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RESUMO

O petrdleo € fonte de importantes produtos comerciais, com destaque para os combustiveis. No
entanto, por conter compostos muitas vezes prejudiciais ao ambiente e a saide humana,
contaminacdes por petréleo e seus derivados sdo motivo de grande preocupacdo. Dentre seus
componentes, tem destaque os hidrocarbonetos monoaromadticos benzeno, tolueno e xileno,
genericamente conhecidos por BTX. Além de altamente t6xicos, compostos BTX apresentam
elevada solubilidade em dgua, em comparagdo com os demais hidrocarbonetos do petréleo, o
que gera grande preocupacgdo quanto ao risco de contaminagdo de lencdis fredticos. Uma vez
ocorrida uma contamina¢ao de natureza petroquimica, faz-se necessdria a utilizacdao de medidas
remediadoras que reduzam seus impactos. A biorremediagcdo baseada no uso de microrganismos
vem sendo cada vez mais estudada para este fim devido ao seu baixo custo em compara¢do com
processos tradicionais, além da possibilidade de completa degradagcdo do contaminante. Assim
como outros derivados de petréleo, BTX podem ser degradados por microrganismos, com
destaque para as bactérias, o que em alguns casos pode estar associado a produgdo de
biossurfactantes. Estas substincias contribuem para aumentar a disponibiliza¢do do substrato a
acdo microbiana, e sua presenga € um bom indicativo do potencial de degradacdo de
hidrocarbonetos. Considerando o exposto, este trabalho buscou isolar bactérias a partir de
amostras de 4gua subterranea provenientes de drea contaminada por uma mistura de 6leo diesel
(80%) e biodiesel (20%), avaliar seu crescimento em meio minimo contendo BTX, e testar
qualitativamente sua capacidade de producao de biossurfactantes. A partir do enriquecimento
das amostras com BTX foram isoladas 10 linhagens bacterianas, das quais 8 foram identificadas
por meio de sequenciamento de parte do gene RNAr 16S, sendo 4 Bacillus spp., 2
Staphylococcus spp., 1 Leifsonia sp. e 1 Brevibacillus reuszeri. Exceto por B. reuszeri, todos
os isolados apresentaram células vidveis apds 10 e 30 dias de incubacdo em BTX, indicando
boa tolerancia aos contaminantes. Trés isolados apresentaram resultados positivos em relacdo
a producao de biossurfactantes, dois por meio da producdo de emulsdo e um pela reducao da
tensdo superficial do meio de cultura. Por meio do teste IE24, obteve-se 43% de emulsao por
B3(3m) (ndo identificado) e 63% por T1(2m) (Bacillus sp.). Ap6és uma semana de cultivo em
meio suplementado com 1% de caldo nutriente, B1(3m) (ndo identificado) reduziu a tensdo
superficial do meio de 55 mNem-1 para 34,70 mNem-i. Os resultados encontrados provam que
a 4rea contaminada possui bactérias com caracteristicas favordveis a biodegradacdo de
hidrocarbonetos derivados de petréleo, mas a confirmacao de sua capacidade em degradar BTX
requer outros estudos, preferencialmente baseados na quantificagdo dos contaminantes.

Palavras-chave: Biorremediacdo. Biodegradagcdo. Hidrocarbonetos monoaromaéticos.



ABSTRACT

Petroleum is a source of important commercial products, with emphasis on fuels. However,
because it contains compounds that are often harmful to the environment and human health,
contamination by oil and its derivatives is of great concern. Among its components, the
monoaromatic hydrocarbons benzene, toluene and xylene stand out, generally known as BTX.
In addition to being highly toxic, BTX compounds have high water solubility compared to other
oil hydrocarbons, which raises great concern about the risk of contamination of groundwater.
Once contamination of a petrochemical nature has occurred, it is necessary to use remedial
measures to reduce its impacts. Bioremediation based on the use of microorganisms has been
increasingly studied for this purpose due to its low cost compared to traditional processes, in
addition to the possibility of complete degradation of the contaminant. Like other petroleum
products, BTX can be degraded by microorganisms, especially bacteria, which in some cases
may be associated with the production of biosurfactants. These substances contribute to
increase the availability of the substrate for microbial action, and their presence is a good
indicator of the potential for hydrocarbon degradation. Considering the above, this work sought
to isolate bacteria from groundwater samples from an area contaminated by a mixture of diesel
oil (80%) and biodiesel (20%), evaluate their growth in a minimum medium containing BTX,
and qualitatively test their capacity for producing biosurfactants. From the enrichment of the
samples with BTX, 10 bacterial strains were isolated, of which 8 were identified by sequencing
part of the 16S RNAr gene, being 4 Bacillus spp., 2 Staphylococcus spp., 1 Leifsonia sp. and 1
Brevibacillus reuszeri. Except for B. reuszeri, all isolates showed viable cells after 10 and 30
days of incubation in BTX, indicating good tolerance to these contaminants. Three isolates
showed positive results related to the production of biosurfactants, two through the production
of emulsion and one by reducing the surface tension of the culture medium. Through the 1IE24
test, 43% emulsion was obtained for B3(3m) (not identified) and 63% for T1(2m) (Bacillus
sp.). After a week of cultivation in medium supplemented with 1% of nutrient broth, B1(3m)
(not identified) reduced the surface tension of the medium from 55 mNem-1 to 34.70 mNem-1.
The results found prove that the contaminated area has bacteria with characteristics favorable
to the biodegradation of petroleum-derived hydrocarbons, but confirmation of its ability to
degrade BTX requires further studies, preferably based on the quantification of contaminants.

Keywords: Bioremediation. Biodegradation. Monoaromatic hydrocarbons.
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1INTRODUCAO

O petréleo é fonte de importantes produtos comerciais, com destaque para os
combustiveis fosseis. Formado hd milhares de anos por meio da decomposicao de seres vivos,
o petréleo € constituido de milhares de substancias orgénicas distintas, muitas das quais sao
toxicas ao ambiente e a saide humana. As caracteristicas e composicao do petréleo sdo bastante
varidveis, a depender de sua fonte de origem. Quimicamente, os elementos encontrados no 6leo
cru sao moléculas de carbono e hidrogénio (84-87% e 11-14% em peso, respectivamente), € em
menor quantidade enxofre, nitrogénio e oxigénio (0,06-2%, 0,1-2,0% e 0,1-2,0% em peso,
respectivamente) (McCAIN, 1989).

Dentre os componentes encontrados no petréleo, assim como em muitos de seus
derivados, tém destaque os hidrocarbonetos (HC) monoarométicos benzeno, tolueno e xilenos,
genericamente conhecidos por BTX (ICSS, 2006). Estes compostos podem consistir, em peso,
em até 45% dos componentes da gasolina e até 12% do 6leo diesel (SEABRA, 2008), e geram
grande preocupacdo devido a suas propriedades carcinogénicas e depressoras do sistema
nervoso central (TEIXEIRA, 2007). Ainda, estes compostos sdo mais soldveis em dgua que
outros HC presentes no petréleo, sendo, portanto, mais facilmente dispersos no ambiente e
considerados potenciais contaminantes de lencoéis fredticos (LEE et al., 2002).

A importincia da industria petrolifera durante o século XX, tanto industrial quanto
econdmica, tem gerado grande preocupagio quanto aos casos de contaminagdo de solos e 4guas
subterraneas a partir de derivados de petréleo (BRITO et al., 2010). Contaminacdes podem ser
oriundas de diferentes fontes ao longo de sua cadeia produtiva (VAN HAMME et al., 2003), a
qual é genericamente dividida nas fases de extragdo, refino, transporte e comercializacio
(SEABRA, 2008). A extracao de petréleo normalmente € realizada offshore (em alto mar), mas
pode ser também onshore (continental), sendo ambas importantes fontes de contaminacdo em
seus respectivos ambientes (ATLAS & HAZEN, 2011).

Pelo menos 40% do petréleo consumido mundialmente € transportado pelos oceanos
(HASSANSHAHIAN & CAPPELLO, 2013). Existem diversos exemplos de grandes acidentes
envolvendo derramamentos de petrdleo, afetando ecossistemas por todo o planeta. Dentre os
registros mais alarmantes estd o vazamento do superpetroleiro Exxon Valdez, no Alasca, em
1989; do petroleiro Jessica, nas Ilhas Galdpagos, em 2001; e da plataforma DeepWater Horizon,
no Golfo do México, em 2010, todos envolvendo o derrame de milhares de litros de petrdleo

em alto mar (ATLAS & HAZEN, 2011).
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Em ambito nacional, destacam-se dois vazamentos de grande magnitude registrados
no ano 2000. No primeiro deles, ocorrido em janeiro, 1,3 milhdes de litros de 6leo cru foram
escoados por meio de uma tubulacdo em direcdo a Baia de Guanabara, no Rio de Janeiro
(CIOTTI et al., 2009). No segundo caso, ocorrido em julho, cerca de 4 milhdes de litros de
petréleo vazaram de um oleoduto, culminando na contaminacdo da bacia do Arroio Saldanha,
no municipio de Araucdria, evento caracterizado como um dos maiores desastres ambientais do
Paranda (MELO et al., 2003). Em episédio mais recente, ha ainda o caso do vazamento em alto
mar em 2019 que causou a contaminacao de pelo menos 980 pontos ao longo de nove estados
nordestinos, além de praias situadas no Espirito Santo e Rio de Janeiro (NASCIMENTO, 2019).

O Brasil possui ampla estrutura voltada a inddstria do petrdleo, e vazamentos em solo
também constituem problemas de grande preocupagdo. Em 2018 o pais possuia 334 areas de
exploragdo (146 em mar; 188 em terra), além de outras 457 4reas em fases de producdo de
derivados, ou em desenvolvimento para a producdo. Além disso, o Brasil conta com dutos de
transporte de petréleo que perfazem 1.844 km de extensdo, 296 bases de distribuicdo de
combustiveis liquidos, e 40.021 postos revendedores de combustiveis automotivos (ANP,
2019). Postos de combustiveis e estabelecimentos de revenda de derivados de petréleo estao
entre os principais alvos em relagdo a acidentes ambientais, principalmente por estarem
localizados em dreas urbanas com elevada concentracio de pessoas (GOUVEIA &
NARDOCCI, 2007).

E importante frisar que acidentes de grande magnitude sdo relativamente raros, porém
pequenos vazamentos sao frequentes (HASSANSHAHIAN & CAPPELLO, 2013).
Considerando a toxicidade dos compostos existentes no petréleo, mesmo contaminagdes de
menor escala sdo consideradas preocupantes (ADAMS et al., 2015). Além disso, tratando-se de
combustiveis, devido a grande parte dos tanques de armazenamento encontrar-se no subsolo,
ha consideravel dificuldade no monitoramento e controle de vazamentos (BRITO et al., 2010).

Uma vez ocorrida uma contaminacdo de natureza petroquimica, faz-se necessaria a
utilizagdo de medidas remediadoras que minimizem seus impactos, as quais podem ser de
natureza quimica, fisica ou biolégica (PEIXOTO et al., 2008). Este ultimo caso, referido na
literatura como biorremediacao, refere-se as técnicas que utilizam seres vivos, tais como
microrganismos ou vegetais, a fim de reduzir e/ou eliminar os efeitos negativos gerados por
certos poluentes a saide humana e ao meio ambiente (SEABRA, 2008). As bactérias se

destacam para uso na biorremediacio de HC de petroleo, dentre outras razdes, pela
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possibilidade de algumas espécies de produzir biossurfactantes, moléculas que facilitam a
solubilizacdo de substratos na dgua (BENTO et al., 2008).

Nos tltimos anos, a demanda por processos de remediacdo vem aumentando, exigindo
cada vez mais estudos a fim de melhor conhecer a diversidade microbiana de diferentes
ecossistemas, a fun¢cdo de cada microrganismo na metabolizacdo dos contaminantes, assim
como a definicdo de vias e consércios microbianos que possam ser utilizados para tais
finalidades (WETLER-TONINI et al., 2011). Considerando esta demanda, este trabalho propde
o isolamento e identificacdo de bactérias com potencial de biodegradar benzeno, tolueno e

xileno a partir de amostras de dgua subterranea previamente contaminadas com 6leo diesel.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Isolar linhagens bacterianas e avaliar seu potencial para emprego em estratégias de

biorremediacdo de dreas contaminadas com BTX.

2.2 Objetivos especificos
1. Isolar linhagens bacterianas por meio do enriquecimento de amostras com BTX;
2. Identificar geneticamente as espécies por meio do sequenciamento de parte do
gene RNAr 16S;
3. Avaliar o crescimento dos isolados na presenca de BTX em microcosmo em meio
de cultura liquido;
4. Avaliar o potencial de produgdo de biossurfactantes pelos isolados por meio de

testes qualitativos e mensuracao da tensdo superficial.

3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Caracterizacio quimica do benzeno, tolueno e xileno

Compostos BTX sdo classificados como hidrocarbonetos monoaromaéticos por
possuirem um unico anel aromatico, sendo o benzeno sua unidade basica. Estruturalmente, os

BTX sdo formados por seis d&tomos de carbono organizados em um anel hexagonal altamente



18

estavel. Diferentemente do benzeno, que possui um anel aromético sem grupos laterais, o
tolueno e os xilenos possuem um e dois grupos metis, respectivamente, ligados ao anel. A
posicdo dos grupos metis diferencia os trés isomeros de xileno em orto-, meta- e para-xileno

(Figura 1) (McCAIN, 1989; TEIXEIRA, 2007).

Figura 1 — Representacio quimica estrutural dos hidrocarbonetos monoaromaticos benzeno,
tolueno e isomeros de xileno

Benzeno Tolueno Orto-xileno Meta-xileno Para-xileno

CHs CHs CHs CHs
i i CHs i
ou
: : CHs
CHs

Fonte: Adaptado de McCain (1989).

Compostos aromaticos s@o poluentes de grande preocupacgao, principalmente devido a
sua persisténcia no ambiente gracas 2 alta estabilidade do benzeno (DIAZ, 2004; CAO et al.,
2009; PRAKASH et al., 2014). Além de t6xicos mesmo sob baixas concentragdes (CAO et al.,
2009), os BTX sao conhecidos como poluentes ambientais primarios, uma vez que possuem
atividade mutagénica, carcinogénica e depressora do sistema nervoso central (CAO et al., 2009;
BRITO et al., 2010), e sob exposi¢des cronicas t€m sido associados ao desenvolvimento de
leucemia (TEIXEIRA, 2007).

BTX séo constituintes comuns de contaminacdes envolvendo petréleo e combustiveis
derivados (LITTLEJOHNS & DAUGULIS, 2008; CAO et al., 2009), sendo o benzeno o
composto de maior preocupacido (MARIANO, 2006; TEIXEIRA, 2007; CAO et al., 2009). Por
se tratar de compostos de baixo peso molecular, os BTX sdo altamente volateis (ATLAS, 1995).
De fato, dentre os componentes da gasolina, sdo os de maior volatilidade (KAPLAN et al.,
1997). Quanto a solubilidade em 4dgua, o benzeno € o mais solivel, seguido do tolueno e xilenos,
os quais apresentam coeficiente de solubilidade de 1760 mg/L, 532 mg/L e 163—185 mg/L,
respectivamente (WATTS et al., 2000).

Devido a sua relativa elevada solubilidade (em comparag¢dao com outros HC), os BTX
tém grande potencial de alcance de lencoéis fredticos (OH et al.,, 1994; MARIANO, 2006;
ABURTO & PEIMBERT, 2011), caracteristica que também facilita sua dispersao para regides

além da fonte de contaminacdo (LEE et al., 2002). No Brasil, um agravante desta problematica
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¢ a adicdo de 22% de etanol a gasolina, que contribui tanto para o aumento da solubilidade de
BTX na 4gua, quanto para o atraso de sua degradagdo biolégica (CORSEUIL & ALVAREZ,
1996; SANTOS, 1996; TEIXEIRA, 2007).

