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1 RESUMO

O objetivo desse trabalho foi isolar micro-organismos produtores de compostos
ativos de superficie (CAS) a partir de um sistema de biopilhas de tratamento de
residuos oleosos. Além disso, caracterizar as biopilhas quanto a populacdo
degradadora de compostos hidrofobicos (6leo diesel, hexadecano e 6leo Daido-
Dairoll PA-5A), e a diversidade metabdlica frente a 31 fontes de carbono
presentes no sistema BIOLOG-Ecoplate. A populacdo degradadora variou de
0,005% a 12,5%, para as populacbes degradadoras de hexadecano e Daido-
Dairoll-PA5A, respectivamente. A diversidade metabdlica das amostras foi
considerada alta, com o consumo de pelo menos 29 fontes de carbono. Ao todo,
74 isolados foram obtidos utilizando duas técnicas de selecdo, o enriguecimento e
a flotacdo. Estes isolados foram testados quanto a capacidade de crescer em
meio mineral contendo 6leo diesel, ou hexadecano ou glicose. O 6leo diesel
promoveu as maiores médias de crescimento, seguidos de glicose e hexadecano.
Além disso, os isolados foram submetidos aos testes de deteccdo de CAS. Quais
sejam: hemolise (39 resultados positivos em pelo menos uma fonte de carbono
avaliada), indice de emulsificacdo (6 resultados positivos em pelo menos uma
fonte de carbono) e atividade surfactante (25 resultados positivos em pelo menos
uma fonte de carbono). A hemolise foi total em todos os casos analisados. O
indice de emulsificagéo variou de 24 a 70,4%, e a atividade surfactante variou de
0 cm a 81 cm, determinada pelo incremento do diametro da gota de sobrenadante
em placas de poliestireno. Cerca de 13 isolados foram identificados em um ensaio
de sequenciamento da regido 16S do rDNA. Os géneros observados foram
Bacillus sp., Stenotrophomonas sp., Paracoccus sp., Pseudomonas sp.,
Nocardioides sp., Citrobacter sp., e Staphylococcus sp. Por fim, alguns isolados
gue apresentaram hemolise em agar sangue, foram submetidos ao cultivo em
meios contendo Oleo diesel ou glicose, e submetidos a testes de quebra de
emulsdo modelo (Span 80-querosene). Dentre os 13 isolados testados, a de-
emulsifcacdo foi positiva em todos, para pelo menos uma fonte de carbono
avaliada, variando de 0 a 89%. Estes isolados foram caracterizados quanto a
hidrofobicidade celular pela técnica de adesdo microbiana a hidrocarbonetos
(MATH). A hidrofobicidade variou de 0 a 31,7%, de acordo com a fonte de carbono

utilizada para o cultivo prévio ao teste, e 0 método de selecéo dos isolados.

Palavras-chave: Compostos ativos de superficie, surfactante, emulsificante, de-emulsificacao



2. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Nos ultimos anos, os compostos ativos de superficie (CAS) microbianos vém ga-
nhando interesse de pesquisadores e industrias, devido ao seu potencial de apli-
cacdo comercial como substitutos para os CAS sintéticos. Os CAS microbianos
apresentam altas atividades surfactantes e emulsificantes e sdo mais vantajosos
do ponto de vista ambiental por serem mais biodegradaveis e menos toxicos que
os CAS sintéticos. Apresentam, também, estabilidade de atividade em condicdes
extremas, 0 que os tornam adequados para a aplicacdo na industria petrolifera, ja

gue a exploracdo do petréleo bruto se da em condicdes de altas temperaturas.

Os CAS séo produzidos por diferentes grupos de micro-organismos, bactérias, le-
veduras e fungos, que sintetizam uma ampla variedade de moléculas anfipaticas,
estruturalmente diversas, de acordo com os fatores e as condi¢cdes de crescimen-
to (fontes de carbono, nitrogénio, pH, salinidade) a que estdo submetidos. Alguns
papéis fisiolégicos para 0s micro-organismos vem sendo atribuidos as essas
substancias, como a mobilidade, interacdes célula-célula, diferenciacdo celular,

acesso a substratos.

A principal caracteristica dessas moléculas que vem sendo amplamente estudada
€ a capacidade de se concentrar em interfaces (atividade de superficie), e que
tem aplicacdo em diversos sistemas industriais. Atualmente, algumas linhagens
produtoras se encontram disponiveis comercialmente e podem ser utilizadas em
processos de biorremediacdo de solos contaminados de algumas substancias,
como os hidrocarbonetos. Porém, uma das principais aplicacfes € a recuperacao
melhorada do petrdleo e seu processamento. O petréleo cru dos reservatoérios €
altamente viscoso e se encontra aderido as rochas. A utilizacdo dos CAS pode au-
xiliar na diminuicdo desta viscosidade e diminuir a adesdo dos 6leos nas rochas,

aumentando a quantidade de Gleo extraida.

Outra atividade que esses compostos podem apresentar é a de-emulsificante, que
€ a desestabilizacdo de sistemas heterogéneos, denominados emuls@es, consti-
tuidos pela mistura de agua e compostos oleosos. Essas emulsdes sédo geradas
tanto nas atividades de exploracéo de petréleo, quanto nas industrias (lavagem de

maquinario contendo 6leos, graxas). A separacdo do 6leo desses sistema € im-



portante ja que seu descarte direto em corpos d agua contamina o ambiente. Uma
alternativa para a separacao das fases dos sistemas emulsionados é a utilizacéo
dos CAS microbianos que podem desestabilizar esse sistema, separando a agua

e o 6leo.

Entretanto, a comercializacdo desses compostos nao foi totalmente alcancada de-
vido aos altos custos de producao, que ndo competem com os de producédo dos
CAS sintéticos. Para contornar este problema, algumas estratégias vem sendo
propostas com o intuito de baratear a producédo dos CAS, que sao: o desenvolvi-
mento de bioprocessos mais eficientes, incluindo a otimizacdo de condicbes fer-
mentativas e de recuperacdo do produto final; a utilizacdo de substratos e residu-

0s baratos e o desenvolvimento de linhagens super produtoras.

A diversidade metabdlica dos micro-organismos € uma aliada nos estudo de pros-
peccao de novas moléculas biolégicas com atividades diversas, incluindo a ativi-
dade de superficie. E importante que se possa conhecer o maior nimero possivel
de moléculas e suas inimeras aplicacdes. Este foi o foco deste trabalho, que pro-
curou selecionar e estudar bactérias produtoras de CAS, que possam ser empre-
gadas no tratamento de efluentes oleosos, provenientes de diversas atividades in-
dustriais como a téxtil, a petrolifera, a de plasticos e embalagens, farmacéutica,
dentre outras, bem como na formacao de emulsdes, que também é requerida em

diversos processos industriais.

Para este estudo foi utilizado os sistema de biopilhas de tratamentos de residuos
oleosos. Os ambientes contaminados com produtos derivados do petroleo séo co-
nhecidos por possuirem uma comunidade microbiana adaptada a essas condi-
¢cOes, sendo que 0s micro-organismos presentes podem ter a capacidade de pro-
duzir CAS, que sao importantes na utilizacdo dos substratos hidrofébicos, comu-

mente encontrados em ambientes contaminados com 6leos.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1Compostos ativos de superficie (CAS)

3.1.1 Conceito

Os compostos ativos de superficie ou surfactantes sdo substancias que, quando
presentes em baixas concentragbes em um sistema, podem adsorver nas
superficies ou interfaces desse sistema, alterando suas energias livres
superficiais ou interfaciais respectivamente (Rosen, 2004). Define-se o termo
interface como a regido entre duas fases imisciveis quaisquer. JA 0 termo
superficie refere-se a uma interface na qual uma das fases constituintes € um

gas, comumente o ar (Rosen, 2004).

As energias livres de Gibbs, representam a quantidade minima de trabalho
necessario para a formacdo de uma interface. Sendo assim, a configuracdo mais
estavel de um sistema interfacial € a de menor &rea entre as suas fases
constituintes (Delcolle, 2005; Rosen, 2004). Estas energias sdo representadas
pelas grandezas tensdo interfacial, que corresponde a energia atrativa entre as
moléculas de um liquido, e a tensdo superficial que € a forca exercida por um
liguido em contato com um sélido ou outro liquido (Satpute et al., 2010; Rosen,
2004).

A tensdo interfacial e superficial sdo também medidas do grau de diferenca na
natureza (viscosidade, densidade, polaridade) entre as fases constituintes de um
sistema (Rosen, 2004). Quanto maior a diferenca na natureza dessas fases,
maior € a medida da tenséo interfacial (ou superficial) entre elas (Rosen, 2004).
Os compostos ativos de superficie (CAS) sdo substancias que diminuem a
guantidade de trabalho necessario para a formacdo ou expansédo das interfaces
(Rosen, 2004).

Em um sistema heterogéneo, com pelo menos duas fases, a regido de interacao
entre as moléculas constituintes € a regiao de atuacao dos compostos ativos de
superficie (CAS), e as cargas presentes nessas moléculas irdo determinar, em
parte, os tipos de interagdes que se estabelecerdo nesse sistema (Rosen, 2004).

Os CAS possuem natureza anfipatica devido a presenca de um grupo hidrofilico e



hidrofébico em uma mesma estrutura (Rosen, 2004). Em sistemas aquosos,
essas moléculas podem se agregar na interface ar-agua formando arranjos
denominados micelas. Nelas, as moléculas de surfactantes estdo orientadas de
tal modo que as regides ndo polares, hidrofobicas, estdo em maximo contato
umas com as outras, formando um cerne hidrofébico, e as regibes polares
hidrofilicas estdo em contato com a fase aquosa (Mulligan, 2005; Rosen, 2004). A
configuracédo espacial das micelas ocorre de modo a minimizar a repulséo entre
os grupos hidrofébicos das moléculas de surfactante e a 4gua (Lima, 2008). Para
que ocorra a formacdo dessas estruturas é necessaria a agregacao de um
namero minimo de moléculas de surfactantes. Sendo assim, a formacdo destes
arranjos esta relacionada com a concentracdo micelar critica (CMC), que € um
namero especifico de moléculas de surfactante presente em solu¢do aquosa a
partir do qual é desencadeada a formacao das micelas (Laha et al., 2009; Rosen,
2004; Neu, 1996).

Abaixo da CMC, os surfactantes estao presentes na forma de monémeros e dimi-
nuem a tensdo superficial do meio aquoso, por se disporem em sua superficie,
promovendo uma distor¢édo nela, alterando as forcas de atracédo entre as molécu-
las de agua (Lima, 2008). Em concentra¢des iguais ou superiores, tem-se a for-
macéao de micelas, e ndo se observa alteracdes nas tensdes superficial e interfaci-
al, pelo fato das micelas se disporem em todo o0 meio aquoso (Lima, 2008). A figu-
ra 1 mostra a relacdo entre a concentracdo de surfactante e as alteracbes nas
tensdes superficiais e interfaciais. Cada surfactante possui sua CMC especifica, e
a medida da eficiéncia de um surfactante é dada pela capacidade deste em redu-
zir a tensao superficial ou interfacial com menores concentragdes de mondmeros

de surfactantes (Mulligan, 2005).
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Figura 1: Gréfico relacionando a concentracao de surfactante com as proprieda-
des fisicas tensao superficial e interfacial (Adaptado de Mulligan, 2005).

