia (equivalente a 0,5 McFarlandl). Mergulhou-
se um palito com algodao estéril nesta suspenséo de células por alguns instantes e
retirou-se 0 excesso pressionando na parede do tubo. Em seguida, inoculou-se em
uma placa (140 mm de diametro) contendo meio Mueller-Hinton sélido (70 mL) por
trés vezes, girando a placa a 60° a cada esfregaco. A placa foi deixada em repouso
por 3 minutos a fim de absorver o excesso de umidade. Em seguida com o auxilio de
uma pinga, foi colocado uma unidade de multidiscos de antibiéticos (Laborclin) sobre
o meio de cultura, pressionando-0 suavemente para assegurar contato completo. A
placa foi incubada a 30°C por 24h. os halos foram medidos utilizando uma régua e
considerou-se o halo de inibicdo a area sem crescimento detectavel a olho nu. Os
diametros dos halos foram interpretados como resistentes, resisténcia intermediaria

e sensiveis.

4.9 Perfil de Crescimento Bacteriano

A partir da amostra bacteriana preservada em BH semisoélido acrescido de
petréleo, com auxilio de uma alca de platina estéril, uma alcada de massa celular foi
inoculada em 5 mL meio LB caldo em tubos de ensaio com tampa rosqueavel (10
mL) e estes foram incubados por 24h, a 30°C, sob agitacdo de 150 rpm. Para
preparo do indculo, foi retirado 1 mL da cultura do pré-indculo, centrifugado por 3min
a 10000 rpm e descartado o sobrenadante. As células foram ressuspendidas em 1
mL de meio BH estéril e um volume necessario foi inoculado em 50 mL de meio BH
estéril em erlenmeyer de 250 mL, de modo a obter uma densidade celular de 0,01 a
600nm. Ao meio foram adicionadas as fontes de carbono (petréleo 3% e LB 0,1%).
Estes indculos foram incubado em shaker (SHAKER S L 222, marca SOLAB) a
30°C, a 150 rpm. A densidade celular foi medida em aparelho espectrofotbmetro
(marca genesys 10 vis, fabricante Thermo scientific), a cada 24h por um periodo de
110 dias. O experimento foi realizado em quatro experimentos independentes.

A etapa acima descrita foi realizada em colaboragdo com os laboratorios de

Microbiologia, Genética e Fisico-Quimica do ISB/UFAM.
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4.10 Atividade Emulsificante de Sobrenadante de Cultura Bacteriana

O in6culo bacteriano foi preparado como descrito para o perfil de crescimento
bacteriano. No tempo de crescimento de 6 dias, o sobrenadante foi recuperando por
centrifugacdo a 4000 rpm, a 4°C. Para o teste, 4 mL de sobrenadante foram
adicionados em um tubo de vidro de rosca (15 x 150 mm). Sobre este, foram
adicionados 4 mL de solvente orgéanico. A mistura foi misturada vigorosamente por 5
minutos em vortex (QL- 901 Vertex) e deixada descansando. As medidas da altura
da fase oleosa, aquosa e emulsificada foram medidas em 24h para obtencdo dos
indices de emulsificacdo. O indice de emulsificagdo foi calculado usando a formula:
E(%)=He/Ht x 100, onde He é a altura da emulsdo e Ht & a altura total. O
experimento foi realizado em trés experimentos independentes. Foram utilizados os
substratos hidrofébicos: hexaxo, xileno, e petréleo. Como controles de atividade
emulsificante foi utilizado: meio de cultura a 0,5% de BH estéril, Triton X-100 e
Tween 20, respectivamente (CAMACHO-CHAB et al., 2013).

4.11 Teste de Hidrofobicidade Celular

O in6culo bacteriano foi preparado como descrito para o perfil de crescimento
bacteriano. No tempos de crescimento de 6 dias, as células foram recuperadas por
centrifugacédo a 4000 rpm, a 4°C. As células recuperadas foram ressuspendidas em
meio BH estéril em uma densidade celular final de 0,50 a 600nm de comprimento de
onda no aparelho espectrofotdmetro. Deste volume, foi adicionado 1,2 mL em um
tubo de vidro de 10 mL (13 x 100 mm). Em seguida, foram adicionados 500 uL de
substrato hidrofébico sobre a suspensao e misturada em vortex por 2 min (QL- 901
Vertex). Em seguida, os tubos foram deixados descansando por 1 h para a completa
separacdo das fases. Apos o tempo, toda a fase aquosa foi recuperada com auxilio
de uma pipeta Pasteur. A absorbancia da fase aquosa foi medida a 600nm de
comprimento de onda usando cubeta de acriico em um aparelho de
espectrofotdometro (marca genesys 10 vis, fabricante Thermo scientific), tendo como
o branco o meio BH estéril. A hidrofobicidade celular foi expressa como % de
aderéncia celular no o6leo, a qual foi calculada usando a férmula: BA(%) = (1-
(Abs/0,5)) x 100, onde BA é aderéncia celular, Abs é a absorbancia da suspenséo
apos a agitagcdo e 0,5 € a absorbancia da suspensdo antes da agitacdo. O
experimento foi realizado em trés experimentos independentes. Foram utilizados os
solventes: hexano, xileno e petroleo (ISMAIL e DADASNIA, 2015).
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4.12 Detectacao de Producé&o de Biossurfactante

O in6culo bacteriano foi preparado como descrito para o perfil de crescimento
bacteriano. No tempo de crescimento de 6 dias, foi recuperado a cultura bacteriana
e deixada em overnight a 4°C para uma boa separacdo do Oleo residual do
sobrenadante. Com o auxilio de uma pipeta Pauster, a cultura foi separada do 6leo e
esta foi centrifugada por 3 minutos a 10.000 rpm para separac¢do das células. O
sobrenadante foi filtrado usando filtro de 0,20um de tamanho de poro (Millipore).
Foram retirados 135 pL do sobrenadante filtrado e aplicados sobre parafiime
estendido sobre uma superficie para verificar a retencédo da configuragédo de gota. As
gotas foram feitas em triplicata e o experimento foi realizado em trés experimentos
independentes. Foram usados como controle: agua destilada, SDS (doecil sulfato de
sédio) a 0,1, 1,0 e 10% (modificado de JAIN et al., 1991).
4.13 Tratamento Estatistico

Para andlise, organizacdo e obtencdo da média e desvios-padrdao dos dados
para o perfil de crescimento microbiano utilizou-se o programa Microsoft Excel. Ja
para analise, organizacdo e obtencdo dos desvios-padrdo dos dados de
emulsificante e hidrofobicidade celular, utilizou-se o programa Microsolt Excel e para
verificacdo de diferenca ao nivel de 5% de significancia, utilizou-se One-Way
ANOVA do programa Past 3.12, disponivel no site http://folk.uio.no/ohammer/past/, e
0 Teste Tukey do programa Mystat disponivel no site
<http://systatsotfware.com/downloads/ downloaads-mystat>.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificacdo dos Isdpteros

Os térmitas oriundos do cupinzeiro A2 (Tabela 3) foram identificados como
pertencentes ao reino Animalia, divisdo Arthropoda, classe Insecta, ordem IsOptera e
familia Termitidae.