3.2 Biorremediacao

Uma érea contaminada pode ser remediada a partir de processos quimicos, fisicos ou
bioldgicos. Estes normalmente sdo utilizados em conjunto, pois assim apresentam melhores
resultados na depuracdo dos contaminantes em comparagdo com o uso de técnicas isoladas
(PEIXOTO et al., 2008). Tratando-se da biorremediacdo, diferentes seres vivos podem ser
utilizados na expectativa de metabolizar determinado contaminante, visando sua eliminac¢do do
ambiente ou transformag@o em compostos menos toxicos (ADAMS et al., 2015).

A biorremediacdo refere-se a geracdo de energia por microrganismos a partir de
reacoes de oxirreducdo (ADAMS et al., 2015). Tais processos podem ocorrer de maneira
aerdbia ou anaerdbia (TEIXEIRA, 2007) e podem levar a completa mineraliza¢do do poluente,
transformando-o em gds carbonico, dgua e biomassa (MARIANO, 2006). Embora diversos
seres vivos possam ser empregados em tratamentos de biorremediacao, as bactérias costumam
ser o grupo mais estudado e utilizado (DIAZ, 2004), destacando-se por apresentar velocidades
metabdlicas mais elevadas que os demais organismos (SELVAKUMAR et al., 2014).

Uma estratégia de biorremediacdo bastante citada € a atenuacio natural monitorada,
na qual nio hé interferéncia humana, pressupondo-se que o ambiente, com sua comunidade
intrinseca, seja capaz de restaurar o ambiente contaminado. Neste caso, a drea é monitorada
regularmente a fim de se avaliar o progresso da biorremediacdio (CORSEUIL & ALVAREZ,
1996; ICSS, 2006).

Em casos onde ha intervenc¢do humana, diversas técnicas podem ser empregadas, as
quais podem ser aplicadas in situ (no préprio local contaminado) ou ex sifu (em local diferente
da area originalmente contaminada) (ICSS, 2006; PEIXOTO et al., 2008; ADAMS et al., 2015).
Técnicas in situ costumam ser mais econdmicas e seguras, uma vez que nao hé necessidade de
remoc¢ao nem transporte do material contaminado (PEREIRA JR. et al., 2009; ANDRADE et
al., 2010). Além disso, representam menor risco ambiental que métodos baseados em processos
fisicos e quimicos (WETLER-TONINI et al., 2010) e possuem potencial para eliminar
permanentemente os contaminantes (BOOPATHY, 2000; SABATE et al., 2004).
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Técnicas de biorremediacdo possuem duas grandes vertentes: a bioaumentacdo, que
consiste na adicao de microrganismos capazes de degradar os poluentes na drea contaminada;
e a bioestimulacdo, que visa corrigir algum fator limitante do crescimento microbiano local
(ADAMS et al., 2015).

Na bioaumentacdo, realiza-se a introducdo de microrganismos na drea contaminada a
fim de aumentar sua densidade. Esta técnica € indicada quando o ambiente a ser remediado ndo
possui microrganismos aptos a biodegradacdo, ou os possui em quantidade reduzida
(MARIANQO, 2006; ADAMS et al., 2015). Quando se decide pela bioaumentagao, recomenda-
se 0 uso de microrganismos isolados da prépria drea contaminada, a chamada comunidade
autéctone, uma vez que estes ja estdo adaptados ao ambiente (GALLEGO et al., 2001; BENTO
et al., 2003; PRAKASH et al., 2014; ADAMS et al., 2015). No entanto, caso a comunidade
autéctone se mostre incapaz de degradar os contaminantes, € possivel que microrganismos
exdgenos sejam inseridos no local (LEAHY & COLWELL, 1990; ABURTO & PEIMBERT,
2011).

Na bioestimulac@o, por outro lado, sdo feitas intervengdes que visam estimular a
proliferacdo de microrganismos nativos da drea. Estas interven¢des podem envolver o ajuste da
umidade do solo, corre¢do do pH, adicdo de nutrientes, ou aeracao (ICSS, 2006; PEIXOTO et
al., 2008). Bastante comum no emprego da bioestimulacdo € a adicdo de nitrogénio, fésforo
e/ou potassio ao meio a fim de sustentar a proliferacdo microbiana (ADAMS et al., 2015). Ha
ainda a possibilidade de adi¢do de residuos industriais como bioestimulantes da comunidade
microbioldgica. Este tipo de intervencao, no entanto, requer cuidados redobrados, uma vez que
os residuos podem atuar como uma fonte adicional de polui¢do. Por isso, aconselha-se que seu
emprego seja realizado apenas em técnicas ex situ (MARIANO, 20006).

Estratégias de biorremediacdo podem ser utilizadas individualmente, porém sua
associacdo geralmente apresenta melhores resultados (ADAMS et al, 2015).
Independentemente da técnica escolhida, a promocdo de medidas que garantam a sobrevivéncia
da microbiota nativa € fundamental (MARIANO, 2006). Vale reforcar que a biorremediacao
microbioldgica apresenta vantagens econOmicas e ecoldgicas superiores as demais técnicas
(ICSS, 2006; MELO & AZEVEDO, 2008), dentre as quais destacam-se a possibilidade de sua
realizacdo no préprio local contaminado, a geracdo de poucos distirbios no ambiente e,
principalmente, o potencial para completa eliminacdo do contaminante (BOOPATHY, 2000;

SABATE et al., 2004).
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33 Legislacao relacionada aos BTX

A partir da década de 70 o Brasil passou por grande desenvolvimento econdmico e
industrial, exigindo-se maior estrutura de toda a cadeia produtiva do petréleo. Este crescimento
foi acompanhado de preocupagdes relacionadas a contaminacdo de solos e dguas a partir de
vazamentos decorrentes dessas atividades (MARIANO, 2006). De acordo com a Resolucdo
CONAMA n° 273, de 29 de novembro de 2000,

toda instalacdo e sistemas de armazenamento de derivados de petréleo
e outros combustiveis, configuram-se como empreendimentos
potencialmente ou parcialmente poluidores e geradores de acidentes
ambientais (CONAMA, 2000).

Em relacdo a casos de contaminag¢do, no Brasil, o 6rgao de referéncia é a Companhia
Ambiental do Estado de Sao Paulo (CETESB). Criada em 1968 sob a titulagdo inicial de Centro
Tecnoldgico de Saneamento Bdsico, a nova CETESB passou a ser regulamentada mais tarde
pela Lei 13.542, de 08 de maio de 2009, cuja preocupagdo primeira estd voltada a preservagao
e recuperagdo da qualidade da dgua, ar e solo (CETESB, 2019). Embora a CETESB atue no
registro e atendimento de casos de acidentes envolvendo combustiveis desde 1983
(SILPBORGHS, 1997), os primeiros regulamentos sobre niveis de contaminantes aceitdveis no
solo e dgua foram criados apenas a partir do ano 2000 (SEABRA, 2008).

Atualmente, a legislacdo que contempla os valores orientadores de qualidade do solo
e da dgua em relacdo a presenca de substancias quimicas € a Resolucio CONAMA n° 420, de
28 de dezembro de 2009, a qual apresenta uma série de substancias, incluindo compostos
inorganicos, hidrocarbonetos aromadticos volateis, hidrocarbonetos aromdticos policiclicos,
pesticidas, entre outros. Os valores orientadores de qualidade da 4gua em relacao aos compostos
BTX encontram-se na Tabela 1, e representam os limites acima dos quais hd riscos potenciais

a saide humana (segundo a resolugio).

3.4  Prospeccao de microrganismos degradadores de BTX

A prospeccao nada mais € do que a exploragdo, a partir da diversidade viva existente
num dado local, em busca de produtos e/ou organismos que possam ser utilizados na industria
ou na remoc¢do de poluentes ambientais (PEIXOTO et al., 2008). Na prospeccdo de
microrganismos capazes de degradar BTX, grande parte das espécies identificadas foram

isoladas a partir de locais contaminados (CAQO et al., 2009). Nestas areas ha maior probabilidade


https://www.al.sp.gov.br/repositorio/legislacao/decreto/1968/decreto-50079-24.07.1968.html
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de encontrar espécies biodegradadoras porque, apds o evento de contaminagdo, as novas
condi¢des impostas no ambiente selecionam os microrganismos que melhor se adaptam na
presenca do contaminante (TEIXEIRA, 2007; MELO & AZEVEDO, 2008; ABURTO &
PEIMBERT, 2011; ADAMS et al., 2015).

Tabela 1 — Valores orientadores da concentracdo de benzeno, tolueno e xilenos para solos e
dguas subterrneas de acordo com a Resolucio CONAMA 420/2009

Solo (mgeKg-1 de peso seco)

Agua subterranea

Substancia Valor de Agricola o Gdencial  Industrial (ngeL-1)
Prevencio APmax*
Benzeno 0,03 0,06 0,08 0,15 5
Tolueno 0,14 30 30 75 700
Xilenos 0,13 25 30 70 500

Valor de prevencgao: concentragdo limite de determinada substincia no solo, tal que ele seja capaz de sustentar as
suas fungdes principais de acordo com o art. 3o desta Resolug@o.
*APmax = drea de prote¢do maxima.

Fonte: adaptado da Resolugdo CONAMA no 420/2009.

A exposicao prévia da microbiota a determinado poluente, seja de maneira natural ou
antropogénica, possui grande influéncia no tempo necessdrio a sua degradacdo em eventos de
contaminacdo subsequentes. Comunidades com histdrico de contaminacdo tendem a ser mais
adaptadas a biodegradacdo, e apresentam maior taxa de degradacdo em comparacdo com
comunidades sem contaminacdo prévia (LEAHY & COLWELL, 1990). Além disso, quanto
maior o tempo de contaminacao, maior a chance de encontrar microrganismos biodegradadores
tanto em quantidade quanto em diversidade (HASSANSHAHIAN & CAPPELLO, 2013).

No acidente do Exxon Valdez (1989), por exemplo, cerca de 42 milhdes de litros de
6leo cru foram despejados no mar. Andlises realizadas no local demonstraram que a populagao
bacteriana com capacidade de degradar hidrocarbonetos de petroleo subiu de 1 — 10 % nos
primeiros testes para aproximadamente 40 % ao final do ano do acidente (ATLAS & HAZEN,
2011). Outra drea bastante estudada na busca por microrganismos biodegradadores é o Golfo
do México, onde em 2010 ocorreu o derrame de aproximadamente 780 milhdes de litros de
6leo. Apds o acidente foram identificados 62 filos de bactérias junto as fontes de contaminagao,
demonstrando a ampla diversidade de microrganismos associados a ambientes contaminados.
Além disso, devido a ocorréncia de vazamentos naturais e inimeras perfuragdes realizadas na
busca por petréleo, o Golfo do México provavelmente é um dos locais do planeta que mais
contém microrganismos adaptados a degradacdo de petréleo e derivados (ATLAS & HAZEN,
2011).
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Conforme aponta a literatura, qualquer ambiente contaminado com dado poluente
pode conter microrganismos capazes de metabolizd-lo (TEIXEIRA, 2007; MELO &
AZEVEDQO, 2008), embora isso dependa do tempo de contaminacdo (HASSANSHAHIAN &
CAPPELLO, 2013) e da complexidade do contaminante (VAN HAMME et al., 2003; ICSS,
2006). Microrganismos estdo amplamente distribuidos no ambiente (VAN HAMME et al.,
2003; ATLAS & HAZEN, 2011), podem ser encontrados tanto no solo quanto na dgua (BRITO
etal., 2010), e vém sendo estudados quanto ao seu potencial biodegradativo desde os anos 1960
(ICSS, 2006).

Experimentos para selecdo de microrganismos biodegradadores tipicamente partem do
enriquecimento de culturas com o composto de interesse, seguido de seu isolamento em cultura
pura e finalmente, cultivo na presenca do contaminante como unica fonte de carbono
(TEIXEIRA, 2007; MELO & AZEVEDO, 2008). No caso dos BTX, estudos de biodegradagao
bacteriana normalmente sdo feitos em microcosmos em meio minimo (LEE et al., 1994;
OTENIO et al., 2005; TEIXEIRA, 2007; PRAKASH et al., 2014), sendo os BTX fornecidos
em concentracdes e combinacdes variadas (ARVIN et al., 1989; OH et al., 1994; ICSS, 2006;
OTENIO et al., 2005; LITTLEJOHNS & DAUGULIS, 2008). Recomenda-se que o cultivo seja
feito em recipientes de vidro que possam ser efetivamente vedados, tais como frascos tipo
penicilina, a fim de evitar perdas dos compostos por volatilizagao (OH et al., 1994; TEIXEIRA,
2007; LITTLEJOHNS & DAUGULIS, 2008). Recomenda-se também deixar uma maior
proporcdo de ar no frasco em relagdo ao volume de cultura, evitando condigdes andxicas
(LITTLEJOHNS & DAUGULIS, 2008; SHADI et al., 2013), uma vez que a maioria das vias
de biodegradacdo de compostos monoarométicos ¢ dependente de oxigénio (VENOSA et al.,
2002; CAOQ et al., 2009).

A identificacdo de espécies biodegradadoras pode ser feita com base em caracteristicas
morfolégicas e/ou testes bioquimicos (OH et al., 1994; RICHARD & VOGEL, 1999;
GALLEGO et al., 2001; ABIOYE etal., 2012; UDGIRE et al., 2015). Porém, nos altimos anos,
o aprimoramento de técnicas de biologia molecular e de sequenciamento do material genético
facilitou a identificacdo, tanto em quantidade de espécies quanto em acurdcia (BERRY &
GUTIERREZ, 2017). Frequentemente, a identificacdo de bactérias degradadoras de
hidrocarbonetos de petréleo € feita por meio da amplificagdo e sequenciamento parcial de genes
da subunidade 16S do RNA ribossomico (BENTO et al., 2003; TEIXEIRA, 2007,
CERQUEIRA et al., 2011; PRAKASH et al., 2014; PATOWARY et al., 2016; OYETIBO et
al., 2017; LIMA et al., 2018). Diversos primers podem ser utilizados para esta finalidade, sendo
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citados com frequéncia os primers 27F e 1492R (MORALES, 2008; OYETIBO et al., 2017,
LIMA et al., 2018).

Dentre as espécies mais citadas quanto a degradacdo de compostos aromaticos, tem
destaque os géneros Acinetobacter, Nocardia, e principalmente Pseudomonas, todos utilizando
metabolismo aerébico (CAO et al., 2009). Uma breve revisao das espécies descritas em estudos
de biodegradagio de petréleo e derivados é apresentada na Tabela 2. E importante mencionar

que os dados descritos na literatura sobre microrganismos biodegradadores podem variar, uma

vez que diferentes metodologias sao empregadas (HASSANSHAHIAN & CAPPELLO, 2013).

3.5  Fatores que afetam a biodegradacao de BTX

Independente do meio, uma estratégia de remediacdo bem-sucedida deve providenciar
as condi¢des 6timas necessdrias a degradacdo do contaminante. Neste sentido, € de fundamental
importancia conhecer as reacOes de degradacdo envolvidas, assim como quais fatores a
influenciam e de que maneira (ICSS, 2006). De modo geral, para que um contaminante seja
biodegradado, trés requisitos basicos devem ser satisfeitos: (1) a presenca no ambiente de um
organismo capaz de metabolizar o poluente; (2) um estimulo para a sintese de enzimas
especificas necessdrias a biodegradagao; e (3) condi¢des ambientais adequadas a realizagao dos
processos metabdlicos envolvidos no processamento do contaminante (GRADY, 1985;
SEABRA, 2008).