Além da CMC, os CAS podem ser caracterizados pelo balanco hidrofilico-hidrofé-
bico, sua estrutura quimica, a carga, assim como as fontes das quais séo deriva-
dos (Rosenberg & Ron, 1999). Os grupos hidrofébicos podem ser acidos graxos,
parafinas, olefinas, alquil-benzenos, alcodis, alquil-fendis e os polioxipropilenos.
J& os grupos hidrofilicos mais comuns sao os grupos sulfonato, sulfato, carboxila-

to, amoénio quaternario, polioxietileno, sucrose e polipeptideo (Swisher, 1987).

Os surfactantes podem ainda serem agrupados de acordo com a carga que apre-
sentam em anidnicos, para aqueles que possuem ions carregados negativamente
em solucédo aquosa; em catidnicos, para os carregados positivamente; ndo iénicos
para agueles que possuem grupos hidrofilicos que nédo ionizam consideravelmen-
te em solucéo e anfotéricos, que podem apresentar propriedades de grupos pola-
res anidnicos ou catiénicos, dependendo do pH do meio (Van Hamme et al., 2006;
Souza, 2003; Swisher, 1987).

3.1.2 CAS Microbianos

Os micro-organismos sao capazes de sintetizar varios tipos de CAS (Desai & Ba-

nat, 1997). De acordo com Neu (1996), esses compostos podem ser classificados

10



em trés grupos: os de baixo peso molecular, comumente denominados de biosur-
factantes, os que possuem alto peso molecular com uma regido hidrofébica em
uma extremidade da molécula, neste caso a terminologia mais adequada utilizada
€ “polimeros anfifilicos” e por fim, os polimeros polifilicos sédo aqueles que possu-
em regides hidrofébicas ao longo de toda a molécula polimérica (Neu, 1996).

Os CAS de origem microbiana podem ser do tipo glicolipideo, lipopeptideo, fosfoli-
pideos e acidos graxos, todos apresentando baixo peso molecular (biossurfactan-
tes), ou do tipo lipoproteinas, lipopolissacarideos, polissacarideos, estes possuin-
do alto peso molecular (bioemulsificantes) (Desai & Banat, 1997). Existem ainda
os surfactantes particulados que sdo vesiculas membranosas extracelulares, ou
células microbianas com propriedades tenso-ativas (Lima, 2008; Desai & Banat,
1997). A composi¢do quimica da regido hidrofébica dos CAS microbianos consiste
principalmente de acidos graxos saturados e insaturados, e a porc¢ao hidrofilica de
aminoacidos, peptideos anibnicos ou catidnicos, mono, di, ou polissacarideos
(Desai & Banat, 1997).

Essas moléculas podem ser encontradas intracelularmente, extracelularmente ou
ligados a membrana celular dos microorganismos (Neu, 1996). Os CAS como 0s
glicolipideos diminuem a tenséo interfacial e superficial nas interfaces (Salihu,
2009). Um exemplo desse tipo de molécula é o glicolipideo produzido por algu-
mas espécies do género Pseudomonas que pode reduzir a tensédo superficial da
agua de 72 mN/m para valores como 29 mN/m (Mulligan, 2005). Ja os CAS como
os lipopolissacarideos sdo mais eficazes em estabilizar as forcas em sistemas
constituidos por liquidos imisciveis, como as emulsfes oleosas (Rosenberg &
Ron, 1997; Salihu, 2009). Um exemplo destes compostos € o CAS polimérico pro-
duzido por Acinetobacter calcoaceticus RAG-1, também conhecido como bioemul-
san. Este composto ativo de superficie tem em sua estrutura polimérica uma lon-
ga cadeia de acidos graxos covalentemente ligados a um heteropolissacarideo
aniénico. Os grupos hidrofébicos se distribuem por toda a molécula polimérica
(Rosenberg & Ron, 1997). Os surfactantes particulados podem ser células micro-
bianas com hidrofobicidade elevada, e constituem por si s6 uma “particula” tenso-
ativa. Algumas espécies de cianobactérias e bactérias como Staphylococcus au-
reus e Serratia sp. podem ser consideradas desse tipo de surfactante (Lima,
2008).
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3.1.2.1 Pa_pel fisiolégico dos compostos ativos de superficie para os mi-
cro-organismos

Os CAS séo produzidos por muitos micro-organismos. Estas moléculas possuem
grande diversidade de estruturas quimicas e propriedades superficiais (Ron & Ro-
semberg 2001). Portanto, € esperado que os CAS de micro-organismos diferentes
apresentem fungdes fisiologicas diferentes, que possibilitem ao organismo uma
maior competitividade em um determinado nicho ecoldgico (Ron & Rosemberg,
2001).

Alguns CAS microbianos apresentam atividade antibacteriana e antifingica. Um
estudo realizado por Pyoung Il e colaboradores (2009) identificou uma linhagem
de Bacillus subtilis (CMB 32), isolada de solo, com potencial para inibir o cresci-
mento do fungo Colletotrichum gloeosporioides. Foram montados experimentos
de inibicdo de crescimento, onde discos de papel embebidos com culturas bacteri-
anas foram dispostos em placas de agar BDA, juntamente com o in6culo do fun-
go. Os agentes antifingicos obtidos por meio do cultivo dos micro-organismos em
caldo M9 foram extraidos utilizando os solventes cloroférmio/metanol, e purifica-
dos com o auxilio de técnicas cromatograficas. Apos a determinacdo da massa
molecular, os agentes foram identificados como os lipopeptideos iturina A, fengici-

na e surfactina A.

Os micro-organismos possuem a capacidade de aumentar a disponibilidade de
muitos substratos insollveis em agua, cuja biodegradacédo €é limitada por sua bai-
xa solubilidade. O hexadecano € um destes substratos, e constitui em um impor-
tante componente de alguns produtos do petréleo, como o 6leo diesel. Os mi-
cro-organismos degradadores de hidrocarbonetos, produzem compostos ativos de
superficie capazes de formar micelas, aumentando a solubilidade aparente de
compostos pouco soluveis . O acesso a esses compostos pode ocorrer também,
por meio do contato direto com moléculas pouco soluveis. Neste caso, a hidrofobi-
cidade da superficie celular e do substrato em questdo séo caracteristicas que
irdo influenciar esta interacado (Cameotra & Singh, 2009).

Na solubilizacdo dos compostos hidrofébicos por meio de estruturas micelares,

tem-se que, abaixo da CMC de determinado surfactante, a biodisponibilidade

12



pode ocorrer por uma diminuicdo da tensdo superficial do composto hidrofébico,
permitindo que o micro-organismo possa interagir melhor com essa molécula. Aci-
ma da CMC, o substrato hidrofébico pode ser particionado nas micelas, permitin-
do um maior contato com as células, ou fundido diretamente com as membranas
celulares, resultando em uma entrega direta de substrato a célula microbiana (Mil-
ler & Bartha, 1989).

Os CAS pode modificar a natureza da superficie celular por meio de uma acgéo
detergente. Em um estudo realizado por Al-Tahhan et al., 2000, duas linhagens de
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027 e ATCC 27853) foram cultivadas em meio
contendo glicose e hexadecano, adicionados de ramnolipideo produzido pela li-
nhagem ATCC 9027, para investigar as mudangas quimicas e estruturais celula-
res que ocorriam na presenca desse CAS. Os autores observaram que estes sur-
factantes promoviam uma perda no contetudo de acidos graxos celulares. A perda
deste conteudo foi atribuida a liberacdo do LPS (lipopolissacarideo), sendo que a
quantidade de LPS perdida era dependente da concentracdo de ramnolipideo
acrescentado. Essa liberacdo € o provavel mecanismo que ocasionou 0 aumento
da hidrofobicidade celular das duas linhagens cultivadas nos meios contendo gli-

cose e hexadecano.

Os CAS podem exercer funcdes importantes na ligacao e liberacdo das células
microbianas em superficies. Também, podem estar envolvidos na patogénese mi-
crobiana, sistemas de “quorum sensing”, formacéo de biofilmes e ainda reduzir a

toxicidade causada por metais pesados (Ron & Rosenberg, 2001).

A capacidade de alterar o comportamento das interfaces e das moléculas em so-
lucdo faz dos surfactantes agentes que possibilitam a interacdo dos micro-orga-
nismos com o ambiente. A vida microbiana pode ser mais comum nas interfaces.
Estima-se que menos de 0,1% dos micro-organismos sejam planctonicos (Ham-
me et al., 2006). A existéncia dos biofilmes microbianos é, de fato, um excelente
exemplo de como a vida microbiana depende das relacfes interfaciais. A parede
celular € uma das interfaces mais evidentes, por meio da qual ocorrem essas inte-

racoes (Peixoto, 2008).

Como citado anteriormente, os compostos ativos de superficie podem estar liga-
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dos a parede celular ou serem excretados. Para 0s primeiros, a orientacao pela
gual essa ligacédo ocorre pode diferir entre os organismos. Pode ocorrer 0 “anco-
ramento” dessas moléculas por meio de suas regifes hidrofébicas, sendo que a
regido hidrofilica da molécula é exposta, e o micro-organismo pode interagir com
uma interface de mesma natureza. Um exemplo desse tipo de interacéo é forneci-
do pelos lipideos da membrana externa de bactérias Gram negativas. Se os CAS
sdo ligados por meio de sua porcéo hidrofilica, entdo a regido hidrofébica da mo-
lécula é exposta, e pode ocorrer a interagdo com superficies hidrofébicas. Bactéri-
as do género Mycobacterium possuem parede celular rica em &acidos micdlicos al-
tamente hidrofobicos, dispostos para o exterior, que permitem a essas bactérias a

ligacdo as superficies hidrofobicas (Neu, 1996).

Se os CAS forem liberados da parede celular ou excretados para o ambiente, 0s
micro-organismos podem se desligar das superficies. A liberagcdo de um CAS em
uma fase aquosa pode ser responsavel pela formacéo de um filme condicionante
em uma interface. Em uma interface hidrofobica, este filme ira mudar a interface
de hidrofébica para hidrofilica, favorecendo a adesao de células hidrofilicas (Neu,
1996). Este processo consiste em uma das primeiras etapas na formacéo de bio-

filmes.

3.2 Aplicacdes dos compostos ativos de superficie microbianos

As caracteristicas mencionadas anteriormente fazem dos surfactantes moléculas
versateis, que podem ter aplicacdes em diversos setores industriais. Eles podem
ser utilizados como emulsificantes, de-emulsificantes e tenso-ativos (Cairns et al.,
1982; Desai e Banat, 1997). Ainda existem as aplicacdes na area médica, na in-
dustria cosmética, dentre outras. Pode-se dizer que a industria petrolifera € um
dos setores que mais utiliza esses compostos. Seu papel é melhorar a recupera-
cdo do petréleo nos processos de exploracdo, ja que os surfactantes podem redu-
zir a tenséo interfacial do 6leo e da agua, além de diminuir a viscosidade do dleo,

facilitando o processo de bombeamento (Van Hamme et al., 2006).