Os cupins foram identificados de acordo com as caracteristicas morfolégicas
especificas a cada familia. De acordo com Constantino (2012), os cupins
pertencentes a familia Termitidae, possuem fontanela, esporfes apicais da tibia,
mandibula esquerda com um ou dos dentes marginais, asas ndo reticuladas
(reprodutores), escama alar posterior ndo recobrindo a anterior e pronoto em forma

de sela, com um lobo anterior bem definido (Figura 8).

-

Figura 8. Identificacéo dbs térmitas oriundos do cupinzeiro A2

A familia Termitidae € a maior e mais diversa dentre as 7 familias
reconhecidas atualmente, de ampla ocorréncia principalmente na América do Sul.
Uma caracteristica que ocorre somente nesta familia € a relacdo de mutualismo
(térmitas, fungos e bactérias), podendo assim, receber a denominacdo de cupins
superiores. Portanto, a “capacidade de alimentar-se de material lignocelulésico” se
deve a esta relacdo. Ja as demais familias (cupins inferiores), alimentam-se de
material vegetal devido a relacdo entre cupins e fungos somente (CONSTATINO,
2012).

Além da relacdo interespecifica que ocorre com os isépteros pertencentes a
familia Termitidae, outro fator que merece destaque, é a compartimentalizacdo do
intestino desses insetos. Tendo em vista que esta especialidade lhes confere
tolerdncia a um amplo gradiente de condigbes fisico-quimica, tais como pH e
oxigénio dissolvidos, esta particularidade é fundamental para abrigar em seu
intestino uma enorme variedade de microrganismos. Estes aspectos sdo essenciais
para a sobrevivéncia dos térmitas, por estes serem fontes de diversas enzimas

necessarias para degradar o material vegetal (THONGARAM et al., 2005).
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Dentre os constituintes da madeira encontram-se a celulose, hemicelulose e a
lignina. Contudo, a complexidade quimica dos referidos compostos é bem diferente,
a celulose é menos complexa que hemicelulose, que por sua vez € menos complexa
qgue lignina, sendo esta, o segundo componente mais abundante da biomassa
vegetal. De acordo com Brown e Chang; (2013), ela € um heteropolimero aromético
altamente complexo e recalcitrante. Contudo, alguns microrganismos desenvolveram
meios enzimaticos que possibitam despolimeriza-la.

Deste modo, pesquisas relacionadas afirmam que a degradacdo microbiana
da lignina é um processo complexo e que envolve a atuacdo de varias enzimas.
Relataram também que bactérias podem reagir com a lignina e possivelmente
produzir compostos aromaticos menores (hidrocarbonetos policiclicos aromaticos -
HPAS) que podem ser importados a célula para o catabolismo (BROWN e CHANG;
2013). Contudo, no que se refere aos HPAs, sabe-se que sdo compostos altamente
recalcitrantes. Portanto, consoante as analogias entre a lignina e os HPAs, o
potencial de bactérias oriundas de isOpteros quanto a degradacdo do petréleo foi
avalida.

Ainda devemos ressaltar pesquisas que correlacionam a degradacao
microbiana de xenobidticos como bifenilo e HPAs com a da lignina. Estas afirmam
que se a degradacao biocatalitica da lignina puder ser aproveitada e controlada, este
polimero representa uma importante fonte de produtos biol6gicos aromaticos e
fendlicos. Deste modo, seriam materias-primas valiosas, além da sintese de
produtos quimicos. Portanto, hd um interrese a mais em localizar microrganismos
com potencial para degradar tanto os HPAs como a lignina, jA que ambos sao
compostos aromaticos e recalcitrantes. Nete contexto, a busca por microrganismos
com potencial para degradar HPAs sdo extensivamente pesquisados (BROWN e
CHANG; 2013).

5.2 Selecdo de Bactérias que Utilizam Petroleo como Fonte de Carbono e
Energia
Ap6s o monitoramento por 30 dias, 0s consorcios microbianos apresentaram
capacidade variavel quanto a degradacéo de petréleo, sendo este a unica fonte de
carbono (Tabela 4). Cada consorcio € indicado pelas inicias ConsAl, ConsA2, Cons
A3, ConsS1, ConS2 e ConsS3 seguido da identificagdo do cupinzeiro A ou S, de

origem arboricola ou solo, respectivamente. Durante as observacgdes, utilizou-se o
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simbolo de adicdo (+) para indicar o nivel de transformac&o da camada oleosa, bem

como o nivel de turbidez do meio em relacéo ao controle abiotico.

Tabela 4. Capacidade de crescimento microbiano em meio contendo petréleo como Unica fonte de
carbono e energia

: Resultados em 15 dias de
Intervalos em dias

Identificagdo cultivo
dos Transformacdo  Turbidez do
consdrcios 1 5 10 15 20 25 30 da camada meio de
oleosa cultura
ConsAl + ++ ++ +++  +++ Alta Muito
ConsA2 + ++  +++ A+ A+ Alta Muito
ConsS1 - + + ++ ++ ++ ++ Média Médio
ConsA3 - + + ++ +++ A+ ++ Média Médio
ConsS2 - - + + + ++ ++ Baixa Baixo
ConsS3 - - + + ++ ++ ++ Baixa Baixo

(-) sem alteragdo da na camada oleosa; (+) baixo nivel de transformacdo na camada oleosa; (++)
nivel médio de transformacéo; (+++) alto nivel de transformacéo.