Uma comunidade microbioldgica que ndo tem condi¢des ambientais especificas
atendidas ndo serd eficaz na biodegradacao e entrard em fase de laténcia até que suas exigéncias
metabdlicas sejam disponibilizadas (SEABRA, 2008). Os principais limitantes da
biodegradagao natural de poluentes sao a alta concentra¢do do contaminante, falta de oxigénio,
pH e temperatura inadequados, e baixa disponibilidade de 4gua e nutrientes (MARIANO,
2006). Diversos fatores podem afetar a taxa de biodegradacao de BTX (ICSS, 2006), os quais

serdo apresentados em maior detalhe adiante.
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Tabela 2 — Revisdo da literatura sobre as principais espécies de bactérias encontradas em estudos de biodegradacao de petréleo e derivados

(continua)
Espécie Tipo de amostra Contaminante Local Fonte
Bactérias de biofilme Biofilme Benzeno Dinamarca ARVIN et al., 1989
Pseudomonas putida * BTX (p-X) Coréia do Sul LEE et al., 1994
Pseudomonas PPO1 Residuo industrial BTX (p-X) Estados Unidos OH et al., 1994
Pseudomonas fluorescens, P.
paucimobilis, P. vesicularis, P. cepacia, Solo TPH Franca RICHARD & VOGEL, 1999
Achromobacter anthropi
Acinetobacter hwoffii, A. haemolyticus, A. Solo Oleo diesel Espanha GALLEGO et al., 2001
baumanni, Pseudomonas stutzeri
Stenotrophomonas maltophilia T3-c Biofiltro BTEX Coréia do Sul LEE et al., 2002
Bacillus cereus, B. sphaericus, B. fusiformis,
B. pumilus, Acinetobacter junii, Pseudomonas Solo TPH Estados Unidos BENTO et al., 2003
sp.
Benzeno
Pseudomonas putida * Tolueno Turquia ABUHAMED et al., 2004
Fenol
Pseudomonas putida CCMI 852 « BTX Brasil OTENIO et al., 2005
(Sao Paulo)
Bacillus cereus, Ochrobactrum anthropic BIX Brasil
’ - ’ Solo HPA - MARIANO, 2006
Stenotrophomonas maltophilia TPH (Séo Paulo)
Pseudomonas putida, P. aeruginosa Solo BTX Brasil TEIXEIRA, 2007
(Porto Alegre)
Pseudomonas spp. Solo BTX (0-X) Canada LITTLEJOHNS &

DAUGULIS, 2008
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Tabela 2 — Revisdo da literatura sobre as principais espécies de bactérias encontradas em estudos de biodegradacdo de petrdleo e derivados

(conclusio)
Espécie Tipo de amostra Contaminante Local Fonte

Microrganismos de solo contaminado, Sleo diesel Brasil

microrganismos de solo ndo contaminado, Solo . orast MARIANO et al., 2008

. Biodiesel (Sdo Paulo)
Pseudomonas aeruginosa

Burkholderia vietnamiensis, Pseudomonas .
Brasil

aeruginosa, Solo e dgua BTX e etanol MORALES, 2008

(Porto Alegre)
Pseudomonas spp.

. . . . Brasil CERQUEIRA & COSTA,
Microrganismos heterotréficos totais Solo Tolueno (Rio Grande) 2009
Hydrogenophaga spp., Pseudomonas . Benzeno . ABURTO & PEIMBERT,

fluorescens, Rhodoferax spp. Aquitero Tolueno Estados Unidos 2011
Stenotrophomonas acidaminiphila, Bacillus Lama contaminada com Brasil
megaterium, B. cibi, B. cereus, P Lama oleosa . rast CERQUEIRA et al., 2011
. 6leo e solo (Rio Grande do Sul)
Pseudomonas aeruginosa
Acinetobacter sp., Bacillus sp., Micrococcus Solo TPH Mal4sia ABIOYE et al., 2012
sp., Nocardia sp., Pseudomonas sp.
Bacillus sp-, Pseudomonas sp. Solo ,Benzc?no fndia PRAKASH et al.. 2014
Micrococcus sp. Oleo diesel
Bacillus sp. Agua Petréleo India UDGIRE et al., 2015
Bacillus pumilus, B. cereus Solo Petréleo India PATOWARY etal., 2016
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis * C;glie(()) d(iiézzl Africa do Sul FOSSO-KANKEU et al., 2017
Bacillus subtilis Sedimento de riacho PHs Nigéria OYETIBO et al., 2017
. . 2 . Brasil
Bacillus spp. Aquifero Oleo diesel (Mato Grosso) LIMA et al., 2018

* Proveniente de colecdo ou de origem nao identificada; TPH = rotal petroleum hydrocarbons; PH = petroleum hydrocarbons. HPA = policiclic aromatic hydrocabons.
Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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3.5.1 Fatores fisico-quimicos

3.5.1.1 Disponibilidade de doadores e aceptores de elétrons

Os hidrocarbonetos encontram-se em estado reduzido, € muitos microrganismos sao
capazes de oxidéd-los durante o processo respiratorio. A cinética de oxidacdo € mais rapida para
aceptores de elétrons com potenciais de oxidacido mais elevados, com destaque para o oxigénio
(CORSEUIL & ALVAREZ, 1996). Geralmente, o oxigénio atua como aceptor de elétrons para
0s compostos aromaéticos, porém, em determinadas situacdes, o poluente aromatico pode ser o
aceptor (CAO et al., 2009).

A biodegradagdo de BTX costuma ser aerdbia, mas também pode ocorrer em
anaerobiose, embora de maneira muito mais lenta (LEAHY & COLWELL, 1990; ICSS, 2006;
ATLAS & HAZEN, 2011). Neste caso, outros aceptores podem ser utilizados, tais como o
nitrato, sulfato, manganés ou 6xidos de ferro (CORSEUIL & ALVAREZ, 1996; BOOPATHY,
2000; ICSS, 2006). Também ja foi relatada a degradacdo de benzeno e tolueno sob condi¢des
metanogénicas (LEAHY & COLWELL, 1990).

De todas as possiveis vias de biodegradacdo, a aerébia € a mais rapida e eficiente
(CORSEUIL & ALVAREZ, 1996; SANTOS, 1996; MARTINS, 2015). A mineralizacdo de
compostos aromaticos pela via aerdbia envolve a participacao de enzimas mono e dioxigenases
(LEAHY & COLWELL, 1990; BOOPATHY, 2000), sendo a auséncia de oxigénio um de seus
principais limitantes. Ao estudar a contaminacao por 6leo em corpos de dgua doce, Venosa et
al. (2002) verificaram que a disponibilidade de oxigénio foi mais importante que a propria
adicdo de nutrientes. Em ambientes terrestres, quanto mais poroso e aerado o solo, maior sera

a biodegradacao (KAPLAN et al., 1997).

3.5.1.2 Tipo e concentragdo do contaminante

Como j4 exposto anteriormente, quanto maior o tempo de contamina¢ao em um dado
ambiente, maior a probabilidade de este apresentar microrganismos biodegradadores (LEAHY
& COLWELL, 1990; HASSANSHAHIAN & CAPPELLO, 2013). Isso porque existe uma
pressdo seletiva em favor das populagdes mais bem-sucedidas na metabolizacdo dos
contaminantes (TEIXEIRA, 2007; MELO & AZEVEDO, 2008; ABURTO & PEIMBERT,
2011; ADAMS et al., 2015).

A facilidade de biodegradacdo dos hidrocarbonetos de petréleo diminui conforme

aumenta sua complexidade molecular, de maneira que cadeias simples ou pouco ramificadas



28

sdo mais facilmente degradadas em comparacdo com compostos aromdticos. Na mesma
perspectiva, quanto mais anéis aromaticos o composto possui, maior a dificuldade de sua
degradacdao (VAN HAMME et al., 2003).

Outros fatores de grande relevancia sdo a concentracio do contaminante e sua
associagdo com outras substancias (ICSS, 2006; LITTLEJOHNS & DAUGULIS; 2008). A
concentracdo deve conter uma dose minima capaz de induzir a produc¢do de enzimas
especificas, mas ndo deve ser alta a ponto de tornar-se toxica aos microrganismos (GRADY,
1985; ICSS, 2006). As concentragdes tolerdveis descritas na literatura sdo bastante varidveis,
mas normalmente encontram-se entre 20 mg/L e 100 mg/L (OH et al., 1994; ABUHAMED et
al., 2004; OTENIO et al., 2005; LITTLEJONHS & DAUGULIS, 2008).

Na presenca de mais de um composto BTX, € possivel que um interfira na
biodegradacdo do outro (LEE et al., 2002; ABUHAMED et al., 2004; OTENIO et al., 2005;
ABURTO & PEIMBERT, 2011). Littlejohns & Daugulis (2008) observaram que, quando
misturados, tolueno e etilbenzeno ndo foram afetados reciprocamente, mas ambos inibiram a
degradac@o do benzeno. No mesmo trabalho, os pesquisadores apontam que o orto-xileno
sozinho ndo foi degradado, mas foi cometabolizado quando misturado com benzeno ou
tolueno. Lee et al. (2002) encontraram um padrao parecido, onde os trés isdomeros de xileno s6
foram degradados na presenca de tolueno. No estudo de Arvin et al. (1989), a presenca de
tolueno e xileno em misturas bindrias estimulou a degrada¢ao de benzeno, porém, quando os
trés estavam juntos, a degradacdo de benzeno foi menor. E importante considerar que
diferencas na cinética de degradagao dos compostos monoaromadticos entre estudos distintos
podem ser devidas a utilizagdo de diferentes populagdes bacterianas (LITTLEJOHNS &
DAUGULIS, 2008).

A presenca de outras substancias em mistura com os BTX pode retardar sua
degradacdo, principalmente quando se tratam de substratos mais facilmente metabolizados
(MARIANO, 2006; TEIXEIRA, 2007). Ao estudar a degradacdo de misturas de benzeno,
tolueno e fenol por Pseudomonas putida F1 (strain ATCC 700007), Abuhamed et al. (2004)
verificaram que tolueno e benzeno aumentam a biodegradagdo de fenol, enquanto este inibe a
biodegradacdo de ambos. Arvin et al. (1989) observaram que culturas com compostos contendo
nitrogénio, enxofre e oxigénio apresentaram menor degradacdo dos hidrocarbonetos
aromaticos.

No Brasil, o exemplo tipico da biodegradacao preferencial em detrimento dos BTX é
a adicdo de etanol a gasolina, fazendo com que estes compostos s6 sejam degradados apds a

completa metabolizacdo do dlcool (CORSEUIL & ALVAREZ, 1996; TEIXEIRA, 2007;
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MORALES, 2008; MARTINS, 2015). Isso pode ser explicado devido a existéncia de
microrganismos capazes de degradar dlcoois simples ser mais comum na natureza, além de o

etanol ser metabolizado por enzimas constitutivas, ndo havendo necessidade de adaptacdo

prévia ao seu catabolismo (TEIXEIRA, 2007).

3.5.1.3 Nutrientes

Tratamentos de biorremediacio normalmente requerem a adi¢cdo de compostos
nitrogenados, e eventualmente fosfatados (LEAHY & COLWELL, 1990; ICSS, 2006;
ADAMS et al., 2015). A presenca de nitrogénio e fésforo é critica para que ocorra a
biodegradagdo, uma vez que sao nutrientes indispensdveis ao crescimento microbiano
(MARIANO, 2006). Além disso, uma alta razao carbono—nitrogénio ou carbono—f6sforo siao
desfavoraveis ao crescimento microbiano (LEAHY & COLWELL, 1990). Os micronutrientes
necessdrios costumam estar disponiveis, ndo sendo necessaria sua suplementacdo (ICSS,
20006).

A limitagdo de nutrientes, juntamente com a limitagdo de oxigénio, pode prolongar
por muitos anos a biodegradagao do poluente (mais de 20 anos, em alguns casos), havendo
apenas mudancas pouco significativas em sua composi¢do quimica. Isso € vdlido
principalmente no centro do foco de contamina¢@o, onde o poluente tem pouco contato com

ambiente circundante (KAPLAN et al., 1997).

3.5.1.4 Potencial Hidrogenionico (pH)

A influéncia do pH na biodegradagao estd relacionada a solubilidade de sais minerais
e disponibilidade de nutrientes, assim como na atividade metabdlica dos microrganismos
(ARIAS et al., 2005). De maneira geral, microrganismos possuem melhor desempenho
metabdlico em pH neutro, apesar de fungos tolerarem condicdes mais dcidas (LEAHY &
COLWELL, 1990). Embora o pH ideal possa ser considerado especifico para cada espécie
(SEABRA, 2008), tratando-se das bactérias, especificamente, o pH ideal para a biodegradacdo
¢ entre 6 e 8 (LEE et al., 2002; ICSS, 2006).

3.5.1.5 Temperatura

A temperatura é um dos fatores mais relevantes em relacdo a sobrevivéncia

microbiana. Temperaturas baixas alteram a fluidez e permeabilidade da membrana celular,
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enquanto temperaturas muito altas inativam proteinas € DNA por desnaturacdo (CORSEUIL
& ALVAREZ, 1996). Quanto sua influéncia sobre os hidrocarbonetos, temperaturas baixas
diminuem sua volatilidade e solubilidade em 4dgua, enquanto temperaturas elevadas geram
aumento na volatilizacao dos compostos e solubilidade (SEABRA, 2008).

Embora hidrocarbonetos possam ser degradados em uma ampla faixa de temperatura
(ZOBELL, 1946; LEAHY & COLWELL, 1990; ATLAS & HAZEN, 2011), e a temperatura
Otima para o metabolismo seja especifica para cada espécie (CORSEUIL & ALVAREZ, 1996),
variagdes ao redor dos 30 °C sdo consideradas ideais para bactérias (ICSS, 2006), sendo esta a
op¢ao de escolha da maioria dos autores que trabalham com biodegradacdo de BTX (OH et al.,
1994; LEE et al.,, 2002; OTENIO et al., 2005; TEIXEIRA, 2007; LITTLEJOHNS &
DAUGULIS, 2008; MORALES, 2008; PRAKASH et al., 2014).

3.5.1.6 Disponibilidade de dgua

A 4gua € necessdria para o crescimento microbiano, difusdo de nutrientes e eliminagdo
de metabdlitos (SEABRA, 2008). Sua presenca € fundamental, pois € a partir da solubilizacio
dos contaminantes que estes serdo disponibilizados aos microrganismos (ICSS, 2006). Em
solos, a d4gua € um importante limitante da biodegradacdo, uma vez que sua disponibilidade é
bastante varidavel (LEAHY & COLWELL, 1990).

Para que a degradagdo ocorra, os microrganismos devem estar em contato direto com
os compostos a serem degradados (SEABRA, 2008). Contaminantes pouco soliveis ou
associados a particulas ou outras substdncias podem estar inacessiveis a a¢do microbiana
(ICSS, 2006). Este ndo € o caso dos BTX, cuja solubilidade em dgua é relativamente alta em

comparagdo com outros hidrocarbonetos do petrdleo (LEE et al., 2002).

3.5.2 Fatores biologicos

3.5.2.1 Culturas puras versus mistas

Como os componentes do petrdleo e seus derivados sdo diversos e complexos, € de se
esperar que uma unica espécie ndo seja capaz, sozinha, de degradar toda sua diversidade de
contaminantes. Neste sentido, o uso de consércios bacterianos com linhagens que possuem
habilidades distintas tem se mostrado uma alternativa promissora a biodegradacao (CAO et al.,
2009; ADAMS et al., 2015). Isso talvez explique porque a capacidade de resiliéncia do solo

costuma estar associada diretamente com a diversidade de microrganismos presente, de
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maneira que solos com maior diversidade podem ser considerados mais resilientes (VAN
HAMME et al., 2003).

A utilizacao de consdércios bacterianos, ao invés de culturas puras, aumenta as chances
de biodegradacdo de contaminantes porque a metabolizacdo de muitos deles ocorre em
cometabolismo (GRADY, 1985; WETLER-TONINI et al., 2011). Assim, compostos
intermedidrios gerados a partir da degradacdo parcial de um dado composto podem ser
utilizados como substrato por outras linhagens (SANTOS, 1996). Além disso, ndo existe uma
Unica via capaz de degradar os BTX completamente. Para a completa mineralizacdo destes
compostos, faz-se necessario o uso de uma comunidade microbioldgica mista, com amplo
espectro de degradacao dos diferentes substratos (CAO et al., 2009).