Na biorremediagao, esses CAS microbianos vem sendo avaliados na utilizacido
em campo e em laboratdrio como substitutos aos surfactantes sintetizados quimi-
camente, com o objetivo de aumentar as taxas de remocéo de contaminantes do

solo e da agua, incluindo compostos organicos e metais pesados. No ambiente,
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0S micro-organismos podem interagir com substratos hidrofébicos por meio de
mecanismos como a emulsificacdo, micelarizacdo, adesdo-desorcédo. A emulsifi-
cacao compreende na dispersdo de um liquido em outro (agua e 6leo), dessa ma-
neira as gotas de 6leo ficam no interior das micelas, em contato com a regiéo hi-
drofébica dos CAS, e 0 micro-organismo pode interagir com a parte hidrofilica da
molécula. A micelarizacdo resulta na particdo de uma quantidade significativa de
compostos dentro das micelas, aumentando sua biodisponibilidade para os micro-
organismos. O processo de adesdo-dessorcao consiste no fato de a presenca dos
CAS promoverem o aumento da hidrofobicidade da pare celular, por meio da per-
da da camada de LPS, altamente hidrofilica. A dessorcdo é um mecanismo que
culmina na diminuicdo da adesado das particulas de 6leo a uma superficie, como o
solo. Essa diminuicdo € resultado da reducdo das tensfes superficiais e interfaci-
ais, das forgas capilares, da “molhabilidade” e do aumento do &ngulo de contato

do Oleo com as particulas do solo (Franzetti et al., 2008).

3.2.1 Aplicacdo dos compostos ativos de superficie microbianos no trata-

mento de efluentes emulsionados

Os dleos e graxas podem estar presentes na agua oleosa em duas formas distin-
tas: livres ou emulsionados. O 6éleo livre corresponde a uma fase visivelmente dis-
tinta da fase aquosa, isto €, ele ndo se mistura com a agua, e pela sua densidade
aparece flutuando na superficie da agua ou como goticulas em suspenséao, sendo
facilmente identificavel na 4gua oleosa. Quando a agua oleosa contém 6leo emul-
sionado, este se encontra intimamente misturado e estabilizado na 4gua, que a
sua presenca nao pode ser distinguida a olho nu. Visualmente, tem-se um siste-

ma "monofasico” agua-6leo conhecido como emulséao (Coutinho, 2009).

Emulsbes sdo geradas em varios processos industriais. Elas podem conferir
propriedades funcionais aos produtos (alimentos, cosméticos) ou sé&o
provenientes de operacdes fisicas e quimicas, como por exemplo, a exploracao e
recuperacdo do petroleo. A propria utilizacdo dos surfactantes na area petrolifera
gera emulsdes. Estima-se que 80% do 6leo cru explorado mundialmente estejam
emulsionados. Industrias envolvidas com a mineracdo e recuperacao de metais,
producdo e processamento de quimicos, producdo de plasticos e materiais de

revestimento, agricultura, farmacéutica, producdo e processamento de Oleos e
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gorduras comestiveis e alimentos, em geral, envolvem em varios estagios da
operacao, a utilizacdo e a pré-formacédo de algum tipo de emulséo (Kosaric et al.,
1987).

O processo de extracao do petroleo utiliza grandes volumes de agua, em todas as
suas etapas. Apoés o final da extracdo, a agua utilizada geralmente apresenta as
seguintes contaminagdes: 6leo livre, que engloba uma mistura de hidrocarbonetos
com faixa de massa molar extensa, podendo variar de um a trinta atomos de
carbono. Na &gua produzida, o 6leo livre pode ser facilmente visualizado nas
regides superficiais da agua, seja em forma de gotas e/ou manchas. O Oleo pode
estar dissolvido e corresponde a parcela que ndo pode ser distinguida por
simples visualizacdo e é constituido, majoritariamente, por hidrocarbonetos de
baixa massa molar e que, em geral, sdo téxicos. Outro componente importante
dos residuos petroliferos € o 6leo emulsionado, que corresponde a parte do 6leo
gue se encontra estabilizado na dgua por substancias anfifilicas de baixa massa
molar. Ainda podem ser encontrados alto teor de sais, metais pesados, solidos

suspensos, fragdes de substancias radioativas e micro-organismos (Silva, 2010).

A geracdo de efluentes emulsionados necessita de especial atencéo, ja que esses
ndo podem ser descartados diretamente em cursos d’agua. Geralmente esses
efluentes sdo submetidos a tratamentos com reagentes sintéticos e processos fi-
sicos como a decantacéo, centrifugacao, flotacdo, dentre outros. Porém esses tra-
tamentos apresentam restricdes, tanto a utilizacdo de produtos sintéticos, que ge-
ralmente sdo pouco biodegradaveis e possuem toxicidade consideravel, como os
processos fisicos que muitas vezes ndo conseguem remover o 6leo emulsionado.
Pode-se mencionar ainda, os tratamentos com calor, eletricidade, que demandam
recursos financeiros elevados (Nabi et al., 2000; Colle, 2005; Singh et al., 2007;
Coutinho, 2009).

Os processos de tratamento dos efluentes gerados na industria petroquimica ob-
jetivam reduzir a carga organica, sua toxicidade inerente, a carga oleosa incluindo
Oleos emulsionados, a presenca de compostos nitrogenados, dentre outros. Este
tratamento inclui uma etapa preliminar, que consiste na remocéao de areia e sepa-
racado da agua e Oleo. Tratamento primario para a clarificacéo fisico-quimica dos

efluentes (remocéo de 6leos emulsionados, metais pesados, sulfetos e compostos
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organicos toxicos). Nesse caso recomenda-se a utilizagdo de flotadores a ar dis-
solvido ou ejetado. E por fim, o tratamento secundario que utiliza lagoas aeradas
ou lodos ativados, capazes de remover a matéria organica dissolvida e em sus-

penséo (Giordano, 2004).

Em especial, no tratamento de efluentes oleosos, os processos de microfiltracdo e
ultrafiltracdo, que utilizam membranas porosas, tém sido empregados para a que-
bra e separacdo de dleo emulsionado. Entretanto, estas membranas ndo possu-
em a capacidade de reter material solivel, como hidrocarbonetos e sais de baixa
massa molar que apresentam algum potencial risco ao meio ambiente. Este as-
pecto revela a necessidade de um ou mais estagios de tratamento capazes de re-

mover estas substancias (Silva, 2010).

A resolucdo 357/2005 do CONAMA, dedica um capitulo a parte (IV) no que diz
respeito ao lancamento de efluentes em corpos d agua. No artigo 34, paragrafo 4,
a concentracdo de 6leos minerais no efluente permitida para o lancamento em
corpos de agua é de até 20mg/L e de Oleos 6leos vegetais e gorduras animais é
de até 50mg/L (CONAMA, 2005).

3.3 Caracteristicas das emulsodes

As emulsfes sao sistemas heterogéneos, formados por pelo menos duas fases li-
guidas. Uma dessas fases, geralmente em maior concentracdo, é denominada
fase continua, na qual se encontram dispersas as moléculas do outro liquido, a
fase descontinua (Desai e Banat, 1997). A constituicdo das fases pode ser agua
ou uma solucdo aquosa e algum hidrocarboneto. Sendo assim, é possivel classifi-
car as emulsdes em agua em 6leo (A/O) e 6leo em agua (O/A), dependendo da
composicao da fase continua. Emulsdes A/O possuem gotas de agua dispersas
em uma fase continua de 6leo e as emuls6es O/A sdo constituidas de gotas de

Oleo dispersas em uma fase continua de agua (Neves, 2002; Coutinho, 2009).

Em geral, as emulsGes sdo compostas por trés fases: fase aquosa (hidrofilica),
fase oleosa (lipofilica) e a fase emulgente (tensoativo-hidrofilico/lipofilico) (Pinho &
Storpirts ,1998). Caso ndo esteja presente a fase emulgente e a fase interna se

mantiver dispersa sob agitacdo, as goticulas dispersas se unem umas as outras
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e, em seguida, formam uma Unica fase separada quando a agitacdo cessar.
Quando um liquido é dividido em pequenas particulas, a area superficial dos
glébulos constitui uma superficie enorme comparada com a area da superficie do

liquido original. Para que a dispersdo seja realizada, € necessario despender
certa quantidade de energia, denominada de fator mecénico (Prista et al., 1992).

O aumento da energia, associado com a area, é suficiente para tornar o sistema
termodinamicamente instavel, o que leva a coalescéncia. O segundo principio da
termodinamica afirma que todo o sistema fisico tende a perder energia quando se
encontra a nivel energético superior ao inicial. Para prevenir a coalescéncia é
necessario introduzir um agente emulsificador. O emprego de agentes
emulsificantes tem como finalidade reduzir a tenséo interfacial a valores muito
pequenos, aumentando a estabilidade do sistema com a formacdo de uma

pelicula (filme) aderida a superficie dos glébulos da fase dispersa (Martin, 1967).

A formacao de emulsbes envolve o aumento da area interfacial, requerendo assim
um gasto de energia. Isso ocorre porque quando dois liquidos imisciveis sao colo-
cados em contato a tendéncia € que se formem duas fases distintas, de menor
area interfacial, representando a configuracdo mais estavel desse sistema (Del-
colle, 2005). A utilizacdo de agentes de superficie permite que ocorra a estabiliza-
cao desse sistema, visto que ocorre a diminuicdo da tenséo superficial (Robbins,
2000; Leunissen et al., 2007). Como os surfactantes se organizam na interface
ocorre uma alteracdo na superficie da agua, diminuindo assim a tenséo superficial
(Robbins, 2000). Os surfactantes também podem estabilizar as emulsdes de duas
outras formas. Uma delas € a estabilizacdo estérica, que é proveniente da forma-
cado de um filme rigido interfacial que evita a coalescéncia. A outra € a formacéao
de uma camada elétrica dupla, que constitui uma barreira para a aproximacao das
gotas, gerando uma estabilizacdo eletrostética (Palla & Shah, 2002). A figura 2
abaixo ilustra essas consideracoes.
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Figura 2: Processos de estabilizacdo de emulsfes. Na estabilizacdo eletrostéatica
(A), ocorre a adsorcao de surfactantes anidnicos em torno da gota de oleo for-
mando uma dupla camada, que € balanceada pelos contra-ions e na estabilizacao
estérica

(B), niveis altos de emulsificantes ndo ibnicos e poliméricos induzem a esta-
bilizacao principalmente pelos efeitos estéricos (Coutinho, 2009).