Consoante os resultados da Tabela 4, verificou-se que de forma geral os 6
consércios microbianos possuem microrganismos capazes de crescerem em meio
contendo petréleo como Unica fonte de carbono e energia. Porém, os fatores
determinantes para a selecdo se deve aos resultados observados na transformacéo
da camada oleosa, bem como a turbidez do meio de cultura relacionadas ao tempo,
ambas as caracteristica estdo relacionadas ao crescimento microbiano.

Segundo Tortora et al., (2012), normalmente o meio de enriquecimento é
liquido e contém todos os nutrientes necessarios para favorecer a multiplicacdo da
bactéria de interesse. No entanto, ele apresenta a caracteristica especial para
estimular o crescimento do organismo de importancia, que podera estar em baixo
namero, tornando possivel sua deteccdo. Portanto, o meio de cultura liquido (BH+
3% de petrdleo) utilizado nos testes, continham apenas petréleo como Unica fonte de
carbono e energia. Consequentemente, nessas condi¢cdes, 0S microrganismos
incapazes de utilizar tal nutriente ndo cresceram.

De acordo com a (Tabela 4), os consoércios consAl e consA2 apresentaram
turbidez e transformacdo da camada oleosa maxima apés 15 dias de cultivo. Os
demais consoércios, ainda que capazes de utilizar petréleo como fonte de carbono,
apresentaram niveis inferiores quando comparados aos consorcios consAl e

consA2. Assim, considerou-se para etapas subsequentes o0 consorcio consA2, por
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apresentar 6timo crescimento microbiano, bem como alto nivel de transformacéo da
camada oleosa. Logo, este consorcio foi utilizado para realizar a identificacdo das
bactérias integrantes.
5.3 Obtencéo de Culturas Puras a partir do Consoércio ConA2

A partir do consércio ConA2 foram obtidos 9 morfotipos, de acordo com os
aspectos das coldnias, quando o consarcio foi cultivado em placas de Petri contendo
meio LB (Tabela 5). Foram inicialmente denominados por A2A, A2B, A2C, A2D,
A2E, A2F, A2G, A2H e A2l. Para a realizacdo desta etapa, utilizou-se uma lupa para
observar as caracteristicas da colénia como: pigmentacéo (cor da colonia), forma (a
forma bésica da coldnia), elevacdo (altura e forma do apice da col6nia), margem
(forma da borda da colénia) e odor (odor caracteristico da col6nia). Segundo
(TORTORA et al., 2005) as colbénias bacterianas, bem como as células podem se
apresentar de véarios tamanhos e diferentes formas. Deste modo, estas
caracteristicas podem ser empregadas no diferenciamento morfolégico das coldnias

bacterianas.

5.4 Enriqguecimento de Culturas dos Morfotipos Isolados do Consércio consA2

Foram realizados monitoramento em um periodo de 30 dias, acerca do
crescimento dos morfotipos isolados. Durante as observacoes, utilizou-se o simbolo
de adicdo (+) para indicar o nivel de transformacdo da camada oleosa, bem como o

nivel de turbidez do meio em relagéo ao controle abiético (Tabela 5).
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Tabela 5. Resultado do teste de enriguecimento dos morfotipos isolados do consércio ConsA2

Denominacéao
dos
Morfotipos
isolados de
ConsA2

Caracteristicas
Morfolégicas

Intervalos em dias

Resultados em 15

dias de cultivo

10 15

20

25

30

Transformagéo
da camada

oleosa

Turbidez do
meio

A2A

Colbnias: grandes, bordas
irregulares, coloragdo
branco leitoso, sem relevo,

sem brilho e aspecto Umido

-+

++

++

++

Média

Médio

A2B

Colonias: médias, bordas
irregulares, coloragéo
branco leitoso, sem relevo,

sem brilho e aspecto seco

+++

++

+++

+++

Alta

Alto

A2C

Col6nias: médias, bordas
regulares, coloragéo
amarelo claro, com relevo,
sem brilho e aspecto Umido

++

++

++

Média

Médio

A2D

Colbnias: médias, bordas
regulares, coloracéo
amarelo leitoso, com relevo,

sem brilho e espalhadas

++

++

++

Média

Médio

A2E

Colénias: pequenas, bordas
regulares, coloragéo
amarelo escuro, com relevo,

com brilho e aspecto imido

++

++

++

Média

Médio

A2F

Colbnias: pequenas, bordas
regulares, colorag&o branca,
com relevo, com brilho e

aspecto Umido

++  ++

++

++

++

Média

Médio

A2G

Colbnias: grandes, bordas
irregulares, coloragéo
amarelada, com relevo,

brilho e aspecto Umido

++

++

++

Média

Médio

A2H

Colbnias: médias, bordas
regulares, coloragéo
amarelada, com relevo, com
brilho e aspecto umido

-+

+++

++

++

+++

++

+++
++

Alto

Meio muito

turvo

A2l

Colbnias: médias, bordas
regulares, colorag¢&o branca,
com relevo, brilho e aspecto

Umido

-+

+++  +++

++

++

+++

++

+++
++

Alto

Meio muito

turvo

() sem alteracdo da na camada oleosa; (-+) traco nivel de transformacdo na camada oleosa; (+)
baixo nivel de transformacgéo na camada oleosa; (++) nivel médio de transformacéo; (+++) alto nivel

de transformacé&o da camada oleosa.

Consoante os resultados encontrados na Tabela 5, podemos inferir que no

tempo de 15 dias de cultivos os morfotipos A2B, A2H e A2l, apresentaram alto nivel

de transformagdo da camada oleosa e meio muito turvo em relagdo ao controle
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abidtico. Portanto, pelo fato destes terem apresentado alto crescimento microbiano
em tais condi¢gbes (petréleo como Unica fonte de carbono), provavelmente, sao
capazes de degradar estes substratos. Contudo, selecionou-se o morfotipo A2H
para prosseguir com as analises, embasado em seu alto nivel de crescimento no

meio seletivo utilizado. (Figura 9).

Figura 9. Crescimento de A2H em meio liquido contendo petréleo como Unica fonte de carbono
A= tempo 0 de crescimento microbiano, B= 10 dias de crescimento, C= tempo 25 dias de crescimento
e D= 50 de crescimento

5.5 Caracterizacdo Morfologica e Identificagcdo Molecular de A2H
Para a realizacdo da caracterizacdo morfologica de A2H utilizou-se lupa e

microscépio Optico em aumento de 1000x (Tabela 5) e (Figura 10).