Nos estudos de Prakash et al. (2014), o uso de um consorcio bacteriano se mostrou
mais eficiente na degradacdo de 6leo diesel em comparacdo com o uso de linhagens isoladas.
Mariano (2006) também obteve melhores resultados de biodegradagdo utilizando consoércios,
sugerindo que o uso de vdrias espécies pode ser mais interessante para uma degradacao
completa do poluente, especialmente em misturas complexas. Oh et al. (1994) adicionaram a
amostras de lodo contaminado um consoércio microbiano com diversas linhagens e observaram
que o para-xileno foi degradado somente em cultura mista. De acordo com a literatura, o
nimero de linhagens utilizadas nos consdércios € varidvel, e na maioria dos casos consiste de

espécies isoladas da propria drea contaminada (MELO & AZEVEDO, 2008; CAO et al., 2009).

3.5.2.2 Metabolismo bacteriano

Uma vez na presenca do contaminante, a populacdo microbiana encontra-se na fase
lag da curva de crescimento, na qual adapta-se as novas condi¢des do meio. Nesta fase ndo ha
degradacdo, mas sim a producdo das enzimas necessdrias a metabolizacdo do contaminante
(ICSS, 2006). Em geral, a biodegradacdo de poluentes envolve a transcricdo de regides
especificas do genoma bacteriano que levam a sintese de enzimas especificas necessdrias a sua
metabolizacdo (MARIANO, 2006), tais como enzimas catabdlicas e proteinas de captacao do
contaminante (CAO et al., 2009).

A selecdo natural de microrganismos mais propensos a biodegradacdo estd
relacionada ao desenvolvimento de mecanismos de adaptacdo, geralmente caracterizados pela
inducdo e/ou repressdo de enzimas caracteristicas e/ou mudancgas genéticas (LEAHY &
COLWELL, 1990; CORSEUIL & ALVAREZ, 1996). Embora os genes de biodegradacao

também possam estar presentes nos Cromossomos, sua presenca em elementos modveis
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apresenta a vantagem de possibilitar sua rdpida proliferacio na populagdo por meio de
transferéncia horizontal, permitindo assim a ripida adaptacdo microbiana ao contaminante
(CAO etal., 2009).

Diversos estudos demonstram que a transferéncia horizontal de genes tem importante
fun¢do no desenvolvimento das vias metabdlicas para a degradacdo de hidrocarbonetos de
petréleo, em especial aqueles relacionados a degradacdo de compostos aromaticos (VAN
HAMME et al., 2003). Genes relacionados a degradacdo de BTX normalmente estdo
localizados em plasmideos, e suas vias de biodegradacido mais conhecidas e bem estudadas sao
codificadas pelos plasmideos TOL e TOD (WORSEY & WILLIAMS, 1975; GRADY, 1985;
ZYLSTRA et al., 1988; LEAHY & COLWELL, 1990; ATLAS, 1995; CAO et al., 2009).

No metabolismo aerdbico, o principal responsavel pela decomposi¢cdo de HC
aromdticos (CAO et al., 2009), as vias fundamentais de degradacdo envolvem reacdes de
oxigenacao promovidas por monooxigenases e/ou hidroxilagdo promovidas por dioxigenases.
Estas reacOes resultam na formacdo de compostos dihidroxi, principalmente catecdis, que
atuam como substratos intermedidrios de enzimas dependentes de oxigé€nio responsdveis pela
clivagem do anel aromdtico (ATLAS, 1995; DIAZ, 2004; HASSANSHAHIAN &
CAPPELLO, 2013). Esta quebra pode ser via orto-clivagem, quando promovida por
dioxigenases intradidis que rompem as ligacdes C—C entre os dois grupos hidroxila, ou beta-
clivagem, quando realizada por dioxigenases extradidis que rompem as ligacoes C—C em uma
regido proximal a um dos dois grupos hidroxila (DfAZ, 2004; CAO et al., 2009). Apds a quebra
do anel e formacao de catecois, estes sao entdo degradados a intermedidrios do ciclo de Krebs
(ATLAS, 1995; CAO et al., 2009).

Em bactérias, as vias metabdlicas envolvidas na quebra do anel benzénico costumam
ser semelhantes, enquanto aquelas responséveis pelo reconhecimento e conversao de diferentes
compostos aromdticos em metabdlitos intermedidrios apresentam maior diversidade (CAO et
al., 2009). Adicionalmente, compostos que possuem entre um e quatro anéis aromaticos podem
ser completamente mineralizados por dioxigenases, gerando como produto final biomassa e
diéxido de carbono. A via da monooxigenase também pode ocorrer, mas tem sido mais

demonstrada em fungos e leveduras (HASSANSHAHIAN & CAPPELLO, 2013).

3.5.2.3 Producdo de biossurfactantes

Alguns microrganismos sdo capazes de produzir biossurfactantes, moléculas

anfipdaticas de origem bioldgica constituidas de uma porc¢ao hidrofilica e outra lipofilica (ICSS,
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2006; MARIANO, 2006; TEIXEIRA, 2007; BENTO et al., 2008; DALTIN, 2011) (Figura 2).
Biossurfactantes atuam como detergentes, possibilitando a solubilizacdo de compostos oleosos
(TEIXEIRA, 2007; BENTO et al., 2008). Dentre suas possiveis aplicacdes, ha destaque para a
biorremediacdo de petréleo e derivados, uma vez que contribuem para aumentar a

disponibilidade de contaminantes hidrofobicos ao processo de degradacdo (ICSS, 2006;

BENTO et al., 2008).

Figura 2 — Representacido de um biossurfactante
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Fonte: adaptado de Daltin (2011).

Biossurfactantes podem pertencer a diferentes grupos quimicos, tais como
glicolipideos, fosfolipideos, lipoproteinas, lipopeptideos e lipopolissacarideos (BENTO et al.,
2008; WALTER et al., 2010; ROY, 2017). Genericamente, costumam ser divididos em duas
categorias: os de baixo peso molecular, capazes de diminuir a tensdo superficial em solu¢des
aquosas, e os de alto peso molecular, ou bioemulsificantes, capazes de formar emulsdes
(BENTO et al., 2008). A partir daqui o termo biossurfactante serd empregado para se referir a
ambas as categorias.

A tensdo superficial consiste na forca de atracdo eletroquimica existente entre as
moléculas de um liquido, sendo que quanto maiores as forcas intermoleculares, maior a tensao
superficial (DALTIN, 2011). A capacidade dos biossurfactantes em reduzir a tensdo superficial
de uma solucdo tem relacdo com sua composicdo quimica, o que lhes permite se dispor
preferivelmente na interface entre fases fluidas com diferentes graus de polaridade
(MARIANO, 2006; BENTO et al., 2008). A formacdo de emulsdes, por sua vez, ndo estd
necessariamente atrelada a reducdo da tensdo superficial, mas sim a “dispersdo coloidal de
goticulas de um liquido em outro” (BENTO et al., 2008, p. 155; YALCIN et al., 2018).

A producdo de biossurfactantes por microrganismos lhes permite crescer em

substratos imisciveis em dgua, uma vez que sua atividade contribui para aumentar a
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disponibilidade do substrato no meio (TEIXEIRA, 2007; BENTO et al., 2008). Em comparacao
com surfactantes de origem sintética, os biossurfactantes apresentam como vantagem o fato de
ser biodegradaveis e nao toxicos (BENTO et al., 2008), além de considerados mais eficientes
por funcionar em maiores amplitudes de pH, temperatura e salinidade (MARIANO, 2006;
BENTO et al., 2008; ROY, 2017; YALCIN et al., 2018).

Areas contaminadas com hidrocarbonetos sdo locais propicios para a identificacdo de
espécies produtoras de biossurfactantes (WALTER et al., 2010; ROY, 2017). A investigagdo
de sua producdo costuma ser feita a partir do crescimento microbiano em meio de cultura
minimo contendo um substrato insolivel (HEALY et al., 1996; BENTO et al., 2008), seguido
por testes de triagem baseados nos efeitos fisicos resultantes de sua atividade (WALTER et al.,
2010; ROY, 2017). Num primeiro momento, métodos qualitativos sdo suficientes para a
triagem de isolados produtores de biossurfactantes (WALTER et al., 2010). Dentre os testes
mais utilizados destacam-se o teste de deslocamento de o6leo e calculo do indice de
emulsificacao.

O teste de deslocamento de 6leo tem por objetivo identificar se uma dada amostra
possui biossurfactantes pela observacao de sua capacidade em “deslocar” um substrato oleoso
inserido sobre uma lamina de 4gua (MORIKAWA et al., 2000; WALTER et al., 2010; ELDIN
et al., 2019). Isso ocorre porque se houver biossurfactantes na amostra, estes irdo promover a
separagdo entre a fase aquosa da solucdo e a fase lipidica do 6leo. Quanto maior a atividade
tensoativa de um biossurfactante, maior sera a area de deslocamento de dleo observada
(GARCIA-REYES & YANEZ-OCAMPO, 2016).

A produgio de emulsio, por sua vez, geralmente é avaliada pelo teste de Indice de
Emulsificacdo, também conhecido como IE24. Criado por Cooper & Goldenberg (1987), este
teste explora a capacidade de alguns biossurfactantes de gerar emulsdo, ou seja, uma mistura
estavel de substancias com polaridades diferentes (BENTO et al., 2008). Sua execucao consiste
na adi¢do, em tubos de ensaio de fundo reto, de iguais propor¢des de uma substincia
hidrofébica e da amostra aquosa objeto de estudo. Ambas as substincias sdo misturadas em
vortex por dois minutos na velocidade maxima e, em seguida, deixados em repouso por 24
horas. Apés este periodo, se houver biossurfactantes com capacidade emulsificante serd
possivel observar uma camada emulsificada entre as fases aquosa e oleosa, que corresponde a
porcdo da mistura que se manteve estivel (BENTO et al., 2008; WALTER et al., 2010;
YALCIN et al., 2018).

Como ja mencionado, alguns biossurfactantes também sdo capazes de alterar a tensao

superficial do meio de cultura (WALTER etal., 2010). A tensdo superficial pode ser mensurada
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antes e ap0s o cultivo microbiano, e sua reducao € um indicador da presenca de biossurfactantes
de baixo peso molecular (BENTO et al., 2008). Normalmente sdo considerados bons
produtores de biossurfactantes os microrganismos que reduzem a tensdo superficial para
valores abaixo de 40 mNem-1 (HABA et al., 2000; MORALES, 2008), mas critérios mais
exigentes podem determinar que a reducdo seja inferior a 35 mNem-1 (PATOWARY et al.,
2016).

Durante a realizacdo de testes preliminares, é importante empregar métodos que
considerem tanto a capacidade de emulsificacdo quanto a tensdo superficial, uma vez que a
atividade dos biossurfactantes sobre ambas nem sempre estdo correlacionadas (BENTO et al.,
2008; WALTER et al., 2010). Além disso, embora uteis na indicacdo da presenca de
biossurfactantes, deve-se considerar que testes qualitativos sdo genéricos e nao diferenciam o

tipo de surfactante produzido (BENTO et al., 2008).
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Neste capitulo serdo apresentados os passos utilizados desde a selecdo dos isolados a

partir das amostras estudadas, até os experimentos realizados na presenca de BTX e avaliacio

da producgdo de biossurfactantes. A Figura 3 apresenta um fluxograma resumido das etapas

executadas, as quais sdo descritas mais detalhadamente adiante.

Figura 3 — Fluxograma resumido da metodologia utilizada na pesquisa
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4.1 Isolamento de linhagens em meio de cultura enriquecido com BTX

4.1.1 Amostras

As amostras utilizadas no estudo sdo oriundas do Niicleo Ressacada de Pesquisas em
Meio Ambiente (REMA), localizado na Fazenda Experimental da Ressacada (Figura 4), onde
procedimentos de contaminagdo controlada vém sendo realizadas desde 1998 por meio de
projetos de pesquisa vinculados 8 PETROBRAS em associagdo com a Universidade Federal
de Santa Catarina (UFSC).

Para a prospec¢do de microrganismos do presente estudo foram utilizadas duas
amostras de dgua coletadas de um aquifero que foi contaminado em 2008 por meio da adicdo
de 100 litros de uma mistura de 6leo diesel (80% o6leo petroquimico) e biodiesel de soja (20%
biodiesel de soja). Uma das amostras corresponde a coleta efetuada a 2 metros e outra a 3
metros de profundidade, ambas coletadas por um aluno de doutorado do laboratério em 2017,

e foram armazenadas em vidros ambar e mantidas no laboratério em temperatura ambiente.

Figura 4 — Mapa indicando a localizag@o do Nicleo Ressacada de Pesquisas em Meio
Ambiente (REMA)
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4.1.2 Técnica de isolamento

As amostras estudadas foram enriquecidas com hidrocarbonetos BTX separadamente
(reagentes P.A., Grupo Quimica Inddstria Ltda; xileno composto por mistura proporcional dos
trés isomeros). Este cultivo se deu em duplicatas em frascos tipo Erlenmeyer de 250 mL
contendo 100 mL de volume final, e foi feito em Meio Mineral Minimo (Anexo A) contendo
os BTX como udnica fonte de carbono. Foram utilizados 5 mL de cada amostra como indculo,
e 10 pL de benzeno (87.9 mg/L), tolueno (86.9 mg/L) ou xileno (86.7 mg/L) (Figura 5). O
material permaneceu incubado por uma semana em temperatura ambiente (25 °C + 2 °C) sob

agitagcdo a 130 rpm (adaptado de TEIXEIRA, 2007).

Figura 5 — Esquema geral do experimento de enriquecimento utilizado para o isolamento de

bactérias
Amostra Meio mineral Amostra
2 metros minimo 3 metros
(95 mL)
5 mL ({indculo) 5 mL (indculo)
Benzen Toluena Xileno Benzen Tolueno Xileno
(10 pL) (10 pL) (10 pL) (10 pL) (10 pL} {10 pl)
«—L
Duplicatas

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Ap6s o periodo de incubagdo, 100 pL de cada frasco foram inoculados em placas com
dgar nutriente (em gramas por litro: extrato de carne, 1; extrato de levedura, 2; peptona, 5;
cloreto de sddio, 5; dgar, 18; pH 7.2), as quais foram incubadas em estufa a 25 °C por 24 a 48
horas. Em seguida, procedeu-se ao isolamento de colonias em dgar nutriente. A escolha das
colonias se deu de acordo com diferencas visuais de morfologia, tamanho e coloragcdo
(adaptado de TEIXEIRA, 2007).

As linhagens isoladas permaneceram armazenadas em geladeira, a 4 °C, por

aproximadamente 20 dias. Apds este periodo, voltaram a ser cultivadas em meio minimo na
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presenca do respectivo BTX da qual foram enriquecidas inicialmente, nas mesmas condi¢oes
ja descritas. Apds o periodo de incubagdo, as culturas foram novamente inoculadas em agar
nutriente a fim de verificar quais apresentaram células vidveis. Os isolados que apresentaram
crescimento foram entdo selecionados para dar continuidade a pesquisa, os quais foram
mantidos em agar nutriente a 4 °C e, adicionalmente, estocados em duplicatas em caldo
nutriente (em gramas por litro: extrato de carne, 1; extrato de levedura, 2; peptona, 5; cloreto
de sodio, 5; pH 7.2) contendo glicerol 15% em freezer -80 °C.

A nomenclatura dos isolados se deu de maneira a identificar (1) o contaminante com
a qual foi inicialmente isolado, indicado pela letra “B” para o benzeno, “T” para o tolueno, e
“X” para o xileno; (2) um nimero para diferenciar isolados da mesma amostra e fonte de
enriquecimento, e (3) a indicacdo da amostra de origem, entre paréntesis, sendo “(2m)” para a
amostra de 2 metros de profundidade ¢ “(3m)” para a amostra de 3 metros de profundidade.
Dois isolados provenientes do enriquecimento com xileno obtidos a partir da amostra de dois
metros de profundidade, por exemplo, sdo identificados como “X1(2m)” e “X2(2m)”,

respectivamente.