A estabilidade das emulsfes esté relacionada também com outros fatores como a
idade da emulséo, a viscosidade da fase continua, temperatura, pH, tipo de agen-
te emulsificante, presenca de sélidos, dureza da agua e varios outros fatores que

alterem as forcas estabilizantes da emulsao (Manning & Thompson, 1995).

3.3.1 Desestabilizacao de emulsdes

A quebra de emulsbes, processo conhecido como de-emulsificacdo, envolve a de-
sestabilizagdo do sistema heterogéneo e culmina na separacdo de suas fases
constituintes (Coutinho, 2009). Alguns fenébmenos fisicos podem ser observados
guando isso ocorre. Primeiramente, a propria acao da gravidade e a diferenca de
densidade entre os liquidos podem promover a sedimentacdo das particulas
emulsionadas. Outro processo que pode ocorrer € a floculagédo, que consiste na
adesao reversivel de goticulas ao filme interfacial, mantendo uma rede bidimensi-
onal, sem coalescéncia. Por fim, pode ocorrer a coalescéncia das gotas de 0leo,

com a formacéo de gotas maiores (Souza, 2003).

O tratamento quimico consiste na utilizacdo de eletrélitos que podem deslocar os

surfactantes da interface 6leo-agua. Podem ser utilizados agentes catidnicos ou
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anidnicos, sais monovalentes ou substancias organicas polivalentes. Assim as go-
ticulas de 6leo presentes no meio se aproximam umas das outras e coalescem
(Delcolle, 2005). Para alcancar a separacdo de fases na extracdo de 6leo bruto e
outros processos petroquimicos de-emulsificantes quimicos, geralmente polime-

ros de alto peso molecular sdo amplamente empregados (Wang et al., 2004).

3.3.2 De-emulsificagdo microbiana

Estudos tém demonstrado a capacidade de alguns micro-organismos de modificar
as propriedades das emulsdes, seja por meio de suas superficies celulares hidro-
fobicas, ou pela producdo de compostos ativos de superficie (Cairns et al., 1982),
gue podem desestabilizar as emulsdes, pela capacidade de degradagao ou trans-
formacgédo dos componentes oleosos emulsionados ou pela modificagédo do pH na
interface da emulsdo (Kosaric et al., 1987; Banat et al., 1995; Nadarajah et al.,
2002).

Comparando-se os estudos de de-emulsificagcdo por compostos quimicos, a pes-
guisa com de-emulsificantes bioldgicos ainda € muito escassa. Os primeiros tra-
balhos publicados e até os atuais tém focado no papel das propriedades microbia-
nas, especialmente a superficie celular, e poucos trabalhos tem investigado a pro-
ducéo de compostos extracelulares com propriedades de-emulsificantes, como os
conduzidos por Janiyani (1994) e Li & Xu (2012).

Alguns micro-organismos em funcdo de suas caracteristicas de superficie, como
carga e hidrofobicidade, podem apresentar afinidade tanto pela fase oleosa quan-
to pela fase aquosa. Assim, as células podem se ligar na interface 6leo-agua e fa-
cilitar a coalescéncia da fase dispersa (Duvnjak e Kosaric, 1987; Das, 2001; Na-
darajah, 2001).

Em um estudo sobre de-emulsificantes microbianos, Kosaric e colaboradores
(1982) investigaram as propriedades desestabilizantes de células de Nocardia,

Corynebacterium, Rhodococcus, Mycobacterium, Pseudomonas e Arthrobacter.
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Nesse estudo, essas bactérias foram testadas quanto a capacidade de quebra de
emulsdes-modelo constituidas de querosene e agua. Um capitulo desse trabalho
foi dedicado a elaboracdo de um modelo que pudesse ilustrar o mecanismo por
meio do qual as bactérias poderiam induzir a de-emulsificacdo e também a estabi-
lizacdo de uma emulsdo. De acordo com os autores, se a superficie bacteriana for
hidrofobica ela pode ser significativamente molhada pela fase descontinua da
emulsao, ocorrendo um “momento” em que 0 micro-organismo se encontraria em
uma posicao de equilibrio na interface entre as fases continua e descontinua, fi-
cando com mais da metade de sua superficie submersa na fase descontinua. Se
duas gotas desta fase entrarem em contato, molharem e se propagarem na su-
perficie da bactéria, essas gotas poderiam coalescer (Figura 3A). De outro modo,
se a superficie bacteriana for hidrofilica, ndo ocorrer4d um “molhamento” significati-
vo dessa superficie pela fase descontinua. Assim, as gotas desta fase podem
atingir o equilibrio antes da coalescéncia ocorrer, ocasionando a estabilidade da

emulsao (Figura 3B).
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Figura 3: Esquema de como uma bactéria pode promover (A) ou inibir (B) a coa-
lescéncia de emulsdes. A ou B ocorrem dependendo de como a superficie bacteri-
ana é efetivamente molhada pela fase descontinua da emulséo. A capacidade de
molhar as superficies celulares é determinada pelos angulos de contato de equili-
brio (a e B) para uma emulsédo A/O (Kosaric et al., 1982).

Equilibrio antes
. )da coalescéncia

A medida quantitativa da capacidade de um liquido molhar um sélido é represen-
tada pelos angulos de contato. Sua definicdo geométrica corresponde ao angulo

formado por um liquido na intersecao da interface liquida, gasosa e sélida. Uma
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gota de agua depositada sobre a superficie de um sélido pode se espalhar unifor-
memente sobre toda a superficie sdlida como quase um filme fino ou formar uma
gota esférica sobre a superficie. No caso de o liquido formar um filme, o angulo 0,
sera zero e o solido ser4 completamente molhado pelo liquido, ou seja, a sua su-
perficie terd propriedades hidrofilicas. Quando 6 > 0, o sélido pode ser descrito
como parcialmente molhado ou “molhante”, quando 6 for menor ou igual a 30° e,
entre 30° e 89° como “parcialmente molhante”, e para valores iguais ou maiores
que 90° “nao molhante” (Brissolari, 2008). A figura abaixo (4) representa esque-
maticamente o formato da gota sobre um sélido de acordo com os valores que o
angulo de contato (©) pode assumir e a relagcdo com a capacidade de molhar a

fase soélida.

8 >90 6 <90 6 =90

tangent

tangent

solid solid solid

Figura 4: Nessa figura o angulo de contato é representado pela letra ©. Angulos
com baixos valores de © (©6<90) indicam que o liquido espalha ou molha bem a
superficie. Altos valores de © (6> 90) indicam que o liquido ndo espalha bem.
Quando © = 0 pode-se dizer que ocorreu um “molhamento” completo. Por con-
vencao da literatura esse angulo € medido na fase aquosa (Shaw, 1992; Figura
BiolinScientific).

A hidrofobicidade das células bacterianas também pode ser avaliada por meio da
medida do angulo de contato, que reflete a afinidade relativa entre a superficie s6-
lida (bactéria) e as duas fases fluidas imisciveis. Quando essas fases estdo em
contato com a superficie sélida, a configuracdo de equilibrio delas depende dos
valores relativos de tensao superficial (Silva, 2003; Coutinho, 2009).

Em um estudo conduzido por Cairns e colaboradores (1982), o angulo de contato
de Nocardia amare foi analisado apds se observar uma reducéo significativa na
estabilidade de emulsdes A/O e O/A, formadas por diferentes fases organicas e

agentes emulsificantes. O angulo de contato das culturas na fase estacionaria au-
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mentou, refletindo um aumento da hidrofobicidade das superficies celulares. Esse
aumento pode ser relacionado com as altas taxas de quebra de emulsdo naquela

fase, e representa maior interacdo entre as células e as gotas de emulsao.

A propriedade anfipatica dos CAS, produzidos por células microbianas, habilita
esses compostos a promoverem o deslocamento e a alteragdo dos agentes emul-
sificantes presentes na interface agua/oleo, levando a quebra da emulsdo (Couti-
nho, 2009; Banat et al., 1995; Cairns et al., 1982; Kosaric et al., 1987). Alguns
agentes produzidos biologicamente com as acetoinas, 0s polissacarideos, os gli-
colipideos, os fosfolipideos e os ramnolipideos possuem propriedades de-emulsi-
ficantes (Singh et al., 2007). A capacidade de-emulsificante pode ser proveniente,
também, da degradacdo ou modificagdo microbiana dos componentes oleosos

emulsionados, e ainda pela modificacdo do pH na interface.

O papel dos compostos ativos de superficie na desestabilizacdo das emulsdes re-
side no fato de possuirem atividade interfacial, podendo assim adsorver nas inter-
faces, induzindo a separacédo das fases constituintes da emulsédo (Goldszal &
Bourrel, 2000). Liu e colaboradores (2010), em um estudo da de-emulsificacéo bi-
olégica de emulsbes A/O propbem que este processo ocorra nas seguintes eta-
pas: adsorcdo do de-emulsificante na interface Oleo/agua, e a interacdo com 0s
agentes emulsificantes, que resulta na remocao do filme rigido. A remocao do fil-
me promove a coalescéncia das gotas de 6leo, sendo que elas vao aumentando

de tamanho e migrando para a outra fase.

3.3.2.1 Fatores que podem influenciar na de- emulsificacdo microbiana

A de-emulsificacdo microbiana pode ser influenciada por fatores biolégicos e nédo
bioldgicos. Os primeiros compreendem aqueles capazes de influenciar a superfi-
cie celular bacteriana como: o potencial genético espécie-especifico, determinante
da composicao quimica da parede celular (caracteristicas como carater hidrofébi-
co e hidrofilico, carga); estado metabdlico das células influenciando a expresséo
do potencial genético (organizacao fisica dos compostos quimicos da parede na
superficie celular; ligagdo de moléculas extracelulares ativas de superficie na su-

perficie da célula, tais como metabdlicos secundarios secretados; produtos de au-
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tolise celular e lipideos extraidos de células por substratos organicos). Por sua
vez, os fatores de origem néo biologica influenciam as propriedades interfaciais e
reologicas do sistema; sdo eles: a composi¢ado da fase organica, a composicdo da
fase aquosa, a natureza dos surfactantes estabilizadores da emulséo, presenca
de particulas finas e a temperatura (Cairns et al, 1982; Cooper et al., 1982; Gray
et al., 1984; Kosaric et al., 1987; Banat et al., 1995; Das, 2001; Nadarajah et al.,
2001; Nadarajah et al., 2002; Coutinho, 2009) . Alguns fatores relacionados ao
cultivo dos micro-organismos (disponibilidade de fontes de carbono, nitrogénio)

também estdo relacionados com a de-emulsificagdo microbiana.

Tem sido demonstrado que a idade da cultura e a concentracdo de células
inoculadas em uma emulsao influenciam ativamente na taxa de de-emulsificagéo
promovida por micro-organismos (Cooper et al., 1982; Kosaric et al., 1984; Das,
2001; Nadarajah et al., 2002).