Figura 10. Caracterizacdo morfoldgica de A2H
A= caracterizacao de colbnia; B= classificacdo de Gram; C= teste de capsula

A identificacdo molecular procedeu a partir da amplificacdo usando os primers
530F e 1492R e tratamento da sequéncia, obteve-se um fragmento de 444 pb
(Figura 11). O alinhamento desta sequéncia no banco de dados NCBI, usando
programa BLASTn, mostra que a linhagem A2H tem 100% de identidade, e-value
0.0 e Query Cover 100% para Enterobacter cloacae (Anexo A).
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A2H Controle
positivo

Figura 11. Gel da PCR de A2H

Tabela 6. Caracterizacdo morfolégica e identificagdo molecular de A2H

Denominagéo Caracterizacéo Caracteristicas Teste de Identificacéo
Inicial Morfélogica Microscopica Capsula Molecular

Colbnias: médias, bordas Gram: Negativa
A2H regulares, coloragéo
amareladas, com relevo,
com brilho e aspecto
hamido.

Forma: bacilos Encapsulada Enterobacter cloacae

Arranjo: isolados

A caracterizacdo morfolégica de coldnias € considerada uma etapa inicial
muito importante na identificacdo de microrganismos isolados. Estudos afirmam que
a maioria das observacdes iniciais dos microrganismos € feita através de
preparacdes coradas, como a coloracdo de Gram. Esta técnica fundamenta-se no
fato de que diferentes tipos de bactérias reagem de modo distinto aos corantes,
devido as diferencas estruturais na parede celular. Portanto, este método é
responsavel pela retencéo ou a liberacdo de uma combinacdo de corantes. Contudo,
a bactéria em analise apresenta-se em forma de bacilo, Gram negativa, ou seja, ela
nao apresenta a propriedade de reter os corantes, por que sua parede celular possui
apenas uma fina camada de peptideoglicano (dissacarideos e aminoacidos).

No teste de cdapsula observou-se a presenca desta estrutura. Pesquisas
apontam que existe maior probabilidade das bactérias Gram negativas possuirem
este componente e a presenca deste pode lhes conferir vantagens como: protecao a
desidratacdo, protecdo ao ataque de bacteriéfagos, favorece a aderéncia ao
substrato e evita que nutrientes se movam para fora da célula (NITSCHKE e
PASTORE, 2002).

A capacidade de aderir-se ao substrato, bem como a liberacdo da célula
microbiana a superficie € uma das mais importantes estratégias de sobrevivéncia

dos microrganismos, € sua habilidade em colonizar um nicho ecol6gico onde possa
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se multiplicar. Portanto, a presenc¢a da capsula em uma célula microbiana é muito
importante, ja que ela contribui significativamente para sobrevivéncia do
microrganismo em ambientes néo favoraveis, como aqueles que possuem petroleo
como unica fonte de carbono.

Segundo Abdel-El-Haleem (2003), algumas proteinas podem estarem ligadas
a capsula para formarem complexos com atividade emulsificante. A producdo de
biossurfactante é visto como um mecanismo que facilita a absorcdo de nutrientes
hidrofébicos, ou seja, ele torna os nutrientes mais disponiveis ou mais sollaveis, além
de evitar o contato direto com o envelope nuclear. Consequentemente, € possivel
que a presenca desta estrutura na bactéria analisada (A2H) tenha potencializado
sua acdo quanto a degradacéao de petroleo.

Na etapa de identificacdo molecular por sequenciamento do gene para rRNA
16S, constatou-se que se tratava da espécie Enterobacter cloacae. De acordo com
as analises laboratoriais desenvolvidas a cerca deste microrganismo, a E. cloacae
apresentou 6timo crescimento em meio de cultura contendo petréleo como Unica
fonte de carbono e energia. Portanto, ha evidéncias de seu potencial quanto a
degradacédo do petréleo.

Segundo khorasani et al., (2013), esta espécie apresenta capacidade para
degradar mazute (6leo diesel), petrdleo, bem como outros compostos recalcitrantes.
De acordo com Ahmed & Alzubaidi e Hamza (2014), a E. cloacae possui
competéncia para degradar 6leo bruto presente em agua contaminada, uma vez que
em seus estudos verificaram a reducdo de + 40% deste composto, incluindo
hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (HPAS).

5.6 Teste de Susceptibilidade a Antimicrobianos de Enterobacter cloacae

Os resultados do teste a sensibilidade a antibiéticos para E. cloacae (Figura
12), encontram-se na Tabela 7. Os dados foram obtidos mediante a mensuracao dos
tamanhos dos halos contido nas placas de Petri as quais continham crescimento
bacteriano e multidiscos negativos com o0s antibidticos e suas respectivas
concentragdes: cefoxitina 30 pg, amoxicilina 30 pg, cefuroxima 30 ug, cefatotina 30
Mg, ampicilina 10 uyg, meropenem 10 pg, ceftazidima 30 ug, cefepima 30 ug,
ciprofloxacina 5 pjg, sulfametoxazol + trimetopim 25 upg, amicacina 30 ug,

gentamicina 10 ug.



Tabela 7. Teste de sensibilidade a antibiéticos de E. cloacae

Figura 12.Teste de sensibilidade a antibiéticos de E. cloacae
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Parametros para

9 » resultados
o9 3 3 ° Classe de
e Sz = g © = e @®© o = S
o Antibiotico 2 | o> 2E | = = 5 = antibioticos
e 5% |6 |[SE|Z |E.-|% g
S c 2 87 g |zl |2@
o = ° 14 V"o le = c =
© T g | &
. £
01 Cefoxitina 30 CFO 0 <14 15-17 =18 Cefalosporinas 4°
geracao
02 Amoxicilina 30 AMC 0 <13 14-16 =17 Penicilinas
03  Cefuroxima 30 CRX 22 <14 15-17 =18 Cefalosporinas 2°
geragao
04 Cefalotina 30 CFL 0 <14 15-17 =18 Cefalosporinas 2°
geragao
05 Ampicilina 10 AMP 11 <13 14-16 =17 Penicilinas
06  Meropenem 10 MER 29 <13 14-15 =16 Carbapenens
07  Ceftazidima 30 CAz 25 <17 18-20 221  Cefalosporinas 3 °
geragéo
08 Cefepima 30 CPM 29 <14 15-17 =18 Cefalosporinas 4°
geracao
09 Ciprofloxacina 5 CIP 28 <15 16-20 =21 Quinolonas
10 Sulfametoxazol 25 SUT 22 <10 11-15 =16 Inibidores da via
+ trimetopim metabodlica do folato
11 Amicacina 30 AML 16 <14 15-16 =17  Aminoglicosideo
12  Gentamicina 10 GEN 14 <12 13-14 =15  Aminoglicosideo

Observou-se mediante o teste de sensibilidade a antibidticos que a espécie E.