4.1.3 Selecao e caracterizagdo molecular dos isolados por BOX-PCR

Os isolados considerados distintos e que apresentaram células vidveis apds o segundo
enriquecimento com BTX foram submetidos a técnica molecular de BOX-PCR a fim de
diferencid-los geneticamente, e apenas aqueles considerados diferentes, segundo a técnica
utilizada, foram selecionados para os testes posteriores.

Cada isolado foi coletado com uma al¢a de platina previamente esterilizada e inserido
em tubos de pléstico de 600 pL contendo 500 pL de tampao fosfato salino (PBS; em gramas
por litro: NaCl, 8; KCI, 2; Na2HPO4 1,42; KH2POs4, 0,24). Os tubos fechados foram entdo
submetidos ao choque térmico por meio da inser¢do em banho maria por 20 minutos a 85 °C,
seguido de resfriamento em geladeira por 20 minutos a 4 °C. Este ciclo foi repetido quatro
vezes.

A regido repetitiva “BOX” estd amplamente distribuida nos microrganismos, o que
possibilita a rdpida diferenciacdo de espécies de procariotos (VERSALOVIC et al., 1994),
razdo pela qual este método foi escolhido para distinguir os isolados. Cada rea¢dao de PCR foi
preparada no volume final de 25 puL. (cada uma contendo, em plL: 17,45 de dgua ultra pura; 2,5
de tampao para PCR; 1,9 de MgClz; 1,25 de dMSO; 0,59 de primer BOX; 0,2 de cada
dNTP; 0,1 de Taq Polimerase; e 1 do produto de extracdo de DNA). A amplificagcdo da regido
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BOX foi realizada em Termociclador automatico (Mastercycler personal, Eppendorf), sendo
utilizados os seguintes ciclos de temperatura: 1 ciclo de 7 minutos a 94 °C (desnaturacio
inicial); 35 ciclos de 1 minuto a 94 °C (desnaturag@o); 1 minuto a 53 °C (anelamento); 8
minutos a 72 °C (extensdo); e finalmente, 15 minutos a 72 °C (extensao final) (BENDIA et al.,
2018).

O produto de PCR gerado na amplificacdo foi separado por eletroforese em gel de
agarose 1% preparado com solucao tampao TAE 1X (Tris acetato-EDTA). A eletroforese teve
duracdo de 3 horas e foi realizada com voltagem de 40 volts, sendo o gel registrado em
fotodocumentador (ChemiDoc MP, BioRad).

O perfil de bandas de cada isolado foi analisado no software BioNumerics v.5.10
(Applied Maths, Bélgica). Padrdes de bandas foram agrupados por similaridade e utilizados
para construciao de um dendrograma pelo método UPGMA e coeficiente de Dice (BENDIA et
al., 2018). Isolados com padrdes de bandas distintos foram selecionados para identificagdo via
sequenciamento do gene RNAr 16S, sendo aqueles com valor de bootstrap superior a 75

considerados da mesma espécie.

4.2 Identificaciao das espécies

O produto de extragdo do DNA total foi submetido primeiro a purificacdo, e
posteriormente a amplificacdo e sequenciamento de parte do gene RNAr 168S.

A purificacdo seguiu o seguinte protocolo: 100 pL de DNA extraido foram misturados
a 200 pL de etanol (P.A.) gelado e 12 puL de NaCl 0.2M, e resfriados em freezer a -20 °C por
12 horas. Em seguida, o conteudo foi centrifugado por 10 minutos a 13.000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e foram adicionados 100 pL de etanol 70% (P.A.), seguido de
centrifugacdo por 2 minutos a 13.000 rpm e descarte do sobrenadante. Apds a completa
secagem dos tubos em temperatura ambiente, foram adicionados aos tubos 100 pL de dgua
ultrapura estéril, estando o material pronto para as proximas etapas (GREEN & SAMBROOK,
2016).

A fim de amplificar um fragmento do gene RNAr 16S, o DNA purificado foi
submetido a reagdo de PCR utilizando os primers degenerados 27F (-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-) (LANE et al, 1991) e 1492R (-
GGTTACCTTGTTACGACTT-) (TURNER et al., 1999). As reacdes foram realizadas

segundo Turner et al. (1999), as quais foram preparadas no volume final de 25 pL (cada uma
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contendo, em pl: 19,95 de dgua ultra pura; 2,5 de tampao para PCR; 0,75 de MgCl2 50 mM;
0,25 de cada primer, ambos na concentracao de 20 uM; 0,2 de cada ANTP 100 mM; 0,1 de Taq
Polimerase 5 U/uL; e 1 do produto de DNA purificado). A amplificacdo foi realizada em
Termociclador automatico (Mastercycler personal, Eppendorf), sendo utilizados: 1 ciclo de
desnaturagdo por 3 minutos a 95 °C; e 35 ciclos de amplificagdo de 2 minutos, cada qual
subdividido em: 15 segundos a 95 °C (desnaturacdo); 15 segundos a 49 °C (anelamento dos
primers); € 90 segundos a 42 °C (elongamento) (DUARTE, 2010).

O sequenciamento dos amplicons foi realizado por empresa terceirizada (Macrogen,
Coréia do Sul), e os dados resultantes analisados no software 4Peaks (Nucleobytes BV,
Amsterdam). As sequéncias obtidas foram editadas a fim de remover nucleotideos com Phred
score inferior a 20, e os segmentos resultantes comparados no banco de dados do NCBI
(National Center for Biotechnology Information) utilizando a ferramenta BLASTn (nucleotide
Basic Local Alignment Search Tool). Considerando os dados do sequenciamento, para a
identificacao do isolado X3(2m) optou-se por remover nucleotideos com Phred score inferior
a 15. Isolados que ndo puderam ser identificados por meio do sequenciamento foram

caracterizados quanto a morfologia celular e coloragcao de Gram.

4.3 Avaliacido do crescimento na presenca de BTX
4.3.1 Preparo do in6culo

Culturas estoque armazenadas em placas com dgar nutriente foram transferidas com
o auxilio de uma alca de platina para frascos tipo Erlenmeyer de 125 mL de volume contendo
20 mL de caldo nutriente. O material permaneceu incubado por aproximadamente 48 horas a
30 °C e 130 rpm. Ap6s a incubacio, mensurou-se a Densidade Optica (D.O.) das culturas em
espectrofotometro a 600 nm, as quais foram ajustadas para valores de absorbancia entre 0.7 e
0.8, exceto para as amostras X2(2m) e X3(2m), que apresentaram crescimento lento e foram
utilizadas com D.O. de 0.2. Para o preparo dos indculos, 1 mL da cultura crescida em caldo
nutriente (ou o volume corrigido para a D.O. desejada) foi inserido em microtubo e
centrifugado a 13.000 rpm por 10 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e as
células lavadas 2 vezes com meio minimo estéril. Finalmente, as células foram suspendidas em
1 mL de meio minimo, estando prontas para inoculagdo em meio de cultura contendo BTX. Os

mesmos procedimentos foram realizados com as amostras X2(2m) e X3(2m), com a diferenca
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de que foram utilizados 2 mL de cultura, uma vez que a D.O. obtida encontrou-se abaixo dos

limites previamente estipulados (adaptado de TEIXEIRA, 2007).

432 Cultivoem BTX

O cultivo na presenga de BTX foi realizado em frascos de vidro tipo penicilina de 100
mL contendo 20 mL de volume final (19 mL de meio minimo e 1 mL de in6culo — exceto para
X2(2m) e X3(2m), onde se utilizou 18 mL de meio minimo e 2 mL de indculo). Para a adi¢do
dos BTX, os trés hidrocarbonetos foram misturados em igual propor¢do em um recipiente de
vidro estéril e, em seguida, 9 pL da mistura foram transferidos para os vidros de penicilina
(concentracdo calculada: benzeno: 131.9 mg/L; tolueno: 130.4 mg/L; xileno: 130.0 mg/L).
Imediatamente apés a inser¢do dos BTX os frascos foram fechados com tampas de borracha e
selados com septos de aluminio (Figura 6). O cultivo foi realizado em duplicatas e se deu em

incubadora com agitagdo de 130 rpm e 30 °C (+ 2 °C) (adaptado de TEIXEIRA, 2007).

Figura 6 — Fotografia dos frascos de penicilina lacrados utilizados para o cultivo na presenca
de BTX

a b

Em a: imagem de perfil do frasco; em b: detalhe do lacre em aluminio inserido sobre a tampa de borracha.
Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

4.3.3 Monitoramento do crescimento bacteriano

O monitoramento da populacdo bacteriana se deu a cada 48 horas ao longo de 10 dias,
iniciando-se no Tempo zero (T0), no momento antecedente a inoculagdo com BTX, até o
Tempo cinco (T5). Um ultimo tempo de monitoramento (T6) foi avaliado apds 30 dias de
incubacao.

A estimativa da populacdo bacteriana presente nos frascos foi realizada por meio da
técnica de diluigao seriada e contagem de unidades formadoras de colonia (UFCs) pelo método

da gota (MILES et al., 1983). Para a diluicdo seriada, seringas estéreis de 1 mL de volume
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foram utilizadas para coletar e transferir 0,1 mL de cultura dos frascos para microtubos
contendo 0,9 mL de solugdo salina 0,85%. Apds misturados manualmente, 0,1 mL foram
retirados e transferidos para outro microtubo com 0,9 mL de solugdo salina (0,85%), e assim
sucessivamente, até a diluicdo correspondente a 10-7. Em seguida, a partir de cada dilui¢do
foram retiradas 3 aliquotas de 10 pL, as quais foram depositadas em placas com dgar nutriente
previamente divididas em 8 quadrantes (Figura 7). Apos a completa absor¢do das goticulas
pelo meio de cultura, as placas foram fechadas e incubadas a 25 °C por 24 a 48 horas. A
contagem de UFCs foi realizada a partir de diluicdes que resultaram no maior nimero de

colOnias nao coalescentes.

Figura 7 — Representacio geral do método da gota utilizado para monitorar o crescimento dos
1solados na presenca de BTX

Aliguota de 10 uL

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Os resultados obtidos, em UFC/mL, foram normalizados e inseridos em um grafico
utilizando o Microsoft Excel (Versdo 16.37, 2019), no qual foram relacionados os dados sobre
a variacao populacional dos isolados ao longo dos 6 tempos de monitoramento.

A fim de melhor expressar o desempenho individual de cada isolado em resposta a
mistura de BTX, criou-se também uma classifica¢ao indicativa da sobrevivéncia populacional
dos isolados entre os tempos de monitoramento. Nesta classificagdo foram observados os
eventos de acréscimo e decréscimo populacional, verificando-se assim se a populacdo teve
aumento ou diminui¢cao no numero de células vidveis em comparagdo com o tempo de analise

imediatamente anterior. Para calcular o desempenho de cada isolado aplicou-se a férmula a
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seguir, a qual expressa a porcentagem do nimero de eventos de acréscimo celular ao longo do

tempo.

Total de acréscimos
Desempenho = ) X 100
Total de tempos

Para a andlise entre TS5 e T6, calculou-se também a diferenca média no nimero de
UFC/mL entre os tempos, sendo os isolados entdo classificados de acordo com a magnitude da
diferenca observada no nimero de células. As categorias definidas sdo: 1, para diferenca de até
100 mil células (<1x10s); 2, para diferenca entre 100 mil e 500 mil células (1x105 — 5x10s); 3,
para diferenca entre 500 mil e 1 milhdo de células (5x105 — 1x106); e 4, para diferencas

superiores a 1 milhdo de células (>1x10e).

4.4 Avaliacido da producao de biossurfactantes

4.4.1 Cultivo para estimular a produgdo de biossurfactantes

Os isolados foram cultivados em frascos tipo Erlenmeyer de 125 mL de volume
contendo 20 mL de meio minimo suplementado com 1% de glicose (v/v) e 1% de 6leo de soja
(v/v). O cultivo foi realizado em duplicatas durante 7 dias a 30 °C e 130 rpm. Ap6s o periodo
de incubacdo, o volume total de cada cultura foi transferido para tubos Falcon de 50 mL e
centrifugado por 15 minutos a 4500 rpm (adaptado de YALCIN et al., 2018). O sobrenadante
entdo foi utilizado para a realizagcdo dos testes descritos a seguir.

Considerando os resultados de tensdo superficial encontrados, o isolado B1(3m) foi
também cultivado nas condi¢des descritas acima em meio suplementado com 1% de caldo
nutriente (v/v) e 1% de 6leo de soja (v/), a fim de verificar como o uso de um meio de cultura

mais nutritivo iria influenciar a variacao da tensao superficial do meio.

4.4.2 Testes utilizados

4.4.2.1 Atividade de deslocamento de 6leo

Para a realizacdo deste teste foram utilizadas placas de Petri de 5 cm de diametro,

sobre as quais foram adicionados 5 mL de dgua destilada e, sob a camada de 4dgua, 2 mL de
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6leo queimado de motor. Em seguida, cuidadosamente foram adicionados 250 pLL das amostras
no centro da placa. Ap6és 2 minutos, mediu-se a drea clara formada, quando observada
(adaptado de YALCIN et al., 2018). SDS 2% e meio mineral suplementado com 1% de glicose

e 1% de dleo de soja foram utilizados como controles positivo e negativo, respectivamente.

4.4.2.2 Indice de Emulsificacio IE24

Para testar a capacidade emulsificante dos isolados, 2 mL da cultura livre de células
foram inseridos em tubos de vidro com fundo reto e misturados com 2 mL 6leo de soja por 2
minutos em agitador automaético na velocidade maxima. Em seguida, os tubos foram deixados
em repouso por 24 horas em temperatura ambiente, e o Indice de Emulsificacdo (IE24) foi
calculado por meio da divisdo entre a altura da camada emulsificada e a altura total da coluna,
multiplicado por 100 (COOPER & GOLDENBERG, 1987). SDS 2% e meio mineral
suplementado com 1% de glicose e 1% de 6leo de soja foram utilizados como controles positivo

€ negativo, respectivamente.

4.4.2.3 Mensuragdo da tensdo superficial

As medidas de tensdo superficial em mNem-1- (mili Newton por metro) foram
realizadas utilizando um gonidmetro da marca Ramé-Hart Instrument Co. (Modelo 250-F1) e
analisadas pelo Software DROPimage Advanced (Ramé-Hart Instrument Co.) utilizando o
método da gota pendente. Para a determinacdo da tens@o superficial utilizou-se
aproximadamente 3 mL de amostra. Todas as medidas foram realizadas em triplicata a
temperatura ambiente (25 °C — 28 °C), sendo que a cada leitura o equipamento mensurou a
tensdo superficial dez vezes (o resultado é dado como a média obtida entre as dez medidas). O
equipamento foi previamente calibrado com 4gua destilada, e a seringa utilizada foi lavada
entre a coleta de amostras distintas, trés vezes com agua destilada, e duas vezes com a propria

amostra a ser analisada, respectivamente.
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SRESULTADOS

5.1 Isolados selecionados

5.1.1 Isolados obtidos a partir do enriquecimento com BTX

Com base em caracteristicas morfolégicas das colonias, apds o primeiro
enriquecimento das amostras com os contaminantes BTX foram obtidas 18 linhagens
bacterianas distintas. Destas, apds o segundo enriquecimento com o respectivo BTX a partir
do qual as mesmas foram obtidas, restaram 12 linhagens, sendo 9 oriundas da amostra referente
a 2 metros de profundidade, e 3 oriundas da amostra referente a 3 metros de profundidade.
Quanto ao total de isolados obtidos a partir dos diferentes contaminantes, 5 sdo resultado do
enriquecimento com benzeno, 2 do enriquecimento com tolueno, e 5 do enriquecimento com

xileno (Tabela 3).