Nadarajah e colaboradores (2002) avaliaram o potencial de-emulsificante de uma
cultura bacteriana mista isolada de um local contaminado com petréleo. Os auto-
res observaram um aumento na atividade de quebra da emulsdo modelo querose-
ne-agua (70:30 v/v) com o aumento da idade e da concentracdo celular. O valor
méaximo de de-emulsificacdo foi observado para a cultura de 48 h. A atividade de
de-emulsificacdo aumentou com o aumento no numero de células, atingindo um
valor maximo quando a cultura continha 10® UFC/mL. O efeito da quantidade de
cultura bacteriana adicionada a emulsédo foi avaliado separadamente. Apds 24 h
de incubacéo, 96 e 60% de de-emulsificacdo foram observados com 10 e 1% de

cultura, respectivamente.

Efeito dos diferentes componentes da cultura

Nadarajah e colaboradores (2002) avaliaram a capacidade de de-emulsificacéo
dos diferentes componentes de uma cultura mista individualmente, sendo eles
meio com as bactérias cultivadas (cultura inteira), as células floculantes (células
gue ndo precipitaram com a centrifugacao), as células do “pellet” lavadas e sus-
pendidas com o meio original, o filtrado do sobrenadante (preparado pela passa-
gem do sobrenadante por um filtro de 0,22um), o sobrenadante, as células do

“pellet” e 0 meio n&o inoculado. A cultura inteira apresentou os maiores valores
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de de-emulsificacdo, 83 a 90%, seguida das células floculantes, das células do
pellet e das células lavadas (maximo de 55%), durante todo o periodo de cresci-
mento avaliado. As células do pellet apresentaram taxas significantes de de-emul-
sificagdo somente apos a cultura atingir 72 h de idade. O sobrenadante e o filtrado
do sobrenadante ndo produziram nenhuma atividade de-emulsificante significati-
va, sugerindo que a atividade de de-emulsificacdo da cultura mista esta predomi-
nantemente associada as células. As células do pellet lavadas e suspendidas em
meio original apresentaram uma reduc¢éao na atividade de de-emulsificagdo quan-
do comparadas com as células do “pellet”; sugerindo que algum composto soluvel
associado a célula com propriedade de-emulsificante pode ter sido perdida duran-

te a lavagem das células.

Efeito do substrato de cultivo

Cairns e colaboradores (1982) analisaram a influéncia de dois meios de cresci-
mento na atividade de de-emulsificacdo de Nocardia amarae. As células crescidas
no primeiro meio mineral acrescido de substratos solUveis em agua (1% extrato
de levedura e 1% de dextrose) apresentaram taxas de de-emulsificacdo bem me-
nores que o segundo meio adicionado de substrato insolivel em agua (4% de he-

xadecano).

Liu e colaboradores (2009) avaliaram a producdo de um um de-emulsificante por
uma linhagem de Dietzia sp S-J-1 isolada de um solo contaminado com petroleo.
Essa linhagem foi submetida a diferentes formas de cultivo, utilizando éleo de fri-
tura e parafina como fonte de carbono. A cultura celular proveniente do cultivo em
meio contendo 6leo de fritura foi capaz de promover uma maior taxa de de-emul-
sificacdo para emulsdes A/O, do que a obtida com o cultivo com parafina (88,3%
contra 66,7%).

Em um outro trabalho realizado pelo mesmo grupo de pesquisa, foi avaliada a oti-
mizagao da producdo de um demulsifcante por uma linhagem de Alcaligenes sp
S-XJ-1. Liu e colaboradores (2010) utilizaram a ferramenta Analise de Superficie
de Resposta para otimizar a producédo do composto demulsificante, combinando
diferentes concentracdes de fonte de carbono (hidrofilicas e hidrofobicas), fontes

de nitrogénio e valores de pH. O estudo mostrou que a parafina favoreceu a sinte -
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se de um de-emulsificante associado a parede celular. O citrato de aménio esti-
mulou a producéo e a performance do de-emulsificante e o pH de 9,5 favoreceu o

crescimento e a habilidade em quebrar a emulsao A/O.

Efeito de tratamentos fisicos e quimicos das culturas microbianas

Alguns tratamentos das culturas microbianas como calor umido sob presséo (121
°C), resfriamento rapido, congelamento e liofilizacdo podem afetar a atividade de
de-emulsificacdo celular. Nadarajah e colaboradores (2002) observaram que o
congelamento e o resfriamento rapido (nitrogénio liquido ou estoque a -20°C por
24 h) de uma cultura mista isolada de local contaminado com petréleo néo influen-
ciaram a atividade de-emulsificante dessas culturas. A utilizagéo de culturas liofili-
zadas reduziram as taxas de de-emulsificacdo em 56%. O calor umido sob pres-
sdo (121° por 20 min) destruiu totalmente a capacidade de de-emulsificacdo da
cultura, sugerindo o carater termo labil do fator responsavel pela de-emulsifica-

cao.

3.4 Selecao de micro-organismos produtores de compostos ativos de super-

ficie

Considerando o interesse e o potencial de aplicagdo dos micro-organismos no tra-
tamento de residuos industriais, a busca por novos micro-organismos produtores
de CAS é de grande relevancia. Atualmente existem poucos compostos biolégicos
tensoativos disponiveis comercialmente, como a surfactina, os soforolipideos e os

ramnolipideos (Walter et al., 2010).

Existe um numero elevado de métodos laboratoriais para selecionar micro-orga-
nismos produtores de compostos ativos de superficie (CAS). Somado a isso, es-
tdo as metodologias que buscam caracterizar essas moléculas e medir a eficién-
cia de sua atividade de superficie. De acordo com Chen e colaboradores (2007),
0s métodos utilizados na avaliacao inicial da producdo de CAS se baseiam em
trés principios basicos, quais sejam: a habilidade em identificar organismos produ-
tores dessas moléculas; a habilidade em obter dados quantitativos da eficiéncia

dos CAS e a habilidade em selecionar muitos isolados em pouco tempo.

27



A etapa inicial desta sele¢do consiste no isolamento de micro-organismos capa-
zes de crescimento em meios de cultivo adicionados de hidrocarbonetos como
fonte principal de carbono, seguida da avaliacdo de suas caracteristicas de super-
ficie. Devido a grande diversidade bioquimica desses compostos, muitos desses
métodos de busca sao baseados nos efeitos fisicos dos CAS. Como exemplo, po-
de-se citar a medida da atividade de superficie e interfacial, que avalia a reducéo
da tensao superficial da agua, na presenca de surfactantes bioldgicos. Outros mé-
todos indicam, indiretamente, a producédo de agentes de superficie, como os tes-
tes de “espalhamento” da gota de 6leo, que consiste em se adicionar o sobrena-
dante de uma cultura, possivelmente produtora de CAS, sobre uma camada de
Oleo. Se ela se espalha, tem-se um indicio da producédo de agentes tensoativos
(Walter et al., 2010). Outros ensaios podem avaliar a capacidade hemolitica de
culturas microbianas, devido a presenca dos CAS. Um teste utilizado é a hemolise
em Agar suplementado com sangue. O teste em placa utilizando o surfactante
brometo de cetiltrimetilamoénio (CTAB) é um teste semiquantitativo para a detec-
cdo de glicolipideos ou surfactantes anidnicos. O principio desse ensaio consiste
na precipitacdo do azul de metileno na presencga dos surfactantes microbianos
(Walter et al., 2010).

Outra questao importante consiste na escolha do local a ser utilizado como fonte
de micro-organismos potencialmente produtores de CAS. Micro-organismos com
habilidade em utilizar hidrocarbonetos do petréleo como fonte de carbono e ener-
gia podem ser encontrados em areas poluidas ou areas que ndo tiveram contato
prévio com esses poluentes. A quantidade de microrganismos, porém, que apre-
sentam essa habilidade geralmente é maior no local que foi impactado (Morais,
2005).

Com base nas considera¢fes sobre o papel dos compostos ativos de superficie e
sua importancia para o metabolismo microbiano de hidrocarbonetos, o isolamento
de micro-organismos presentes nas biopilhas de decomposicéo contendo deriva-
dos do petréleo, € uma estratégia interessante, ja que os CAS séo utilizados para
aumentar a disponibilidade de muitos dos compostos encontrados nesses siste-

mas.

A remediacao de solos contaminados com hidrocarbonetos do petréleo pode ser
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realizada envolvendo trés estratégias: a destruicdo ou alteracdo dos contaminan-
tes, a extracdo ou separacdo dos contaminantes do local ou a imobilizacdo dos
contaminantes. Elas podem ser empregadas em conjunto ou separadamente. As
tecnologias capazes de destruir os contaminantes ou alterar sua estrutura quimica
compreendem métodos térmicos, biolégicos e quimicos. Esses métodos podem
ser aplicados “in situ” ou “ex-situ”. No primeiro, a remediacao é feita no préprio
meio contaminado, sem que o solo seja retirado do ambiente. No caso das técni-
cas “ex-situ”, o solo é escavado, para ser tratado em uma instalacdo de depura-
cdo especifica no local da contaminacgéo ou fora dele (Seabra, 2005).

O sistema de biopilhas € uma técnica de biorremediacao “ex situ”, na qual pilhas
de solo contaminado séo construidas com o objetivo de aumentar a biodegrada-
cdo dos poluentes. O material a ser degradado é empilhado, juntamente sdo adi-
cionados nutrientes e ar. Elas podem ser estaticas com canos de aeracao instala-
dos, ou podem ser revolvidas ou misturadas por dispositivos mecanicos. Os agen-
tes estruturantes (geralmente madeiras em decomposicado) podem ser adiciona-
dos para auxiliar a difuséo de gases e aumentar a permeabilidade do solo. As bio-
pilhas podem ser cobertas por mantas impermeaveis para evitar o escape de po-
luentes volateis, além de fornecer protecdo contra chuva e 0s ventos ou serem
montadas em um local coberto (Seabra, 2005; Morais, 2005; Jgrgensen et al.,
2000).

As biopilhas quando comparadas as tecnologias “in situ”, apresentam a vantagem
da facilidade da manipulacdo dos fatores ambientais que influenciam a biodegra-
dacédo do poluente (Schoefs et al., 1998). Além disso, as biopilhas de solo poluido
séo construidas sobre uma base impermeével evitando a lixiviagdo do contami-
nante e consequente poluicdo das aguas subterraneas. Condigcbes ambientais
como concentracdo de oxigénio, umidade, concentracdo de nutrientes e pH séo
controlados para aumentar a atividade da comunidade microbiana (Kodres,1999).
Jorgensen e colaboradores (2000) relataram que a adicdo de matéria orgéanica é
interessante, ja que solos contaminados sdo escassos desses compostos. Esta
adicdo pode resultar no aumento da atividade microbiana, e consequentemente

no aumento da taxa de degradagao dos compostos organicos.

A avaliacdo de padrdes de utilizacdo de fontes de carbono pelos microrganismos
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do solo possibilita 0 estudo do potencial metabdlico da comunidade microbiana.
Dessa forma, este potencial pode expor diferencas quanto ao padrdo de
utilizacdo de substratos das comunidades microbianas ali presentes (Paula,
2008).