Cloacae é resistente a mais de um principio ativo, (cefoxitima, amoxicilina e

cefatotina), esta caracteristica significa que as cepas nao sao inibidas pelas
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concentracOes destes agentes antimicrobianos (30ug, 30ug, 30ug respectivamente).
Entretanto, ela apresenta sensibilidade intermediaria aos antibidticos (amicacina
30ug e gentamicina 10ug). Por fim, ela se mostrou suscetivel aos antibioticos nas
respectivas concentracdes (cefuroxima 30ug, meropenem 10ug, ceftazidima 30ug,

cefepima 30ug, ciprofloxacina 5ug e sulfametoxazol+trimetopin 25ug).

5.7 Perfil de Crescimento Bacteriano

A curva de crescimento de E. cloacae foi obtido para as quatros condi¢des de
cultivos, de acordo com o método descrito no item 4.9 (Figura 13), ou seja, utilizou-
se os valores reais dos 4 frascos de cultivo, deste modo, aparecem 4 curvas
independentes. Entretanto, se analisarmos as curvas, podemos perceber que elas
corroboram um mesmo padréo referentes as fases de crescimento, ou seja, a fase
de aclimatacéo ocorreu até o 3 dia de cultivo. A fase exponencial ocorreu a partir do
4° ao 10° dia. A estacionaria comec¢ou no 11° dia com término no 100° dia. Por fim a
fase de declinio ocorreu a partir do 101° dias. Os valores das absorbancias obtidas

no decorrer do teste poderdo ser encontrados em (Anexos B).
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Figura 13.Curva de crescimento de E. cloacae

Estudos abordam que a maioria das bactérias apresentam maior crescimento
microbiano em meios que apresentem pH neutro e temperatura de 30°C. Entretanto,
de acordo com a temperatura Otima para o crescimento microbiano, podemos
classifica-los em trés grupos: psicrofilos, sdo assim classificados os microrganismos
gue apresenta crescimento 6timo em temperaturas baixas; mesofilos, estes crescem
em temperatura moderada; e os terméfilos, que crescem em temperatura elevadas.

Assim, a E. cloacae pertence ao grupo dos mesofilos (TORTORA et al., 2012).
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Estudos abordam basicamente a existéncia de quatro fases de crescimento: a
lag, a log, a fase estacionaria e a fase de morte celular. Segundo Tortora et al.,
(2012), na fase de aclimatac&o (lag) o numero de célula sofre pequenas variacdes,
pois a bactéria ndo se reproduz imediatamente. Consequentemente, neste periodo
ocorre pouca ou nenhuma divisdo celular, isto €, as células se encontram em estado
de laténcia. Entretanto, a populacdo estd em um periodo de intensa atividade
metabdlica, principalmente na sintese de enzimas e moléculas variadas.

Na fase exponencial (log) a reproducédo celular encontrava-se extremamente
ativa, e o tempo de geracao atinge um valor constante, ela é caracterizada como a
fase de maior atividade metabdlica da célula. Na fase estacionaria também
denominada de fase de equilibrio, a velocidade de crescimento diminui, ou seja, o
namero de morte celular € equivalente ao numero de células novas e a populacédo se
torna estavel. No entanto, ndo se conhece exatamente os motivos que induzem a
fase exponencial a diminuir suas atividades. Diversos fatores poderiam ser
importantes razbes, como o término de nutrientes, o acumulo de produtos
metabdlicos toxicos, assim como mudancas no pH danosas para a célula
(TORTORA et al., 2012).

Por fim, de acordo com Tortora et al.,, (2012), na fase de declinio ha o
acumulo adicional de produtos metabdlicos inibitérios e deplecdo dos nutrientes
essenciais, devido a estes fatores a taxa de morte é acelerada, ou seja, o numero de
células mortas excede o numero de células novas. Contudo, esta fase continua até
que a populacao tenha diminuido para uma pequena fracdo da populacao da fase
anterior, ou até que tenha desaparecido totalmente.

5.8 Atividade Emulsificante de Sobrenadante de Cultura Bacteriana de
Enterobacter cloacae

Os teste de emulsificante de sobrenadante da cultura bacteriana foi realizado
no sexto dia de cultivo, dentro da fase exponencial e os resultados poderdo ser
encontrados em Anexos C. De acordo com o teste de Tukey, ha diferenca
significativas entre os experimentos hexano e xileno; xileno e petroleo, como

demonstra a Tabela 8 e Figura 14.
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Tabela 8. Resultados do teste Tukey para atividade emulsificante de sobrenadante de E. cloacae

Soventes Hexano (p-Value) Xileno (p-Value) Petroleo (p-Value)
Hexano 0,0001293 0,9968
Xileno 10,23 0,0001292
Petroleo 0,1099 10,34

T
40 J_

101 I T

=T [w'=] (]

Figura 14. Atividade Emulsificante de Sobrenadante de E. cloacae
A=hexano, B= xileno, C= petréleo

De acordo com Ron e Rosenberg, (2002) a producdo de emulsificante por
uma dada espécie é potencializada na fase exponencial e para ocorrer a producao
desta substancia, faz-se necessario que o microrganismo esteja em contato com um
Oleo. Deste modo, o experimento foi realizado na referida fase, objetivando detectar
o processo de emulsificacdo do petréleo (Figura 15). Contudo, as substancias
presentes no meio de cultura ndo se misturam (agua e petroleo). Portanto, a funcao
dos emulsificantes € justamente misturar substancias imisciveis, devido sua

caracteristica anfipatica.
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Triton-x | Exp. 3 BH Exp. 1
Hexano | xileno | xileno | hexano

Figura 15.Teste de atividade emulsificante de sobrenadante de cultura de E. cloacae