Tabela 3 — Nimero de isolados obtidos a partir do enriquecimento com BTX considerando o
contaminante utilizado no enriquecimento e a amostra de origem

Contaminante 3 metros de 2 metros de Total
profundidade profundidade
Benzeno 3 2 5
Tolueno 0 2 2
Xileno 0 5 5
Total 3 9 12

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

5.1.2  Triagem genética dos isolados (BOX-PCR)

De acordo com a anélise molecular dos isolados por meio da BOX-PCR, a partir dos
12 isolados obtidos restaram 10 considerados geneticamente distintos. O perfil de bandas
gerado a partir das eletroforeses indicou que pertencem a mesma espécie as linhagens B1(2m)

e B2(2m) (bootstrap = 100) e B3(3m) e T2(2m) (bootstrap = 88), respectivamente (Figura 8).

5.2  Identificacao das espécies

A partir do sequenciamento de parte do gene RNA 16S foi possivel realizar a

identificacao genética de oito, dos dez isolados (Tabela 4). Os isolados B1(3m) e B3(3m) ndo
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puderam ser identificados devido a valores de Phred score muito baixos. Por meio de avaliacao

microscépica e coloracdo de Gram, ambos sdo caracterizados como cocos Gram negativos.

Figura 8 — Dendrograma e perfil de bandas das eletroforeses referente aos doze isolados
obtidos a partir do enriquecimento das amostras com BTX
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Tabela 4 — Identificagcdo genética dos isolados por meio de sequenciamento de fragmento do

gene RNAr 16S

Tam.

Identificacao

0.C.

Isolado o E value % Id.  Fonte do isolamento Referéncia
Frag. (n° de acesso) (%)
Staphylococcus
B2(3m) 1024 xylosus 100 0,0 99,32 Afre ii:ﬁi o ot Yuan, 2016
(KX507086) ¢
Leifsonia sp. Joshi et al.,
B12m) 1090 (KT462730) 99 0.0 97.61 Solo 2015
Bacillus sp. . . Yang & Hou,
T12m) 1088 (MN559531) 100 0.0 99.54 Lago Dianchi 2019
Bacillus sp. Amostra de saida de Glaeser et al.,
X1@m) 1036 ieuunsy) 100 0.0 98.36 usina de biogss 2016
Staphylococcus ¢ . .
X2(2m) 182 warneri 100 1,00E-s0 100 Arrea lflde dlzp";f‘?aolde Néo publicado
(MG788294) esiduo de nique
Bacillus sp. . Wang et al.,
X3(2m) 183 (IX975450) 100 2,00E-s2 97,8 Lama anaerdbia 2012
Bacillus safensis Tantirungkij,
X4(2m) 443 (MN428231) 100 0,0 99,77 Solo 2019
Brevibacillus
X5(2m) 1105 reuszeri 100 0.0 99.19 Nio identificado Liu, 2017
(MF322890)

* Tam. Frag. = Tamanho do fragmento em pares de bases; Q. C. (%) = Query Cover; 1d. = Porcentagem de
identidade.

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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5.3 Avaliacao do crescimento dos isolados na presenca de BTX

Os resultados referentes ao crescimento em BTX foram normalizados e estdo
apresentados na Figura 9. Complementando estes resultados, a porcentagem de eventos de
crescimento considerando todos os tempos analisados € apresentada na Figura 10. O isolado
X5(2m) foi desconsiderado destas andlises, uma vez que apresentou valores de UFC/mL
sempre inferiores a 2 x10s, além de uma de suas duplicatas ndo apresentar nenhuma célula
vidvel a partir de 2 dias de monitoramento.

Analisando-se ambas as Figuras, observa-se que o isolado T1(2m) apresentou o
melhor desempenho de crescimento ao longo dos tempos analisados (50%), com incrementos
populacionais em 3 pontos (T2, T3 e T4). B3(3m), X2(2m) e X3(2m) apresentaram acréscimo
populacional em 2 tempos de andlise (33%), e B1(3m), X1(2m) e X4(2m) em somente 1 tempo
de andlise (17%). J4 os isolados B2(3m) e B1(2m) apresentaram os piores desempenhos,
havendo apenas decréscimo no nimero de células vidveis ao longo de todos os tempos de

monitoramento.

Figura 9 — Gréfico mostrando a relag@o entre o nimero de UFC/mL e os tempos de
monitoramento na presenca de BTX dos diferentes isolados
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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Figura 10 — Grafico mostrando a classificacdo dos isolados com relagdo ao desempenho
durante o cultivo em BTX
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Os resultados sobre a diferenca no nimero de UFC/mL entre 10 dias (T5) e 30 dias
(T6) de cultivo na presenga de BTX estdo apresentados na Tabela 5. O isolado que apresentou
a menor diferenca do nimero de células vidveis foi X3(2m), inclusive sendo o tdnico a
apresentar um incremento de células (5x104 UFC/mL). Todos os demais isolados apresentaram
apenas decréscimo na populacdo, sendo trés classificados na categoria 2 (X1(2m), T1(2m) e
X4(2m); variacdo entre 1x105 UFC/mL e 5x105 UFC/mL), um na categoria 3 (B1(2m);
variacdo entre 5x105 UFC/mL e 1x106 UFC/mL), e quatro na categoria 4 (X2(2m), B2(3m),
B3(3m), e BI1(3m); variacdo superior a 1x106 UFC/mL). O pior desempenho avaliado
corresponde a B2(3m), no qual se observou uma reducdo no niimero de células vidveis da

ordem 986 vezes entre 10 e 30 dias de cultivo em BTX.

Tabela 5 — Diferenca no nimero de UFC/mL entre 10 dias (T5) e 30 dias (T6) de cultivo na
presenca de BTX e respectiva classificacdo dos isolados
Dias 10 30 Diferenca Razio entre

Tempo T5 T6 (em UFC/mL) T5 e T6 Categoria
X3(2m) 3,05 x106 3,10 x106 +5.,00 x10s 1 1
X1(2m) 4,95 x10s 3,25 x10s —1,70 x10s 2 2
T1(2m) 4,40 x10s 1,55 x10s — 2,85 x10s 3 2
X4(2m) 5,85 x10s 1,65 x10s — 4,20 x10s 4 2
B1(2m) 9,85 x10s 1,25 x10s 8,60 x10s 8 3
X2(2m) 5,90 x106 3,05 x106 — 2,85 x106 2 4
B3(3m) 4,25 x106 7,85 x10s 3,47 x106 5 4
B1(3m) 6,50 x106 434 x105 — 6,07 x10s 15 4
B2(3m) 3,45 x106 3,50 x103 3,45 x10s 986 4

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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54  Producio de biossurfactantes

A verificacdo da produgdo de biossurfactantes foi realizada por meio dos testes de
deslocamento de 6leo e [E24. Adicionalmente, optou-se também pela mensuracdo da tensao
superficial do meio de cultura contendo 6leo de soja. As trés metodologias empregadas
indicam, indiretamente, se um microrganismo tem potencial de produzir biossurfactantes, e sao
amplamente empregados em estudos de triagem nesta drea. O teste de deslocamento de 6leo e
IE24 consistem de métodos qualitativos, sendo o dltimo um bom indicar da producdo de
biossurfactantes de alto peso molecular. A medida da tensdo superficial, por sua vez, trata-se
de uma afericdo, e sua diminuicdo em uma dada cultura estd associada a producdo de

biossurfactantes de baixo peso molecular.

5.4.1 Atividade de deslocamento de 6leo

Neste teste, que € baseado na adi¢do de uma aliquota da amostra sobre uma camada
de 6leo (a qual flutua sobre uma camada de dgua), espera-se que havendo biossurfactantes na
amostra esta promova a formacao de uma érea clara sobre o 6leo. O tamanho da area pode ser
entdo mensurado e comparado com o controle, indicando assim seu potencial de acdo
surfactante.

Dos 10 isolados avaliados, quatro apresentaram alguma atividade de deslocamento de
dleo, todos formando uma area de deslocamento inferior a 5 mm, bem inferior ao controle (15
mm). Estes isolados foram: B1(2m) (Leifsonia sp), T1(2m) (Bacillus sp), X5(2m)
(Brevibacillus reuszeri) e X3(2m) (Bacillus sp), sendo apenas este ultimo com resultado

positivo em ambas as duplicatas (Figura 11).

Figura 11 — Registro fotogréfico dos isolados com resultado positivo no teste de
deslocamento de dleo

= = al

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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5.4.2 Indice de Emulsificagdo IE 24

Neste teste, iguais propor¢des da amostra de interesse e de um substrato hidrofébico,
geralmente um 6leo, sdo misturadas vigorosamente por 2 minutos e em seguida deixados em
repouso por 24 horas. Apds este periodo, havendo produ¢do de emulsdo, ou seja, formagdo de
mistura estdvel entre a amostra e o 6leo, observa-se uma terceira fase de separacdo entre as
fases aquosa e oleosa, a qual € entdo utilizada para calcular o indice de emulsificacdo.

Dos isolados testados quanto a produgdao de emulsdo por meio deste método, apenas
dois apresentaram resultado positivo, ambos com somente uma das duplicatas (Figura 12).
Considerando somente os tubos positivos, o isolado B3(3m) (cocos Gram negativa) apresentou

1E24 de 43%, e T1(2m) (Bacillus sp.) de 63%.

Figura 12 — Registro fotografico dos isolados com resultado positivo no teste IE24

Camada emulsificada

\_Y_J
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 Antes do teste do teste

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

5.4.3 Mensuracdo da tensdo superficial

Considerando a capacidade de alguns biossurfactantes em reduzir a tensdo superficial,
sua medida € frequentemente empregada em associacdo com outros testes na busca por
microrganismos capazes de produzir tais compostos.

Os valores médios da tensao superficial obtidos a partir do cultivo dos isolados em
meio minimo com 1% de 6leo de soja e 1% de glicose estdo apresentados na Tabela 6. Os
isolados B1(2m) (Leifsonia sp.), T1(2m) (Bacillus sp.), X2(2m) (Staphylococcus warneri),
X3(2m) (Bacillus sp.) e X5(2m) (Brevibacillus reuszeri) aumentaram a tensao superficial do
meio de cultura, enquanto os demais a diminuiram. Dentre o dltimo grupo, tem destaque o

isolado B1(3m) (cocos Gram negativa), o qual apresentou a maior reducdo observada (48,23
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mNem-1). Este isolado também foi cultivado, posteriormente, nas mesmas condicdes ja
descritas, mas em meio suplementado com 1% de caldo nutriente, ao invés de 1% de glicose.
Nestas condicdes, se observou maior redugdo na tensdo superficial, a qual foi registrada em

34,70 mNem-1 (Tabela 7).

Tabela 6 — Valores médios de tensdo superficial (mNem-1) obtidos a partir do cultivo em
meio minimo com 1% de 6leo de soja e 1% de glicose

Branco B1(3m) B2(3m) B3(3m) B12m) TI12m) X12m) X22m) X3(2m) X4(2m) XS52m)
61 48,23 53,44 52,18 61,81 61,69 58,57 62,00 61,24 54,58 63,23

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Tabela 7 — Valor médio de tensao superficial (mNem-1) obtido a partir do cultivo do isolado
B1(3m) em meio minimo com 1% de 6leo de soja e 1% de caldo nutriente
Branco B1(3m)
55 34,70
Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

5.5 Sintese dos resultados

A Tabela 8 apresenta a identificagdo dos isolados e uma sintese dos resultados obtidos
a partir dos diferentes experimentos realizados. Segue adiante também uma descri¢cdo de todos

os resultados para cada um dos dez isolados investigados.

Tabela 8 — Sintese dos resultados obtidos considerando todos os experimentos realizados

Identificacao Testes biossurfactantes Crescimento em BTX
Isolado Espécie Desl. Oleo 1E24 TS De;elnip ;I;ho Cli}?;ifl?ﬁ;“ﬁo
B1(3m) N3ao identificada - - + 17% 4
B2(3m)  Staphylococcus xylosus — — - 0% 4
B3(3m) Nao identificada - ++ - 33% 4
B1(2m) Leifsonia sp. + - - 0% 3
T1(2m) Bacillus sp. + ++ - 50% 2
X1(2m) Bacillus sp. - - - 17% 2
X2(2m) Staphylococcus warneri - - - 33% 4
X3(2m) Bacillus sp. o - - 33% 1
X4(2m) Bacillus safensis - - - 17% 2
X5(2m) Brevibacillus reuszeri + - - NA NA

Desl. Oleo = Deslocamento de Oleo; IE24 = Indice de Emulsificacio IE24; TS = Tensdo superficial (positivo
quando diminuiu a TS do meio abaixo de 35 mNem-1, segundo PATOWARY et al., 2016); +* = uma duplicata
com resultado positivo; ++== duas duplicatas com resultado positivo; NA = Nao se aplica.

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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O isolado B1(3m) consiste de uma bactéria Gram negativa, de morfologia em forma
de cocos, e ndo pode ser identificado por meio de sequenciamento genético. Durante o cultivo
em BTX, B1(3m) sempre apresentou decréscimo da populagdo, exceto entre 8 e 10 dias de
cultivo (T4 e TS5, respectivamente). Aos 30 dias de monitoramento, o nimero de UFC/mL
diminuiu cerca de 15 vezes, deixando o isolado na categoria 4 na avaliacdo da variagdo entre
TS5 e T6. Quanto aos testes para a producdo de biossurfactantes, este isolado apresentou
resultado positivo somente na redugdo da tensao superficial, que diminuiu para 48,23 mNem-1
quando cultivado em meio minimo suplementado com 1% de 6leo de soja e 1% de glicose, e
para 34,70 mNem-1 quando cultivado em meio minimo suplementado com 1% de 6leo de soja
e 1% de caldo nutriente.

O isolado B2(3m), identificado como Staphylococcus xylosus, apresentou o pior
desempenho durante o cultivo em BTX. Além de apresentar apenas diminui¢ao no nimero de
UFC/mL durante todos os tempos monitorados, apresentou também a queda mais expressiva
no ndmero de células entre 10 (TS) e 30 (T6) dias de cultivo (categoria 4), com uma reducdo
na quantidade de células da ordem de 986 vezes. Este isolado respondeu negativamente a todos
os testes para a producdo de biossurfactantes.

O isolado B3(3m) também ndo pode ser identificado por meio de sequenciamento
genético. Assim como B1(3m), a anélise microscopica mostrou que se trata de bactéria cocos
Gram negativa. Considerando a sobrevivéncia em BTX, B3(3m) apresentou desempenho de
33%, o que significa que houveram pelo menos dois eventos de crescimento populacional
durante o cultivo. Na avaliagcdo entre TS5 e T6, o isolado apresentou queda consideravel no
numero de células vidveis, com diferenca em UFC/mL superior a 1 milhao de células (categoria
4). Em relacdo a producado de biossurfactantes, uma de suas duplicatas apresentou a produgdo
de 43% de emulsdo durante o teste IE24.

O isolado B1(2m), identificado como Leifsonia sp., apresentou um dos piores
desempenhos quanto a sobrevivéncia em BTX, sem nenhum evento de incremento celular
durante o periodo monitorado. Considerando a sobrevivéncia entre TS e T6, B1(2m) foi
classificado na categoria 3, com diferenca no nimero de células de 8,60x105 UFC/mL. Nos
testes para triagem de produtores de biossurfactantes, uma de suas duplicatas foi capaz de
promover o deslocamento de 6leo.

O isolado T1(2m) foi uma das quatro linhagens identificadas como Bacillus sp., sendo
quem apresentou melhor desempenho no cultivo em BTX (50%). A partir de 4, 6 e 8 dias de
monitoramento (T2, T3 e T4, respectivamente), sempre se observou aumento na quantidade de

UFC/mL, padrdao que nao foi observado para nenhum dos demais isolados. Considerando a
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sobrevivéncia entre TS e T6, T1(2m) foi classificado na categoria 2, apresentando diferenca no
nimero de células vidveis inferior a 500 mil UFC/mL. Foi o tnico isolado que apresentou
resultado positivo para mais de um dos testes para triagem de produtores de biossurfactantes,
embora com apenas uma das duplicadas: uma ao promover o deslocamento de 6leo, e outra ao
produzir 63% de emulsdo no teste IE24.