A diversidade metabdlica alta € um parametro importante utilizado em estudos de
prospeccdo de moléculas biologicas. Dentre as metodologias existentes para
estudos do potencial metabdlico, uma das mais empregadas envolve o inéculo de
suspensdes de solo em placas Ecoplate, da empresa Biolog (BIOLOG Inc.,
HAYWARD, CA.), contendo 31 diferentes fontes de carbono (Tabela 1). A
utilizacdo da fonte de carbono é facilmente detectada através da presenca de um
indicador, ocorrendo uma mudanca de coloracdo quando um substrato é utilizado
pelo microrganismo durante o processo de respiracao. As informagdes podem ser

analisadas automaticamente e podem ser comparadas em um banco de dados.

Embora alguns trabalhos ja tenham discutido as limitagdes do método (Preston-
Mafham et al., 2002), bem como as precaucdes a serem tomadas com relagcédo a
densidade de indculo inicial, ao tempo e a temperatura de incubacéo das placas
(Classen et al.,, 2003), a andlise do padrdo de consumo de substratos pela
comunidade microbiana tem fornecido informacdes Uteis na avaliacdo da
diversidade funcional de microrganismos em amostras ambientais (Crechio et al.,
2004).
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Tabela 1: Fontes de carbono contidas nas microplacas Biolog Ecoplates®.
Categorizacéo dos substratos de carbono sugerida por Dobranic & Zak (1999).

Categoria Nome da fonte de carbono
Polimero Glicogénio

Tween 40

Tween B0

a-Ciclodextrina
Carboidrato D-Celobiose

Acido Carboxilico

Aminoacido

Amina/Amida

Miscelanea

i1-Eritritol

a-D-Lactose
B-Metil-D-Glicosideo
D-Xilose

D-Manitol
N-Acetil-D-glicosamina
Acido D-Galacturénico y-Lactona
Acido y-Hidroxibutirico
Acido Itacénico

Acido a-Cetobutirico
Acido-D-Glicosaminico
Acido D-Galacturénico
Acido D-Malico

Acido 2-Hidroxibenzoico
Acido 4-Hidroxibenzoico
L-Serina

L-Arginina

L-Asparagina
L-Fenilalanina
L-Treonina

Acido Glicil-L-glutimico
Feniletilanina

Putrescina

D.L- u-Glicerol fosfato
Glicose-1-fosfato

Ester Metilico do Acido Piravico
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4 OBJETIVOS

4.1Geral
- Isolamento, identificacdo e selecdo de bactérias produtoras de compostos ativos
de superficie, a partir de biopilhas de compostagem de residuos oleosos.

4.2 Especificos

-Caracterizar as biopilhas de compostagem quanto a populacéo de bactérias he-
terotréficas totais e degradadoras dos compostos, Oleo diesel, hexadecano e 6leo
DAIDO-DAIROL PA-5A, pela técnica de Numero Mais Provavel.

-Avaliar a diversidade metabdlica da comunidade presente nas biopilhas de acor-
do com o padrdo de consumo de fontes de carbono utilizando o sistema Biolog-E -
COPLATE.

- Isolar e selecionar bactérias capazes de crescerem em meios adicionados de
oleo diesel, hexadecano e 6leo lubrificante, utilizando os métodos de enriqueci-

mento e flotacao.

- Avaliar os isolados obtidos quanto ao potencial de producdo de compostos emul-

sificantes e surfactantes em meios adicionados de diferentes fontes de carbono.

- Testar alguns isolados produtores de compostos ativos de superficie quanto a
capacidade de quebrar emulsdes agua em 6leo (A/O).

- Caracterizar os isolados que quebram emulsdes quanto a hidrofobicidade celu-

lar, avaliada indiretamente pelo método de ades&o a hidrocarbonetos.

-Identificar os isolados produtores de CAS por métodos moleculares.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Coleta das amostras

As amostras foram coletadas de um sistema de tratamento de residuos oleosos,
gue consiste de biopilhas contendo material proveniente de uma industria téxtil,
pano sujo de 6leo e graxa, matéria organica e cinzas de caldeira. A amostragem
foi realizada coletando-se 3 sub-amostras de uma biopilha com 30, 60 e 90 dias
de decomposicao dos residuos. As amostras foram processadas em um periodo
de 24 h.

5.2 Determinacao da populacdo heterotréfica total e degradadora de
compostos hidrofébicos.

5.2.1 Determinacao da populacao populacao heterotréfica total

A populacdo microbiana heterotrofica total foi determinada por meio da contagem
de colbnias obtidas no plagueamento direto das amostras e pela determinacdo do
namero mais provavel (NMP/g). Para o plagueamento direto, as amostras foram
diluidas serialmente em uma solugéo salina estéril (NaCl a 0,85%), e aliquotas de
100 pL das diluicbes de 10" a 107 foram espalhadas em meio Luria-Bertani (LB)
sélido, contendo por litro: 10 g de peptona, 10 g de NaCl, 5 g de extrato de
levedura e 20 g de &gar.

A determinacdo do NMP/g foi realizada como descrito por Ruggeri e
colaboradores (2009). Em uma placa de 96 pocos, adicionou-se 180 puL de meio
LB liquido, 20 pL de diluiges seriadas das amostras 10 a 107, sendo que cada
diluicdo foi inoculada em quatro pocos. A placa foi incubada por 7 dias a 32 °C. Ao
final desse periodo acrescentou-se aos poc¢os 50 uL de 2,3,5-trifenil cloreto de
tetrazolio (3g L™). Apbs 24 h, foi feita a leitura da absorbancia a 485 nm e a
observacdo de uma coloragdo rosa nos pocos, indicativa do crescimento
microbiano. O software da Microsoft Excel associado as equacdes descritas em
Brionnes e colaboradores (1999) foram utilizados para calcular o NMP/g das

amostras. O valor do NMP é calculado pela equacéo:
aip:/ 1l-e **+a,pn/1-e %=ani+a.n,

onde a é o volume inoculado no poco, p, 0 numero de pocos positivos, e n, o

33



namero de pocos inoculados.

5.2.2 Determinacdo da populacao microbiana degradadora de compostos
hidrofébicos (6leo diesel, hexadecano e 6leo DAIDO-DAIROL PA-5A) (Wrenn
& Venosa, 1996)

Para avaliar a populacdo microbiana das amostras com potencial para degradar
diferentes compostos hidrofobicos, foi montado um experimento em placas de 96
pocos. As diluicdes seriadas de 10" a 107 foram adicionadas aos pocos contendo
Meio Minaral para bactérias (MMB), contendo por litro: 1,5 g de K;HPO,; 0,5 g de
KH.PO.; 0,5 g de NaCl; 0,5 g de MgSO, 7H.0; 3,0 g de NH.NOs3; 0,002 g de
FeSO, 7H;0, 0,002 g de CaCl, 2H.O e 0,02% de extrato de levedura e 5 mL de
solucédo de elementos tracos (mg L™ MnCl.4H,0, 1; FeSO.. 7 H,0, 0,6; CaCl..V,
2,6; Na:M00..2H.0, 6) e 1% de Oleo diesel, n-hexadecano, e 6leo lubrificante
DAIDO-DAROL PA5SA, cada composto em diferentes placas. As placas foram
incubadas por duas semanas a 32 °C. Ao final deste periodo, acrescentou-se aos
pocos 50 pL de 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazoélio (3g L™), seguida de incubacéo
adicional por mais 24 h. Apés este periodo, foi feita a leitura dos pocos a 485 nm
e a observacdo de uma coloracdo rosa nos pocos, indicativa do crescimento
microbiano. A quantificacdo da populacdo degradadora foi expressa em NMP/mL

conforme descrito no item anterior.

5.3 Avaliacdo da diversidade metabdlica da comunidade cultivavel presente
nas biopilhas utilizando o sistema ECOPLATE-Biolog

Para a avaliacdo do perfil de consumo de fontes de carbono dos micro-
organismos presentes nas amostras, foi utilizado o kit Ecoplate® da empresa
BIOLOG (Biolog, Hayward, CA, USA). Cada placa continha 31 fontes de carbono,
em triplicata, totalizando 96 poc¢os por placa e um controle sem fonte de carbono.
Uma aliquota de 120 uL de suspensao do solo diluida correspondente a uma
concentragcdo em torno de 10° células/ mL foi injetada em cada um dos 96 pocos,
com o auxilio de uma pipeta multicanal. As placas foram incubadas a 28°C e
analisadas com 24h, 48h e 72h de incubacdo em um leitor automético de
microplacas a 490 nm. A densidade Optica foi corrigida pelo branco para cada

leitura e, em seguida, corrigido para a primeira leitura feita logo apos a inoculacao
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das placas.

5.3.1 Determinacao do Metabolismo Heterotréfico Médio (MHM), dos indices
de diversidade de Shanon, riqueza e equitabilidade do consumo dos
substratos presentes nas placas Biolog-ECOPLATE pelas biopilhas de 30, 60
e 90 dias.

O Metabolismo Heterotréfico Médio (MHM) para cada fonte de carbono foi
calculado de acordo com Garland (1996). O indice de Diversidade de Shannon
(H), que compreende tanto a riqueza de substratos como a intensidade com que
sao usados pela microbiota foi calculada de acordo com Zak et al.(1994),
utilizando a equagao:

H="-2pi (In pi)
Onde, pi é a razdo entre a atividade de utilizacdo de determinado substrato e a

atividade de utilizacao de todos substratos.

A rigueza de substratos (S) foi determinada através do numero total de substratos
utilizados (MHM>0) pela comunidade microbiana do solo. A equitabilidade de
substratos (E), que mede a uniformidade de utilizacdo de um substrato em
relacdo ao numero de substratos utilizados pela microbiota, foi calculada de
acordo com a equagao:

E=H/InS
Onde, S é o numero de substratos utilizados e H é o indice de diversidade de

Shannon.

6 Isolamento de bactérias degradadoras de compostos hidrofobios
(hexadecano, O6leo disel e 6leo Daido-Dairol PA-5A) pelo método de

enriquecimento e selecao de superficies hidrofébicas

6.1 Isolamento pela técnica de enriquecimento

As amostras descritas anteriormente foram inoculadas em meio MMB em
diferentes frascos Erlenmayer, contendo 6leo diesel, ou n-hexadecano ou dleo
Daido-Dairol PA5A a 1% (v/v). Os frascos foram incubados em agitador orbital por

atée 7 dias. Ap6s este periodo, aliquotas das culturas foram novamente
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transferidas para um novo meio de cultura, contendo os mesmos compostos, e
submetidas por mais um periodo de incubacdo por 7 dias. Por fim, este
procedimento foi repetido por mais uma vez. Apos as trés passagens, aliquotas
foram diluidas serialmente, e plagueadas em meio MMB solido, acrescido dos
mesmos compostos a 1% v/v. Os isolados obtidos foram purificados em meio LB.