De acordo com os resultados do teste de emulsificante (Anexo C), bem como
a (Fig. 15), podemos perceber que houve a producdo de emulsificante nos
experimentos, se comparados aos controles positivo e negativo. Segundo Ron e
Rosenberg (2002), o petrdleo € um Oleo composto por diferentes tipos de
hidrocarbonetos (cadeia curta, cadeia longa, hidrocarbonetos aromaticos e
policiclicos), todos estes apresentam baixa solubilidade em agua.
Consequentemente, sdo necessarios meios biolégicos que permitam um maior
contato com esses hidrocarbonetos. Uma estratégia biolégica visando aumentar o
contato entre a bactéria e estes compostos insoluveis € a emulsificagcdo dos
hidrocarbonetos. Desde modo, ndo é surpreendente que as bactérias que crescem
na presenca de petréleo, seja geralmente um emulsificador potente. Assim sendo,
os emulsificantes ajudam na dispersado do 6leo, aumentam a area superficial para o
crescimento, além de ajudarem a liberar a bactéria da gota de Oleo apds a sua
utilizagdo. Portanto, eles s&o adicionados ao meio contaminado, objetivando
estimular o processo de biorremediagéo.
5.9 Hidrofobicidade Celular

Os testes referente a hidrofobicidade celular de E. cloacae, foram realizados
no sexto dia de cultivo, dentro da fase exponencial e os resultados poderdo ser
encontrados em (Anexos D). De acordo com o teste de Tukey, ndo ha diferenca

significativas entre os experimentos como mostra a Tabela 9 e a Figura 16.
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Tabela 9. Resultados do teste Tukey de E. cloace referente a sua hidrofobicidade celular

Soventes Hexano (p-Value) Xileno (p-Value) Petroleo (p-Value)
Hexano 1 0,6714

Xileno 0,6695
Petroleo 1,213 1,218

£0.0

45.0 - T I

37.54 1 J_

30.0

22...'_
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Figura 16.Hidrofobicidade Celular de E. cloacae
A=hexano, B= xileno, C= petréleo

O hexano é um solvente de carater apolar, assim como o xileno. Por outro
lado, o petréleo ndo € uma substancia pura. Entretanto, a maioria de seus
componentes sdo de carater também apolares. Os resultados do teste demonstram
que ndo houve diferenca significativa entre os experimentos (Fig. 16). Segundo
Obuekwe et al., (2009), a hidrofobicidade celular pode ser compreendida como uma
afinidade da superficie celular a contaminantes organicos apolares. Desde modo, 0s
microrganismos podem aumentar sua hidrofobicidade celular, objetivando uma maior

interacdo com a fonte de carbono e energia, como no caso do petroleo.

5.10 Resultados do Teste de Producéao de Biossurfactante

Os teste de producdo de biossurfactante, foi executado no sexto dia de
cultivo, dentro da fase exponencial. Para verificagdo da producéo de biossurfactante,
realizou-se testes qualitativos e os experimentos realizados foram comparados com
o SDS a 0,1%, 1% e 10 (Figura 17). Podemos inferir que a produgcédo de
biossurfactante por E. cloacae na presenca de petroleo foi aproximadamente de
0,1%.
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Agua Exp.1 Exp.2 Exp.3 | SDS0,1% SDS 1% SDS 10%
Destilada

Figura 17.Producéo de biossurfactante por E. cloacae
Exp= experimental. SDS= doecil sulfato de s6dio

De acordo Lawniczak et al. (2013), a presenca de biossurfactante aumenta o
potencial de biorremediacdo de uma dada espécie. Contudo, a producdo de
biossurfactante por E. cloacae é pouco mencionada na literatura. Todavia, mediante
testes qualitativos do sobrenadante da cultura bacteriana, verificou-se a producéo de
0,1% de biossurfactante por esta espécie. Deste modo, por se tratar de uma espécie
produtora de surfactante, houve uma motivacéo adicional para testa-la, uma vez que
em processos de biorremediacdo sdo necessarias pouca quantidade de
surfactantes.

A literatura afirma que a produgédo de biossurfactante por uma determinada
espécie € potencializada durante a fase exponencial do crescimento do
microrganismo. Desde modo, o teste para detectar a producdo de biossurfactante,
foi realizada dentro da referida fase. Estudos evidenciam que a presenca de
biossurfactante, esta associada geralmente a utilizagdo de substratos insollveis em
agua, afim que figuem disponiveis a célula microbiana. Em outras palavras, este
composto tem a funcdo de aumentar a disponibilidade de substancias de natureza
oleosa (como é o caso petréleo), afim deste ser utilizado pela célula, como fonte de
carbono e energia.

Estudos relacionados recomendam o uso de biossurfactante, pois ele
possuem vantagens frentes aos surfactantes sintéticos, uma vez que sao
biodegradaveis, além de serem menos toxicos e consequentemente, mais
ecolégicos. Portanto, Todos esses tragos relevantes contribuem para uma alta

aplicabilidade de biossurfactantes em varios ramos da industria (ou seja, agricultura,
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cosmeéticos, aditivos alimentares, produtos farmacéuticos). Contudo, sua maior
aplicacdo estar relacionados as industrias petroquimicas, como na recuperacao
melhorada do petréleo (MEOR). Entretanto, o alto custo para a producdo de
biossurfactantes acaba sendo um fator negativo (SOBERON e MAIER, 2011;
BANAT, et al., 2010; MAKKAR e ROCKNE, 2003).
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6. CONCLUSAO

Tendo em vista que o0s cupins superiores alimentam-se de material
lignoceluldsico, esta capacidade se deve ao fato de rela¢cdes simbidticas com fungos
e bactérias. Sabe-se que a lignina e os HPAs sdo composto aromatico altamente
complexos e recalcitrantes. Consequentemente, de acordo com as analogias destes
compostos, o potencial degradador de bactérias oriundas de térmitas quanto a
degradacédo do petréleo foi confirmada. Verificou-se mediante testes laboratoriais,
bem como resultados encontrados na literatura, que a bactéria Enterobacter cloacae
isolada de amostras de cupins possui competéncia para degradar petroleo, bem
como outros compostos recalcitrantes, além da evidéncias de producdo de
bioemulsificantes e biossurfactantes por esta espécie. Portanto, a E. cloacae € uma
microrganismo promissor em processos relacionados a remediacdo de areas

impactadas por petréleo.
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ANEXOS
Anexo A: Sequéncia obtida e o resultado da identificagdo molecular