O isolado X1(2m), também identificado como Bacillus sp., apresentou um Unico
evento de incremento populacional no cultivo em BTX, resultando em um desempenho de
17%. Observa-se, porém, que este foi o unico isolado a responder com um incremento no
numero de células dois dias apds a inoculagdo em meio contendo BTX, além de estar entre os
isolados com menor reducdo no nimero de células vidveis entre 10 (T5) e 30 (T6) dias de
cultivo (variacdo de 1,70x105 UFC/mL; categoria 2). Nenhum resultado positivo foi obtido a
partir dos testes indicativos da produgdo de biossurfactantes.

O isolado X2(2m), identificado como Staphylococcus warneri, apresentou
desempenho razodvel no cultivo em BTX (33%), com dois eventos de incremento celular (em
T3 e T4, respectivamente). Aos 30 dias de cultivo (T6), X2(2m) apresentou queda consideravel
no ndmero de células (2,85x106 UFC/mL), resultando em sua classificagdo na categoria 4.
Nenhum resultado positivo foi obtido a partir dos testes indicativos da producdo de
biossurfactantes.

O isolado X3(2m) foi identificado como pertencente ao género Bacillus sp. Na
avaliagdo de crescimento em BTX, este isolado apresentou desempenho intermediario ao longo
do monitoramento (33%), sendo registrados dois eventos de aumento no nimero de células
(em T4 e T6, respectivamente). Aos 30 dias de monitoramento (T6), foi a linhagem melhor
avaliada (categoria 1), sendo inclusive a Uinica a apresentar acréscimo celular (5x104 UFC/mL).
Com relagdo a producdo de biossurfactantes, ambas as duplicatas testadas foram positivas no
teste de deslocamento de 6leo.

O isolado X4(2m) foi identificado como Bacillus safensis e teve desempenho no
cultivo em BTX avaliado em 17% (apresentou apenas um registro de crescimento no nimero
de células durante o periodo de monitoramento). Considerando a diferenca entre 10 (T5) e 30
(T6) dias de cultivo, X4(2m) foi classificado na categoria 2, com diferenca observada de
4,20x105s UFC/mL. Nenhum dos testes indicativos da producdo de biossurfactantes gerou
resultados positivos.

Finalmente, de acordo com o sequenciamento realizado, o isolado X5(2m) foi
identificado como pertencente a espécie Brevibacillus reuszeri. Como ja mencionado, devido

a baixa sobrevivéncia na presenga de BTX, este isolado foi desconsiderado das andlises. Com
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relacdo aos testes indicativos da produgdo de biossurfactantes, uma de suas duplicatas foi capaz

de promover o deslocamento de 6leo, mas outros resultados positivos ndo foram observados.
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6 DISCUSSAO

Por meio da técnica de enriquecimento com BTX em meio de cultura mineral minimo,
este trabalho buscou isolar e identificar linhagens de bactérias que pudessem ser empregadas
em estratégias de biorremediacdo destes compostos. Presume-se que os 10 isolados obtidos
sejam capazes de utilizar pelo menos algum dos hidrocarbonetos monoaromadticos avaliados
como fonte de crescimento, inferindo indiretamente que tem potencial para degrada-los.

A drea da qual as amostras estudadas sao provenientes foi contaminada artificialmente
em 2008 utilizando-se uma mistura de diesel petroquimico (80%) e biodiesel (20%). Apesar
da expectativa de se encontrar microrganismos capazes de degradar hidrocarbonetos de
petréleo, dado o histérico de contaminagdo (LEE et al., 1994; OH et al., 1994; LEE et al., 2002;
ABUHAMED et al., 2004; OTENIO et al., 2005; MARIANO, 2006; TEIXEIRA, 2007,
LITTLEJOHNS & DAUGULIS, 2008; MORALES, 2008; CERQUEIRA & COSTA, 2009), é
importante mencionar que dentre os compostos presentes no diesel e biodiesel ha substratos de
mais facil metabolizacdo microbiolégica que os BTX (VAN HAMME et al., 2003;
MARIANO, 2006; TEIXEIRA, 2007).

Hidrocarbonetos monoaromaticos costumam ser biodegradados com mais dificuldade
que n-alcanos (BRITO et al., 2010), o que talvez explique, em parte, porque dos 131 isolados
obtidos por Morales (2008) a partir do enriquecimento com gasolina comercial, apenas 42
foram capazes de crescer utilizando misturas de BTX como unica fonte de carbono. A fracio
referente ao biodiesel também representa um substrato de mais facil metabolizacdo, inclusive
em relacdo ao diesel petroquimico. Por ser originado principalmente de dcidos graxos e cadeias
carbonicas ligadas a moléculas de oxigénio, os componentes presentes no biodiesel sdo mais
facilmente reconhecidos e degradados pelos microrganismos (MARIANO et al., 2008).

Apesar da menor probabilidade de identificacdo de bactérias biodegradadoras de BTX
na drea, optou-se por manter a prospeccao voltada a degradagdo destes compostos em razdo da
preocupacio relacionada ao seu elevado potencial de contaminacio ambiental (DIAZ, 2004;
MARIANO, 2006; CAO et al., 2009; ABURTO & PEIMBERT, 2011; PRAKASH et al., 2014)
eriscos a saude (TEIXEIRA, 2007; CAO et al., 2009; BRITO et al., 2010). Embora ndo tenham
sido utilizados métodos de mensuracdo de BTX para quantificar sua degradacdo pelos
diferentes isolados, a contagem de células vidveis permite atestar sua capacidade de
sobrevivéncia na presenca dos contaminantes. Além disso, diversos autores ja demonstraram
que hidrocarbonetos BTX podem ser utilizados como fonte de crescimento, € que seu

decaimento pode ser acompanhado pelo incremento de células durante a biodegradacdo (OH
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et al.,, 1994; SPILBORGHS, 1997; LEE et al., 2002; MARIANO, 2006; BENCHOUK &
CHIBANI, 2016).

Ap6s o experimento de enriquecimento com BTX e triagem molecular por meio de
PCR da regiao BOX, foram selecionados 10 isolados para dar continuidade a pesquisa. Destes,
sete sdo provenientes da amostra referente a 2 metros de profundidade e trés da amostra
referente a 3 metros de profundidade. Uma possivel explicacdo para estes resultados € que, de
modo geral, dguas subterraneas tendem a possuir menor quantidade de matéria organica e,
consequentemente, menos microrganismos em quantidade e em diversidade (BOOPATHY,
2000). Além disso, considerando que a biodegradacdo de BTX € em sua maioria aerdbia, €
possivel que a diferenca encontrada entre os dois extratos seja decorrente de uma menor
concentracdo de oxigénio dissolvido a medida que se avanga para regides mais profundas no
aquifero (JAZEN et al., 2008; SOUZA et al., 2008).

Dentre os hidrocarbonetos utilizados no estudo, embora o tolueno seja descrito como
o de mais fécil degradacdao (SILBORGHS, 1997; LEE et al., 2002; CAO et al., 2009; ABURTO
& PEIMBERT, 2011), ao final da triagem por meio da BOX-PCR apenas um isolado
sobreviveu a partir do enriquecimento com este composto (T1(2m)), em comparacdo com
outros 4 por meio do enriquecimento com benzeno e 5 do enriquecimento com xileno. Ao
estudar 56 isolados utilizando BTX como substrato de crescimento, Morales (2008) verificou
que 30 foram capazes de utilizar tolueno como unica fonte de carbono, 23 foram capazes de
utilizar xileno, e 17 foram capazes de utilizar benzeno. Em um padrdo semelhante, Prakash et
al. (2014) identificaram 17 isolados capazes de crescer na presenca de benzeno como tnica
fonte de carbono, 15 na presenga de tolueno, e 13 na presenca de xileno.

Dos 8 isolados identificados por meio de sequenciamento de parte do gene RNAr 16S,
quatro espécies pertencem ao género Bacillus. Este resultado condiz com o esperado, ja que
espécies deste género estdo entre as mais estudadas para fins de biorremediacdo de derivados
de petroleo. Ha estudos investigando seu potencial de biodegradacdo de petréleo cru
(CERQUEIRA et al., 2011; UDGIRE et al., 2015; PATOWARY et al., 2016; OYETIBO et al.,
2017), de 6leo diesel (ABIOYE et al., 2012; PRAKASH et al., 2014; FOSSO-KANKEU et al.,
2017; LIMA et al., 2018) e de hidrocarbonetos BTX (MARIANO, 2006; PRAKASH et al.,
2014; LIMA et al., 2018). Bento et al. (2003) também encontraram grande representatividade
de Bacillus spp. ao estudar a degradacdo de TPH em solos contaminados com 6leo diesel, onde

de 6 linhagens isoladas, 4 pertenciam a este género.
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No presente estudo, foram identificados como Bacillus sp. os isolados T1(2m),
X1(2m) e X3(2m). T1(2m) se mostrou um bom candidato para aplicagdo na remediacdo de
contaminacdes de BTX, sendo quem apresentou maior nimero de eventos de incremento de
biomassa ao longo do monitoramento com os contaminantes, além de mostrar indicios da
producdo de biossurfactantes em dois testes (deslocamento de 6leo e IE24). X3(2m) também
se mostrou um bom candidato, sendo o tinico a apresentar crescimento populacional ap6s 30
dias na presenca de BTX, além de apresentar indicativos da producao de biossurfactantes por
meio do teste de deslocamento de 6leo.

Embora nao tenha respondido positivamente a nenhum dos testes, o isolado X1(2m)
se mostrou bastante resistente aos contaminantes, tanto pelo crescimento populacional
observado nas primeiras 48 horas na presenca de BTX, quanto pela queda populacional pouco
expressiva em comparagdo com as demais espécies ao final de 30 dias de cultivo. A elevada
tolerancia de Bacillus a contaminantes altamente recalcitrantes os coloca entre as espécies mais
promissoras para a degradacdo de hidrocarbonetos (PRAKASH et al., 2014). Além disso,
possuem consideravel versatilidade metabdlica e capacidade de formacdo de esporos, o que
lhes confere vantagem adaptativa em uma variedade de ambientes (FONSECA et al., 2015;
FOSSO-KANKEU et al., 2017; OYETIBO et al., 2017).

Oyetibo et al. (2017) isolaram duas linhagens de B. subtilis que além de utilizar
hidrocarbonetos (6leo cru e fenantreno) como tnica fonte de carbono foram capazes de crescer
em ambiente com elevada concentracio de niquel e cobalto, inclusive diminuindo a
concentracdo destes metais no meio. Prakash et al. (2014) isolaram uma linhagem de
Pseudomonas e um Bacillus capazes de metabolizar diesel e benzeno. Por meio da utilizagdo
de um consorcio contendo B. cereus e B. pumilus, Patowary et al. (2016) verificaram a
degradacdo de 84,15% de TPH a partir de petrdleo cru apds 5 semanas de incubagdo.

O isolado X4(2m) foi identificado como Bacillus safensis, o qual apresentou
capacidade de sobrevivéncia em BTX semelhante a X1(2m), e assim como este ultimo, ndo
apresentou resultados positivos em nenhum dos testes indicadores da producdao de
biossurfactantes. O prefixo “saf” de safensis remete ao local onde a espécie foi encontrada pela
primeira vez, em uma instalacio de montagem de naves espaciais da NASA (do inglés,
Spacecraft Assembly Facility) (SATOMI et al., 2006). A espécie ja foi encontrada também no
solo de um deserto na Mongdlia (RAJA & OMINE, 2012), associada a raizes de tubérculos na
India (SINGH et al., 2013), e em leite condensado contaminado na Espanha (ABRIL et al.,
2019). No Brasil, Bacillus safensis (B. safensis CFA-06) foi isolado por Angolini (2014) no

Campo Petrolifero de Pintassilgo, na Bacia Potiguar (RN). Estudos posteriores do perfil
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enzimatico da cepa identificaram duas oxidoredutases, uma classe de enzimas de grande
importancia na degradacdo de petréleo, sendo uma delas registrada pela primeira vez
(FONSECA et al., 2015).

O segundo grupo mais representativo encontrado nas amostras pertence ao género
Staphylococcus, sendo um oriundo do enriquecimento com benzeno (B2(3m)) e outro do
enriquecimento com xileno (X2(2m)). B2(3m) foi identificado como S. xylosus, e além de
apresentar resultados negativos em todos os testes em busca de biossurfactantes, apresentou o
pior desempenho dentre todos os isolados durante o crescimento em BTX.

Staphylococcus xylosus € descrito como um microrganismo comensal da pele de
mamiferos e aves (NAGASE et al., 2002), e também costuma estar associado a alimentos crus,
principalmente carnes e leites (DORDET-FRISONI et al., 2007). Devido a presenca de
enzimas proteoliticas e lipoliticas, microrganismos da espécie costumam ser utilizados como
cultura inicial para a producdo de embutidos (FIORENTINI et al., 2010; MARQUES, 2013).

Duas linhagens de S. xylosus foram isoladas de fermentado de peixe na Tailandia
(NAMWONG & TANASUPAWAT, 2014), uma das quais com capacidade de utilizar
diferentes tipos de 6leo como substrato de crescimento, tais como 6leo de girassol, palma, soja,
e Oleo cozinha. A cepa também demonstrou tolerancia a elevada concentracdo de sal no meio
de cultura (20%) e capacidade de producgdo de biossurfactantes. Considerando os resultados
obtidos, os autores sugerem o uso da linhagem em estratégias de recuperacao avangada de 6leo
(MEOR, microbial enhanced oil recovery).

A espécie também ja foi isolada a partir de solo contaminado com 6leo de motor na
Turquia, e resultados obtidos pelo teste IE24 indicaram a produc¢do de biossurfactantes pelo
isolado, onde se observou a producdo de 40% de emulsdo na presenca de 6leo de girassol, 60%
na presenca de 6leo de motor, e 50% na presenga de querosene e benzeno (KESKIN et al.,
2015).

Marques (2013) aponta o potencial de uso S. xylosus para a producdo de biodiesel, em
razdo da presenca de lipases, a partir de residuos animais gerados na industria de alimentos.
Em seus estudos, o autor verificou que seu uso na fermentacio de gordura animal foi eficaz em
reduzir o ponto de fusdo dos 4cidos graxos entre 21 °C e 30 °C, o que representa reducio de
custos e aumento de rendimento durante a fase de liquefacdo de gorduras relacionada a
producio de biodiesel.

Com base na literatura apontada e associacdo de S. xylosus a biodegradacdo de
substratos oleosos, embora os resultados encontrados no presente trabalho sejam negativos em

relacdo a degradacdo de BTX, a presenca desta espécie nas amostras pode estar associada a
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metabolizacdo de fontes de carbono mais facilmente degraddveis. Como ja apontado
anteriormente, os demais componentes presentes no diesel e biodiesel sdo substratos mais
simples, em comparacdo com hidrocarbonetos monoarométicos, e representam uma fonte de
energia mais facilmente assimildvel pelos microrganismos. Além disso, S. xylosus provém de
uma amostra coletada a 3 metros de profundidade, onde a disponibilidade de oxigénio é
provavelmente menor que em dreas mais superficiais do aquifero.

O metabolismo fermentativo de S. xylosus pode ser resultado de uma adaptacdo a
condicdes de anaerobiose (DORDET-FRISONI et al., 2007). Embora seja unanime que a
degradacdo de hidrocarbonetos pela via aerdbia seja mais rdpida e comum (LEAHY &
COLWELL, 1990; CORSEUIL & ALVAREZ, 1996; SANTOS, 1996; ICSS, 2006; ATLAS
& HAZEN, 2011; MARTINS, 2015), a degradacao anaerdbia ndo deve ser subestimada (ICSS,
2006). Se confirmada sua capacidade de degradacdo de derivados de petréleo em anaerobiose,
S. xylosus poderia ser bastante util em estratégias de biorremediacdo em ambientes pobres em
oxigénio.