6.2 Isolamento de bactérias pelo método de selecido de superficies

hidrofébicas

Como mais um método de isolamento foi utilizado o protocolo proposto por Satow
e colaboradores (2008) com modificacbes. 20 g das amostras sélidas de solo
foram adicionadas a frascos Erlenmeyer contendo salina e cicloheximida a 500
png/mL. A mistura foi homogeneizada, e os frascos Erlenmeyer incubados a 22 °C
por 30 minutos. Apdés esse periodo, acrescentou-se 20 mL de Oleo mineral,
seguidos de agitacéo orbital, a 200 rpm por 5 minutos. Os frascos foram mantidos
em repouso por 20 minutos. Aliquotas da interface 6leo/salina foram plaqueadas
em meio LB solido e incubadas a 37 °C por uma semana. As colbnias isoladas

foram purificadas no mesmo meio.

Para a manutencao das culturas em estoques, as bactérias foram cultivadas em

caldo LB por 24h, quando aliquotas de 0,8 mL foram transferidas para tubos
criogénicos de 1,5 mL estéreis, adicionados de 200 uL de glicerol. Os tubos foram
mergulhados em nitrogénio liquido para o congelamento rapido das amostras e

armazenados a -80 °C.

7 Selecao de linhagens produtoras de compostos ativos de superficie

Todos os isolados obtidos por meio do método de enriquecimento e selecao de
bactérias com superficies hidrofébicas foram submetidos a testes qualitativos e
quantitativos para verificar a producdo de compostos ativos de superficie, e

serem utilizados na quebra e formacéo de emulsdes oleosas.

7.1 Preparo do in6culo

Para a realizacdo dos ensaios, os isolados foram reativados por meio do
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crescimento em placas de meio LB a 37 °C. Apds observacgéo de crescimento, as
colénias foram retiradas da placa com o auxilio de uma alca de platina, e
acrescentadas em tubos contendo 1mL de agua destilada, até a suspenséao atingir

2 unidades na escala de McFarland.

Aliquotas de 200 UL da suspenséao celular foram adicionadas a frascos de vidro
de 50 mL, contendo 20 mL MMB acrescido das seguintes fontes de carbono: 6leo
diesel, hexadecano e glicose a 1% v/v. Cada isolado foi inoculado em cada uma
das fontes de carbono, em duplicata. Os frascos foram incubados a 37 °C, em
agitador orbital a 200 rpm por uma semana. Ao final do periodo de incubacéo, as
culturas tiveram sua densidade otica a 600 nm determinada, e posteriormente
foram centrifugadas para a realizacdo dos testes de producdo de CAS, com as

fracOes da cultura, células e sobrenadantes.

7.2 Formacao de Halos de hemdlise em placas de agar-sangue e halos em
placas contendo CTAB-azul de metileno

Foram preparadas suspensdes celulares de 0,1 unidade de densidade Optica a
600 nm, para a inoculacdo de 10 pL na superficie de meio agar nutriente
contendo 5% v/v de sangue de carneiro. As aliquotas de diferentes culturas foram
dispostas entre si por uma distancia de pelo menos 2 cm, segundo método
proposto por Carrilo e colaboradores (1996) com modificagdes. As placas foram
incubadas a 37 °C por 24 h, e analisadas quanto ao aparecimento de halos claros

em torno das colbnias, indicativo da producédo de moléculas ativas de superficie.

A mesma suspensdo celular foi utilizada para a realizagdo do ensaio
semiquantitativo descrito por Siegmund & Wagner (1991), com modificagdes.
Foram dispostos 10 pL da suspensdo de bactérias em meio sélido, contendo
brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB) com o corante azul de metileno,
preparados pela adicdo de 0,2 g de CTAB (Merck) e 0,05 g de azul de metileno e
15 g de agar em 1L de MMB. Em seguida as placas foram incubadas a 30 °C por
120 h, seguidas da incubacdo em geladeira por mais 48h. Apés este periodo de
incubacéo, as placas foram analisadas quanto ao aparecimento de halos escuros

ao redor das colbnias.
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7.3 Avaliacao da atividade surfactante e emulsificante
O sobrenadante obtido com a centrifugacdo das culturas, descrita no item 7.1, foi

avaliado quanto a atividade emulsificante e surfactante.

7.3.1 Método da atividade emulsificante

A atividade emulsificante foi determinada pelo método do indice de emulsificacdo
descrito por Cameron e colaboradores (1988). Aliquotas de 1 mL do sobrenadante
da cultura foram adicionados a tubos contendo 1,5 mL de querosene. Cada tubo
foi homogeneizado em agitador do tipo Vértex em velocidade maxima por 2 min e
deixado em repouso por 24 h. O indice de emulsificacdo foi determinado
dividindo-se a altura da camada de emulséo (cm) pela altura da camada total do
liqguido. O valor obtido foi multiplicado por 100 (Equacdo 1). Cada ensaio foi

realizado em duplicata.

Altura da camada emulsionada
E, = X 100 %
Altura total do liquido

Equacdo 1: Equacéo de determinacdo do indice de emulsificacéio (Ezs) expresso

em porcentagem.

7.3.2 Método da atividade surfactante

A atividade surfactante foi determinada pelo método do didmetro da gota descrito
por Morita e colaboradores (2007) com modificacdes. Quatro aliquotas de 10 pL
de cada sobrenadante de cultura livre de células foram transferidas com uma
micropipeta para a superficie interna de placas de poliestireno (90 x 10 mm)
posicionadas sobre um papel milimetrado. Apés 10 min em repouso a temperatura
ambiente, as placas foram fotografadas com uma cémera fotogréfica digital e o
diametro das gotas foi medido posteriormente no monitor do computador
utilizando o papel milimetrado ao fundo como referéncia. O controle negativo

consistiu do meio de cultura estéril.

7.4 Testes de quebra de emulsdao modelo
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7.4.1 Preparo das emulsdes

A avaliagdo do potencial de de-emulsificacdo dos isolados obtidos que
apresentaram atividade de hemdlise foi determinada pela inoculagéo das culturas
em uma emulsdo modelo (A/O). A emuls&o modelo foi obtida pela mistura de 1 mL
de solugdo aquosa de Span 80 a 1,67% p/v (Merck) e 1 mL de querosene
comercial (Ica), de acordo com Liu e colaboradores (2009). A mistura foi
homogeneizada em agitador tipo Turrax (Marconi), a uma velocidade de 24.000

rpm por 2 minutos até a obtencédo de emulsao estavel e homogénea.

7.4.2 Avaliacao da atividade de de-emulsificacao

A atividade de-emulsificante dos isolados bacterianos foi avaliada adicionando-se
300 pL do sobrenadante da cultura as emuls@es distribuidas em tubos de 14,8 x
100 mm e vedados com rolhas de silicone. Os tubos foram agitados em agitador
do tipo vortex (Phoenix) por 30 s na velocidade de 3.800 rpm. A seguir, a de-
emulsificacdo foi avaliada ap6s 7 dias de incubacdo, e expressa como

porcentagem de de-emulsificacdo por meio da férmula (Equacéo 2):

% De-emulsificacdo= V, da emulsdo (mL) — V; da emulsdo na interfase (mL)

X100%

Vo da emulsdo (mL)

Onde, V, corresponde ao volume inicial e V; ao volume final da emulséao.

Equacdao 2: Equacdo para o célculo da de-emulsificagcdo expressa em
porcentagem

7.4.3 Hidrofobicidade celular (Teste de adesdao microbiana a hidrocarbonetos
MATH)

Para determinar a hidrofobicidade da superficie celular dos isolados avaliados
guanto a quebra de emulsdo, foi utilizado o ensaio de adesdo microbiana a
hidrocarbonetos proposto por Rosemberg (1991), com modificacfes. As células
foram lavadas e suspendidas em tampéo fosfato de sédio (100 mM, pH 7), de
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forma a obter a concentracédo final de 0,7 unidade de densidade 6tica a 600 nm.
Aliguotas de 2 mL da suspenséo celular e de 0,5 mL de hexadecano foram
misturadas e agitadas em vortex (Phoenix) na velocidade de 2800 rpm por 60
segundos. Apdés 30 minutos de repouso, amostras da fase aquosa foram
removidas e submetidas & determinagéo da densidade 6tica a 600 nm (DO final) e
a hidrofobicidade foi estimada pelo calculo da porcentagem de células aderidas
ao hexadecano, por meio da formula (Equacao 3):

100 X [1- (DOsoo apds a mistura/DOgoo antes da mistura)].

Equacdo 3: Adeséo ao hexadecano expressa em porcentagem

8 Identificacdo dos isolados

Os morfotipos que apresentaram atividade tensoativa foram identificados a partir
de caracteristicas macro e micro morfologicas, a reatividade a coloracao de Gram,

e também pelo sequenciamento de regides do rDNA 16S.

8.1 Extracdo de DNA Gendémico

A extracdo de DNA dos isolados bacterianos foi realizada conforme protocolo
proposto por Pitcher e colaboradores (1989), com modificagbes. Foi utilizada uma
cultura pura bacteriana cultivada em meio LB liquido, mantida sob agitacdo orbital
de 150 rpm a temperatura ambiente durante 24 h. Apos o crescimento, a cultura
foi centrifugada e o sobrenadante desprezado. O precipitado de células foi lavado
com 200 yL de tampéao TE pH 8,0 (Tris-HCI 0,01M pH 8,0 e EDTA 0,001M)
adicionado de lisozima 2 mg/mL. Foram adicionadas aos tubos conicos pérolas de
vidro (0,03 g). As amostras foram agitadas em vortex, até se observar a
diminuicdo na turbidez dos tubos. ApOs esse procedimento, os tubos foram
incubados por 2h a 37 °C. Entéo, adicionou-se 500 pL de uma solucdo contendo
tiocianato de guanidina a 5M, EDTA 100 mM, pH 8 e n-lauril-sarcosil a 0,5%. A
mistura foi incubada a temperatura ambiente por 10 minutos. Ao final, a
suspensao foi resfriada em gelo e adicionou-se 250 pL de acetato de amonio a
7,5 M. Os tubos foram agitados por inversao e incubados em gelo por 10 minutos.

A desproteinizacdo foi obtida ap0s o tratamento do sobrenadante com uma
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solucdo de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1 v/v). Os tubos foram centrifugados
a 14000 rpm por 10 minutos. A fase aquosa obtida foi adicionado igual volume de
isopropanol, com posterior agitacdo suave e incubacédo a -20 °C por 12 h. Os
acidos nucleicos foram precipitados por centrifugacdo a 14.000 rpm durante 10
min. O precipitado obtido foi entdo lavado duas vezes com etanol 70 % e apés a
secagem em estufa, foi suspendido em 100 uL de agua Milli-Q estéril. As
concentracbes de DNA e proteinas foram determinadas em Nanodrop e a

integridade do DNA foi avaliada em gel de agarose a 0,8 % (p/v).