> A2H
CAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCG
TGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTT
GTGGTTAATAACCGCAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACT
CCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACT
GGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGG
CTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTGGAGTCTTGTAGAGGGGG
GTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGT
GGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGG
GAGCAAACAGGATTAGATAC

frquive Eelitsr Exibir Histérics Fayoritos Femsmentas Ajuds =
| %5 Nucleotide BLAST: Search . xj' 2 NCBIBlastUPC2H x '\3 Google x| +
€ )9 (@ nhttps//blast.ncbinlm.nih.gov/Blast.cgi E1 ¢ ||Qre = =

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0

i Alignments £ :|
Description :gz:; JSL?L ?;‘;3 val\zue Ident  Accession B

[C] Enterobacter sp. sirain ATY 2 165 rivosomal RIA gene, pariial sequence 821 821 100% 0.0 100% Kx458151.1

[} 821 821 100% 0.0 100% MF398399.1

OE 821 821 100% 0.0 100% MF298374.1

[C] salmonslla enterica subsp. salamae serovar 55739 str 1315K. complete genome 821 5719 100% 00 100% CP022129.1

& 821 821 100% 0.0 100% Kx5281181

[0 Enterobacter sp strain R 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 821 821 100% 0.0 100% KYy99&716.1

[0 uncuttured Enterobacter sp. clone TOP018 165 ribosomal RNA gene. partial sequence 821 821 100% 0.0 100% Ky927479.1

[0 uncuttured Enterobacter sp. clone TOPO17 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 821 821 100% 00 100% KYy927478.1

[0 Enterobacter cloacae strain RS-4 165 ribosomal RNA gene. partial sequance 821 821 100% 00 100% KY952691.1

[F] Enterobacter cloacae strain PGLOY 163 ribosamal RNA gene, partial sequence

821 821 100% 00 100% Kv4923121

[T Enterobacter cloacae subsp. cloacae sirain SPS-E5 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 821 821 100% 00 100% Kvy810500.1
[0 Enterobacter cloacae strain UKIB2 168 ribosomal RNA gene, parfial sequence 821 821 100% 0.0 100% KX957795.1
[0 Enterobacter cloacae strain UKWS13R2 168 ribosomal RINA qene. partial sequence 821 821 100% 0.0 100% KX957793.1
[F] Enterobacter sp. strain PQ02 168 ribosomal RMA gene, partial sequence 821 821 100% 0.0 100%
[T Enterobacter cloacae strain KSR38 165 ribosomal RNA gene, parfial sequence 821 821 100% 0.0 100%
[T Enterobacter cloacae strain KSR37 165 ribosomal RNA gene. parfial sequence 821 821 100% 0.0 100%
] 821 100% 0.0 100%
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Anexo B- Valores obtidos em espectrofotbmetro, para constru¢cdo do grafico

gue representa o perfil de crescimento de E. cloacae

Enterobacter cloacae

Dias Abs flrasco Abs fzrasco Abs grasco Abs Zrasco Media Desvio padréo

0 0,01 0,01 0,01 0,01 0 0

1 0,05 0,14 0,30 0,02 0,127 0,125174545
2 0,15 0,21 0,32 0,22 0,22575 0,07196469
3 0,41 0,41 0,75 0,40 0,4935 0,172419063
4 1,03 0,79 2,51 0,89 1,306 0,808790455
5 4,10 2,64 2,34 2,42 2,875 0,826458307
6 6,47 3,00 4,51 7,61 5,3975 2,047850499
7 9,37 7,69 8,48 9,91 8,8625 0,979093969
8 12,90 13,70 7,86 15,28 12,435 3,206301088
9 17,34 16,84 15,42 18,72 17,08 1,362644488
10 20,75 26,25 10,95 28,15 21,525 7,716810654
11 13,30 26,55 14,40 30,65 21,225 8,690464123
12 16,40 31,00 10,65 34,70 23,1875 11,50118653
13 18,35 32,40 9,65 26,90 21,825 9,964813094
14 17,60 33,50 13,80 30,10 23,75 9,525579597
15 14,35 34,15 10,30 40,45 24,8125 14,73993301
16 15,90 38,60 9,25 30,20 23,4875 13,33818922
17 12,90 35,75 9,65 37,65 23,9875 14,75936849
18 19,20 24,15 11,65 26,20 20,3 6,472119694
19 17,65 25,20 11,90 31,85 21,65 8,712156258
20 19,70 35,95 12,70 32,20 25,1375 10,81737607
21 24,10 28,25 12,95 33,70 24,75 8,794221588
22 10,30 27,00 11,50 24,10 18,225 8,554677083
23 17,55 24,95 14,20 17,00 18,425 4,590660809
24 18,00 35,40 11,50 28,20 23,275 10,61049009
25 13,80 29,50 15,20 19,80 19,575 7,095714669
26 17,90 30,00 11,40 14,40 18,425 8,161035474
27 16,30 27,90 13,60 16,70 18,625 6,334758612
28 19,60 31,50 16,50 17,10 21,175 7,013023599
29 13,90 19,70 11,60 22,80 17 5,154286242
30 18,00 24,00 14,80 18,00 18,7 3,841874542
31 15,90 21,00 12,80 15,60 16,325 3,415040263
32 16,00 22,20 11,30 17,00 16,625 4,470924587
33 16,80 26,30 15,00 21,00 19,775 5,024191477
34 18,80 28,50 13,40 20,40 20,275 6,247866302
35 16,40 31,60 13,80 22,10 20,975 7,886010821
36 21,90 33,10 14,00 24,80 23,45 7,887754222



37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80

19,70
14,60
16,50
20,50
19,40
19,50
16,10
16,80
16,00
21,00
18,30
20,30
19,40
16,50
11,40
15,60
15,40
14,50
17,30
15,00
15,00
19,40
23,80
20,90
21,00
15,00
16,90
17,10
21.50
21,50
11,30
23,50
17,90
15,40
17,40
15,20
18,50
16,90
22,00
19,80
15,90
24,00
18,80
20,20