Outra espécie de Staphylococcus identificada € S. warneri, correspondente ao isolado
X2(2m). Assim como S. xylosus, também € um microrganismo comensal da pele de mamiferos
e aves, embora comparativamente habite menor variedade de animais (DORDET-FRISONI et
al., 2007). Embora com os experimentos realizados nao tenham sido encontrados indicativos
de que S. warneri produza biossurfactantes, o isolado foi um dos que melhor sobreviveu na
presenca de BTX (desempenho de 33%). Seu potencial para aplicagdo em estratégias de
biorremediacdo de derivados de petrdleo ja foi atestado por outros autores. Isolados de S.
warneri ja foram encontrados em solo contaminado com 6leo em um porto de exportacdo de
petréleo no Ird (GODINI et al., 2018), e ha registros da associacdo da espécie na degradagao
de TPH em condi¢des andxicas em sistema de biorreator utilizado no tratamento de efluentes
contaminados com residuos de petréleo (MOUSSAVI & GHORBANIAN, 2015).

O isolado B1(2m), identificado como Leifsonia sp., ficou entre os que menos
sobreviveu na presenca de BTX, apesar de uma de suas duplicatas apresentar atividade de
deslocamento de 6leo. Sua baixa sobrevivéncia pode ser explicada pela elevada exigéncia
nutricional caracteristica do género Leifsonia, além da incapacidade de formacao de esporos
de resisténcia (LYUDMILA et al., 2000). Ainda assim, o género ja foi encontrado em
ambientes contendo petréleo. Uma linhagem foi isolada por Wu et al. (2020) a partir de solo
contaminado com 6leo cru, na China. Ao avaliar os efeitos da técnica de fertirrigacdo (irrigacao
associada ao uso de fertilizantes), os autores especulam que a presenca de Leifsonia,

juntamente com outros microrganismos identificados, pode estar correlacionada ao aumento
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da degradacdo de TPH, HPAs e compostos arométicos. Ha também estudos que avaliam o
potencial de uso de Leifsonia na biorremediacdo de efluentes contendo cafeina (AHMAD et
al., 2015).

A oitava espécie que pdde ser identificada € Brevibacillus reuszeri, correspondente ao
isolado X5(2m), que foi desconsiderado das andlises relacionadas ao crescimento em BTX
devido a sua baixa sobrevivéncia, apesar de uma de suas duplicatas ter promovido
deslocamento de Oleo. Brevibacillus spp. ja foram encontrados em solo contaminado com
petréleo (GODINI et al., 2018) e em amostras de lama contaminadas com hidrocarbonetos
(REDDY et al., 2010). Neste ultimo, verificou-se que a linhagem foi capaz de degradar 93%
de fenantreno em 6 dias de incubagdo, além de mostrar indicios da producao de biossurfactantes
por meio da produgdo de 57% de emulsdo no teste IE24 e redugdo da tensdo superficial do
meio de 70 mNem-1 para 47 mNem.-1.

Muhonja et al. (2018) isolaram 16 bactérias a partir de solo coletado de um aterro
sanitdrio, no Kenia. Das 16, uma linhagem de Bacillus cereus e uma de Brevibacillus
borstelensis destacaram-se pela capacidade de degradacdo de polietileno de baixa densidade,
um plastico feito a partir de petrdleo. A andlise do genoma de B. borstelensis mostrou conter
genes para a sintese de diversas enzimas potencialmente importantes para a degradacdo de
plésticos (hidroxilases, lipases, cutinases, etc), além de genes para a codificacdo de pelo menos
159 monooxigenases e 136 dioxigenases (KHALIL et al., 2018), enzimas conhecidamente
fundamentais a degradacdo de hidrocarbonetos de petréleo (LEAHY & COLWELL, 1990;
ATLAS, 1995; BOOPATHY, 2000; TEIXEIRA, 2007; HASSANSHAHIAN & CAPELLO,
2013).

Benchouk & Chibani (2016) avaliaram a capacidade de degradacdo de diesel por P.
aeruginosa e Brevibacillus laterosporus isolados de solo contaminado com 6leo, e observaram
que a primeira se mostrou muito mais eficaz. Além de degradar maior diversidade de
hidrocarbonetos, P. aeruginosa foi capaz de crescer utilizando benzeno, etilbenzeno, orto-
xileno e tolueno, enquanto B. laterosporus cresceu apenas utilizando tolueno como fonte de
carbono.

Supde-se que a cepa de B. reuszeri encontrada, assim como no caso de S. xylosus
(B2(3m)), apresente capacidade de degradacdo da fracdo quimicamente mais simples de
hidrocarbonetos presentes no diesel e biodiesel. Além disso, é importante considerar que em
ambos 0s casos a mistura e/ou a quantidade de BTX utilizada pode ter sido toxica aos
microrganismos (MORALES, 2008), sendo necessdrios novos estudos para avaliacdo de

diferentes combinacdes e concentragdes dos compostos.
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Os isolados B3(3m) e B1(3m) ndo puderam ser identificados geneticamente em razao
da baixa qualidade do sequenciamento, sendo ambos caracterizados como bactérias cocos
Gram negativas. E interessante observar que das 10 linhagens estudadas, apenas estes dois
isolados pertencem a este grupo. Sua baixa representatividade, no entanto, parece estar
associada ao tipo de amostra utilizada. Como pode-se observar na Tabela 2, elaborada a partir
da revisdo de diferentes estudos relacionados a biodegradacdo de HC de petrdleo, tanto
bactérias Gram negativas quanto Gram positivas sdo encontradas com mais frequéncia em
amostras de solo.

B3(3m) se destacou pela produgdo de 43% de emulsdo por uma das duplicatas
analisadas, juntamente com T1(2m) (Bacillus sp.), que produziu 63% de emulsado no teste IE24.
O uso de microrganismos com capacidade emulsificante em estratégias de biorremediacdo é
interessante porque a segregacao de compostos hidrofébicos em goticulas menores gera novas
superficies disponiveis ao processo de biodegradacio (GALLEGO et al., 2001; ICSS, 2006;
TEIXEIRA, 2007; MELO & AZEVEDO, 2008). E possivel que a auséncia de producio de
emulsdo pelos demais isolados seja devido a utilizacdo do sobrenadante na realizagdo do teste,
ao invés da cultura celular. Morales (2008) verificou que, de 109 isolados investigados, 37%
foram capazes de produzir emulsdo quando o teste foi realizado na presenca de células, em
comparagdo com 24% quando se utilizou apenas o sobrenadante. Ao realizar o teste com a
cultura na presenca e auséncia de células, Cerqueira et al. (2011) observaram que a
porcentagem de emulsificacdo diminuiu de 55,1% para 47,8%. Novos testes com os isolados
que foram negativos para IE24, na presenca de células, poderiam elucidar melhor seu potencial
na geracdo de emulsoes.

O isolado B1(3m), embora nio tenha se destacado no cultivo contendo BTX, foi o
unico que demonstrou capacidade de reduzir a tensdo superficial do meio de cultura, indicando
assim o potencial de producdo de biossurfactantes de baixo peso molecular. Esta reducdo foi
mais acentuada quando o isolado foi cultivado em meio com 6leo de soja suplementado com
1% de caldo nutriente, onde a tensdo superficial mensurada foi de 34,70 mNem-1. De acordo
com a literatura consultada, nos cendrios mais exigentes sao considerados bons produtores de
biossurfactantes os microrganismos capazes de reduzir a tensdo superficial para valores
inferiores a 35 mNem-1 (PATOWARY et al., 2016).

Teixeira (2007) verificou a reducdo da tensao superficial por P. putida e P. aeruginosa
cultivados na presenga de gasolina de 70,2 mNem-1 para 44,4 mNem-1 e 40,6 mNem-1,
respectivamente, no periodo de 24 horas. Reddy et al. (2010) constataram a reducdo da tensdo

superficial por Brevibacillus sp. de 70 mNem-1 para 47,4 mNem-1 apds 60 horas de incubacio
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na presenca de fenantreno. Apds 40 dias de cultivo em meio contendo lodo oleoso como fonte
de carbono, Cerqueira et al. (2011) observaram a maior reducdo da tensao superficial do meio
pelo consdrcio microbiano utilizado, a qual foi mensurada em 36,6 mNem-1.

Como pode-se observar, a diminui¢ao da tensao superficial por B1(3m) € um resultado
bastante promissor. Além disso, considerando-se a ampla versatilidade de usos de
biossurfactantes, B1(3m) pode ser explorado para outras finalidades biotecnoldgicas além de
estratégias de biorremediacdo (WALTER et al., 2010; ROY, 2017).

Os resultados obtidos a partir das 10 linhagens isoladas indicam que a drea do Nucleo
Ressacada de Pesquisas em Meio Ambiente, pertencente a0 REMA-UFSC, de onde as amostras
sd0 provenientes, possui microrganismos capazes de sobreviver na presenca de BTX. As
oscilagdes populacionais observadas ao longo do tempo podem ter ocorrido devido a
transferéncia das culturas do caldo nutriente, um meio rico, para 0 meio minimo contendo
BTX, exigindo-se um periodo de adaptacao e indugdo enzimdtica previamente ao crescimento
celular (TEIXEIRA, 2007; FOSSO-KANKEU et al., 2017). Declinios populacionais também
podem ter ocorrido pela auséncia de enzimas de degradacdo (MARIANO, 2006; MORALES,
2008; CAO et al., 2009), pela toxicidade dos compostos quando presentes em mistura (LEE et
al., 2002; ABUHAMED et al., 2004; OTENIO et al., 2005; LITTLEJOHNS & DAUGULIS,
2008; ABURTO & PEIMBERT, 2011), ou mesmo pela concentracdo utilizada (OH et al.,
1994; ABUHAMED et al., 2004; OTENIO et al., 2005; MARIANO, 2006; LITTLEJONHS &
DAUGULIS, 2008). Ainda, embora alguns isolados tenham mostrado indicios de produc¢do de
biossurfactantes, testes utilizando uma maior variedade de condi¢Ges experimentais e
substratos de crescimento poderiam ser mais informativos (BENTO et al., 2008; WALTER et
al., 2010; ROY, 2017).
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7 CONCLUSOES

Partindo-se do pressuposto que durante o cultivo em BTX os 10 isolados avaliados
apresentaram células vidveis, conclui-se que todos possuem algum tipo de tolerdncia a estes
contaminantes. Adicionalmente, considerando que o aumento no nimero de células entre
diferentes tempos de monitoramento sdo indicios de capacidade de biodegradacdo, pode-se
afirmar que todos os isolados, exceto B1(2m) (Leifsonia sp.) e B2(3m) (Staphylococcus
xylosus), sdo capazes de metabolizar pelo menos um, dos trés compostos monoaromaticos.

Os géneros mais representativos encontrados nas amostras sdo Bacillus e
Staphylococcus. A partir do enriquecimento utilizando BTX, o género Bacillus se mostrou
mais diverso, com quatro linhagens distintas (T1(2m), X1(2m) e X3(2m), todos Bacillus sp., e
X4(m), Bacillus safensis), enquanto somente duas espécies de Staphylococcus foram
identificadas (B2(3m), S. xylosus, e X2(2m), S. warneri).

Finalmente, com base no resultado dos testes para a producdo de biossurfactantes, trés
isolados mostraram potencial para a produgdo de tais substancias. Considerando a geracdo de
emulsdo observada no teste 1IE24, presume-se que B3(3m) (cocos Gram negativa) e T1(2m)
(Bacillus sp.) tenham capacidade de produzir biossurfactantes de alto peso molecular. Devido
a diminuicdo da tensdo superficial do meio de cultura observada a partir de B1(3m) (cocos
Gram negativa), supde-se que este isolado tenha capacidade de produzir biossurfactantes baixo

peso molecular.

8 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Seguem adiante algumas sugestdes para trabalhos futuros utilizando as linhagens
isoladas no presente estudo, as quais podem acrescentar considerdvel contribuicio cientifica
no que se refere a biodegradagao de hidrocarbonetos BTX:

e  Quantificar a degradagdo de BTX pelos isolados: experimentos que permitam a
mensuracdo de BTX pelos isolados ao longo do tempo podem auxiliar na identificagao
de quais compostos sdo mais facilmente metabolizados pelas diferentes linhagens;

e Testar diferentes combinacdes e concentracoes de BTX em experimentos de
biodegradacdo: o uso de diferentes combinacdes e concentracdes de BTX pode
contribuir para um melhor entendimento de como as misturas destes compostos
afetam sua biodegradacdo, além de permitir a identificacdo da concentracdo minima

e maxima tolerdvel para a sobrevivéncia dos isolados;
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Identificar os isolados B1(3m) e B3(3m) por meio de sequenciamento do gene RNAr
16S: sendo os tnicos isolados pertencentes ao grupo de bactérias Gram negativas, a
identificacao de B1(3) e B3(3m) seria interessante do ponto de vista da diversidade
de espécies encontradas na amostra. Além disso, B1(3m) foi a linhagem com os
resultados mais promissores com relacao a produ¢do de biossurfactantes de baixo peso
molecular, sendo a tnica a reduzir a tensao superficial do meio de cultura;

Testar a capacidade de biodegradacdo pelos isolados de outros hidrocarbonetos
presentes no 6leo diesel e biodiesel: como ja sugerido anteriormente, o 6leo diesel e
biodiesel contém HC de estrutura quimica mais simples que os BTX, principalmente
alcanos. Portanto, testar maior variedade de HC em experimentos de biodegradagao
poderia elucidar melhor o papel ecolégico dos isolados no processo de metabolizacdo
destes combustiveis;

Realizar testes de biodegradacdo utilizando consércios criados a partir de
combinacdes das linhagens isoladas: o presente estudo avaliou o crescimento dos
isolados sempre em condicdo de cultura pura. No entanto, experimentos de
biodegradac¢ao utilizando diferentes combinacdes de isolados poderiam auxiliar na
defini¢do do consércio com o qual se alcancem os melhores resultados de degradacao;
Utilizar outros substratos para avaliar a capacidade de producdo de biossurfactantes
pelos isolados: os estudos de triagem realizados ao longo da pesquisa utilizaram
somente o 6leo de soja como substrato estimulante da producdo de biossurfactantes.
Outros experimentos que considerem maior variedade de substratos podem apresentar
resultados diferentes;

Realizar o teste IE24 com outras substincias oleosas e utilizando a cultura com e sem
células: assim como apresentado para o item anterior, o emprego de outras substancias
no teste [E24, que ndo o 6leo de soja, poderiam gerar resultados distintos. Além disso,
o teste foi realizado somente utilizando a cultura livre de células, o que eventualmente
pode ter interferido nos resultados encontrados;

Identificar os biossurfactantes produzidos por B1(3m) (cocos Gram negativa),
B3(3m) (cocos Gram negativa) e T1(2m) (Bacillus sp.): considerando que
biossurfactantes tem potencial para diversas finalidades biotecnolégicas, recomenda-
se a realizacdo de outros estudos que contemplem sua potencial producdo pelos

isolados acima mencionados, assim como sua identificagao.
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ANEXOS

ANEXO A — Meio Mineral

Para cada 1 litro de agua destilada estéril:

Solugdo de sais 10 X 100 mL
1 M MgSO4 1 mL
1 M CaCl2 0.3 mL
Solucido de elementos trago 100 X 10 mL

Solucoes estoque

Solugdo de sais 10 X

Na2H2PO4 60.05 g/L
KH2PO4 30 g/l
NaCl 5¢g/L
NH4Cl 5¢g/lL

Ajustar pH para 7.2; esterilizar em autoclave.

1 M MgSO4

MgS04-7H20 24.65 g/L
Esterilizar em autoclave.

1 M CaCl2

CaCl2-2H20 14.70 g/L

Esterilizar em autoclave.

Solugdo de elementos traco 100 X

EDTA 5g/L
FeCl3-6H20 0.83 g/L

ZnCl2 84 mg/L
CuClL2-2H20 13 mg/L
CoClL2-2H20 10 mg/L

H3BOs3 10 mg/L
MnCl2-4H20 1.6 mg/L

Ajustar pH para 7.5; esterilizar por filtracdo (0.22 pm).
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