21,80
21,40
18,50
22,00
25,50
26,00
20,90
18,10
17,20
35,30
17,00
20,90
21,40
22,50
19,60
18,00
13,40
17,30
22,60
28,80
27,90
24,20
24,10
23,30
24,00
15,80
15,20
26,30
30,20
29,00
24,20
15,30
29,20
23,20
31,20
22,40
24,00
31,00
26,30
19,50
23,20
20,40
23,50
22,70

16,60
15,90
14,20
11,50
14,70
15,00
15,30
14,00
17,00
19,00
18,20
18,10
13,90
19,60
18,00
11,90
15,40
15,70
19,40
15,10
16,30
22,10
23,60
20,10
17,40
12,80
17,00
10,40
21,70
22,00
14,40
16,40
21,00
17,30
18,90
17,80
17,50
16,80
20,40
31,00
14,00
20,20
17,10
17,40

34,30
17,10
18,60
24,90
19,00
23,60
21,60
12,20
15,00
17,90
15,90
16,80
13,40
16,10
15,10
18,10
14,00
9,60
15,30
11,30
13,10
22,10
17,10
18,50
13,10
8,50
9,90
8,20
12,20
14,50
10,50
11,10
10,40
15,20
18,00
16,70
16,70
12,30
14,00
15,70
15,10
18,30
12,50
13,70

23,1
17,25
16,95

19,725
19,65
21,025
18,475
15,275

16,3

23,3
17,35

19,025
17,025
18,675
16,025

15,9

14,55
14,275
18,65
17,55
18,075
21,95
22,15
20,7
18,875
13,025
14,75
15,5
21,36666667
21,75
15,1
16,575
19,625
17,775
21,375
18,025
19,175
19,25
20,675

21,5

17,05
20,725
17,975

18,5

7,766165935
2,949011134
2,072840241
5,779489597
4,442596838
4,830717683
3,233548103
2,670049937
1,01324561
8,102263058
1,132843031
1,910279212
3,986957905
2,991515781
3,602198403
2,906314963
1,011599394
3,32101892
3,120363227
7,705625651
6,680506468
1,967231557
3,372931465
2
4,701329599
3,272486313
3,337164465
8,134289561
9,004628439
5,923118548
6,295501039
5,150647209
7,781334504
3,738426585
6,578943684
3,105237511
3,299873735
8,121781414
5,0999183
6,60252477
4,173328009
2,379600807
4,544135415
3,863504454
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82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110

18,75
20,50
23,00
23,00
26,35
21,30
21,50
22,35
24,30
17,60
20,70
18,20
18,00
21,00
24,00
26,00
19,70
23,80
19,60
21,00
17,70
20,50
21,00
19,60
15,80
17,00
12,90
9,70

13,00
13.1

24,25
22,95
27,50
26,00
28,35
29,00
27,10
26,65
27,00
26,50
25,40
25,60
21,60
24,00
33,00
25,50
22,90
25,00
19,30
30,00
22,90
24,90
25,00
15,70
17,00
20,00
13,90
15,00
17,00
16,00

19,35
18,65
22,80
19,00
20,75
21,10
21,70
22,10
22,70
18,60
16,00
18,00
20,00
23,00
22,00
21,80
18,70
28,00
17,50
26,00
7,70

10,30
18,00
10,00
14,20
15,00
10,90
12,00
10,50
11,00

19,80
14,60
15,90
12,90
11,70
16,00
20,70
14,30
16,60
14,30
13,70
13,20
14,00
20,00
20,00
16,90
15,00
18,00
16,70
15,40
10,80
18,90
13,80
9,30

7,20

13,00
11,20
7,50

4,70

5,00

20,5375
19,175
22,3
20,225
21,7875
21,85
22,75
21,35
22,65
19,25
18,95
18,75
18,4
22
24,75
22,55
19,075
23,7
18,275
23,1
14,775
18,65
19,45
13,65
13,55
16,25
12,225
11,05
11,3
10,66666667

2,512095739
3,52195495
4,786787371
5,662964477
7,454682533
5,360659163
2,932007276
5,14311838
4,406434689
5,170751074
5,193906686
5,118267936
3,282275633
1,825741858
5,737304826
4,206740623
3,254099978
4,190465368
1,400892573
6,317172363
6,841722493
6,117461347
4,733920151
4,893873721
4,385962456
2,986078811
1,422146265
3,210918872
5,150404515
5,507570547
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ANEXO C- Resultados do teste da atividade emulsificante de sobrenadante de
cultura de E. cloacae

Valores (cm) 24h

6 dias Tubo Hexano Xileno Petréleo

Alt  Emu  %E Alt El:“ %E Alt  Meu %E

590 0,60 10,16 570 2,70 47,36 580 0,50 0,86

Frasco

1 570 0,60 10,52 580 3,00 51,72 5,80 1,00 17,24

590 0,80 13,55 570 2,80 49,12 5,80 1,00 17,24

560 0,90 16,07 590 3,10 52,54 550 0,50 9,09

Frasco

5 590 1,30 22,03 580 3,10 53,44 5,60 0,40 7,14

w N P W N P

570 0,40 7,01 570 3,10 54,38 550 0,70 12,72

1 590 0,20 3.38 570 1,30 22,80 5,00 0,50 10,00

Frasco

3 2 570 0,20 3,50 570 1,20 21,05 5,00 0,40 8,00

3 580 0,30 5,17 580 1,60 27,58 500 0,30 6,00

Alt= altura total. Emu= altura da emulsdo. %E= porcentagem da emulsao
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ANEXO D- Resultados do teste de hidrofobicidade celular de E. cloacae

6 dias Tubo Hexano Xileno Petréleo
Abs Aderéncia Abs Aderéncia Abs Aderéncia
Celular Celular Celular

Frasco
1

0,198
0,191
0,210

60,400
61,800
58,000

0,197
0,220
0,166

60,600
56,000
66,800

0,178
0,159
0,306

64,400
68,200
38,800

Frasco
2

0,360
0,339
0,352

28,000
32,200
29,600

0,321
0,314
0,377

35,800
37,200
24,600

0,315
0,322
0,330

37,000
35,600
34,000

Frasco
3

N RPIWODNPRFPIWDNPR

3

0,337
0,358
0,349

32,600
28,400
30,200

0,303
0,380
0,417

39,400
24,000
16,600

0,252
0,253
0,302

49,600
49,400
39,600

Abs= absorbéancia
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