8.2 Amplificacao de sequéncias do rDNA 16 S

A amplificagcdo das sequencias de rDNA 16S, foi realizada com os iniciadores 8F
(5'-GGATCCAGACTTTGATYMTGGCTCAG-3)) e 907R (5'-
CCGTCAATTCMTTTGAGTTT) para bactérias (Heuer et al.,, 1997). A regido

amplificada por este par de iniciadores abrange 3 regides variaveis, V6 a V8, do

rDNA 16S. A amplificacéo foi realizada em volume total de 50 pyL contendo KCI
10mM, Tris-HCI 10mM, pH 8,3, MgCl; 1,5 mM 200pM de cada
desoxirribonucleotideo (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 0,3 pM de cada iniciador, 50
a 300 ng de DNA e 1,25 U de Tag DNA polimerase. A amplificagdo foi feita em
termociclador (Amersham-Biosciences), promovendo a desnaturacdo a 94°C por
10 min, seguido de 35 ciclos de 94°C por 1 min, 60°C por 1 min e 72°C por 2 min.
Apds o ultimo ciclo, os tubos foram incubados a 72°C por 10 min, seguido de

resfriamento a 4°C.

8.3 Sequenciamento

Os produtos de PCR obtidos foram purificados utilizando polietilenoglicol (PEG
8000). O produto de PCR (45 pL) foi transferido para um tubo de microcentrifuga
de 1,5 mL, e 45 pL da solucdo de PEG (PEG 8000 20%, NaCl 2,5M) foi
adicionada. A mistura foi incubada por 15 minutos a 37°C e centrifugada
posteriormente a 13.500 rpm por 20 minutos sob refrigeracdo. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento lavado duas vezes com 200 pl de etanol 80% gelado,
deixando-se incubar por 1 minuto antes da centrifugacdo por 2 minutos a 13.500

rom sob refrigeracdo. Apds evaporacdo do etanol a temperatura ambiente, o
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sedimento foi suspendido em 8 uL de agua Milli-Q. O DNA foi quantificado por
meio do espectrofotdmetro Nanodrop™ 1000 a 260 e 280 nm para estimar as
concentracfes necessarias a serem utilizadas na reacdo de sequenciamento. As
reacGes foram realizadas utilizando o DYEnamic™ (Amersham Biosciences, USA)
em combinacdo com o sistema de sequenciamento automatizado MegaBACE™
1000. As sequéncias foram analisadas utilizando o programa BLAST nucleotideo-
nucleotideo (BLASTnN) versdo do BLAST 2.0 (Basic Locus Alignment Serch Tool)
disponivel no portal NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/), para a comparagéo
com as sequéncias depositadas no GenBank. Para ser considerado pertencente a
uma espécie, o isolado devera apresentar similaridade de 99% a outra ja

depositada no GenBank.

9 Andlises estatisticas

Os dados obtidos da andlise das microplacas Biolog-Ecoplate (indices de
Diversidade Metabdlica, e Desenvolvimento Médio da Cor) foram submetidos a
andlise de variancia (p<0,05). As comparacdes de médias foram feitas atraves do

teste de Scott-Knott (p<0,05), utilizando-se o pacote estatistico SISVAR.

Os demais experimentos foram realizados em duplicatas (crescimento, atividade
emulsificante, quebra de emulsdo e adesdo microbiana a hidrocarbonetos), ou
guadruplicatas (atividade surfactante), e os valores obtidos foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) sendo as médias comparadas pelo teste de Scott-

Knott considerando p < 0,05.
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10 Resultados e discussao

10.1 Andlise dos isolados bacterianos cultivaveis em biopilhas de
tratamento de residuos oleosos obtidos pelo plaqueamento direto

Os morfotipos obtidos com o plagueamento direto em meio LB foram
diferenciados, considerando-se a coloracdo da colénia, o aspecto da borda e a
presenca/auséncia de rugosidades na superficie colonial. A coloracdo de Gram foi
realizada para verificar a pureza dos isolados e caracterizd-los quanto a
morfologia celular e o tipo de reatividade a esta coloracédo. Para a biopilha de 30
dias, foi obtido um total de 25 morfotipos. Ja na biopilha de 60 e 90 dias, foram
obtidos 32 e 39 morfotipos, respectivamente. A descricdo do aspecto colonial,
arranjo das células, e os valores de UFC/g dos morfotipos estdo apresentados na
Tabela 2.

Foi observado um aumento na densidade microbiana com o aumento da idade da
biopilha. A biopilha de 30 dias apresentou os menores valores de densidade
populacional (19,4x10° seguido pela de 60 (47,3x10° e 90 dias (24,8x10).
Resultados de alteracdo da microbiota ao longo da compostagem em biopilhas
tém sido relatados. Lors e colaboradores (2010) estudaram a degradacédo de
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos no sistema de biopilhas e a densidade de
micro-organismos heterotroficos totais. Foi observada uma alta densidade
populacional, da ordem de 10® UFC/g de solo no sistema contaminado com
fluoranteno e fenantreno. Nos tempos de 30 e 60 dias de compostagem, a
populacdo heterotrofica aumentou cerca de 2,4 vezes e em torno de 5,2 vezes
ao final de 90 dias de compostagem. J& Jorgensen e colaboradores (2000)
contabilizaram um numero de bactérias heterotréficas totais da ordem de 8,2x10°
UFC/g de solo em um estudo de biorremediacdo de solos contaminados com

hidrocarbonetos utilizando o sistema de biopilhas.

Comparando-se as biopilhas em todas as idades, houve a predominancia de
isolados Gram positivos em relacdo aos Gram negativos. Na biopilha de 30 dias,
foram isolados 23 bastonetes Gram positivos , 1 bastonete e 1 coco Gram
negativos. Ja na biopilha de 60 dias, dos 32 isolados obtidos, 31 eram bastonetes
Gram positivos, e apenas 1 bastonete Gram negativo. Na biopilha de 90 dias, do

total de 39 isolados, 36 eram bastonetes Gram positivos, 2 bastonetes Gram
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negativos e 1 cocobacilo Gram negativo. A maioria das células ndo apresentou
arranjo. Somente 2 isolados apresentaram arranjos celulares em cadeias (30211
e 9038). Os trabalhos que investigam a diversidade de micro-organismos
envolvidos na biodegradacdo de hidrocarbonetos em sistemas de biopilha e
compostagem revelam a presenca de micro-organismos tanto Gram positivos
como Gram negativos, dependendo do tipo de composto quimico contaminante,
solo, dentre outros parametros. Ros e colaboradores (2010) observaram a
predominéncia de bactérias Gram positivas, cerca de 53%, pertencentes ao filo
Actinobacteria, em relacéo ao filo Proteobacteria (20%) composto por organismos

Gram negativos, em um estudo com lodos contaminados com hidrocarbonetos.
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Tabela 2: Descricao colonial, morfolégica, arranjo e densidade dos isolados
provenientes das biopilhas de tratamento de residuos oleosos de diferentes idades.

Morfologia celular

Idade da . Densidade _ A O -
biopilha Morfotipo (UEClg) Descrigdo das coldnias e reacao tintorial
de Gram
Biopilha 3011 56x10" creme, opaca, borda irregular bastonete, com
30 esporos, G+
3012 29%10° transparente, brilhante, borda lisa bastonete, com
esporos, G+
3013 3. 5x10* creme, opaca, borda lisa bastonete, com
’ esporos, G+
4 amarela, brilhante, borda lisa bastonete, com
501 2ox10 esporos, G+
4 creme, opaca, borda lisa bastonete, com
5015 2x10 esporos, G+
4 rosa, brilhante, borda lisa bastonete, com
5018 0.5x10 esporos, G+
3017 3x10* creme, opaca, borda lisa bastonete, com
esporos, G+
3018 3 5x10* amarela, opaca, borda lisa bastonete, com
: esporos, G+
creme, opaca, borda lisa, bastonete. com
3019 0,5x10* aveludada, elevada i
esporos, G+
3023 13 5x10° creme, opaca, borda lisa bastonete, com
’ esporos, G+
3025 3x10° creme, opaca, borda lisa bastonete, com
esporos, G+
3026 2 5x10° rosa, brilhante, borda lisa bastonete, com
: esporos, G+
3027 10° creme, opaca, borda irregular bastonete, com
esporos, G+
creme, opaca, borda irregul bastonete longo em
30211 3x10° » opaca, guiar cadeia, G-
transparente, opaca, borda bastonete. com
30212 2,5x10° irregular i
esporos, G+
30213 0.5x10° amarela, opaca, borda lisa bastonete, com
: esporos, G+
30214 3 5x10° creme, brilhante, borda lisa bastonete, com
: esporos, G+
30215 10,5x10° creme, brilhante, borda lisa Coco, G-
82x10° transparente, brilhante, borda lisa bastonete, com
3032 esporos, G+
3034 11.5x10° amarela, brilhante, borda lisa bastonete, com
’ esporos, G+
3036 14 5x10° rosa, brilhante, borda lisa bastonete, com
’ esporos, G+
3037 10 5x10° creme, opaca, borda lisa bastonete, com
: esporos, G+
transparente, centro rosa, bastonete. com
30316 24,5x10° brilhante, borda lisa i
esporos, G+
5 creme, opaca, borda irregular bastonete, com
S0st7 05x10 esporos, G+
30318 1,5x10° transparente, brilhante, borda bastonete, com
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irregular

esporos, G+
Total Numerp ik 25
morfotipos
Biopilha transparente, centro branco, bastonete, com
60 6011 12,5x10° borda lisa, brilhante esporos, G+
transparente, borda irregular, bastonete, com
6012 19,5x10° brilhante esporos, G+
6013 0 5x10° creme, borda irregular, fosca bastonete G-
transparente, amarelada, borda  bastonete, com
6014 7x10° lisa, brilhante esporos, G+
transparente, laranja, borda lisa, bastonete. com
6015 5x10° brilhante i
esporos, G+
transparente, rosa, borda lisa, bastonete com
6016 1,5x10° brilhante
esporos, G+
6017 0 5x10° creme, borda irregular, fosca bastonete G-
6018 6x10° amarela, fosca, borda lisa bastonete, com
esporos, G+
6019 58 5x10° transparente, borda lisa, brilhante bastonete, com
’ esporos, G+
transparente, centro branco, bastonete. com
6021 7,5x10° borda lisa, brilhante i
esporos, G+
6022 transparente, borda irregular, bastonete. com
3x10° brilhante i
esporos, G+
transparente, amarelada, borda bastonete. com
6024 4x10° lisa, brilhante i
esporos, G+
transparente, laranja, borda lisa, bastonete. com
6025 2,5x10° brilhante i
esporos, G+
transparente, rosa, borda lisa, bastonete. com
6026 108 brilhante i
esporos, G+
6028 2 Bx10° amarela, fosca, borda lisa bastonete, com
’ esporos, G+
transparente, borda lisa, pouco bastonete. com
6029 38x10° brilhante, pequena i
esporos, G+
60210 0 5x10° creme, fosca, borda irregular bastonete G-
amarela mais forte, transparente, bastonete, com
60211 10° borda lisa, brilhante esporos, G+
amarela esbranquicada, borda bastonete, com
60212 8,5x10° lisa, brilhante esporos, G+
60214 6x10° creme, brilhante, borda irregular  bastonete, com
esporos, G+
transparente, centro branco, bastonete. com
6031 10° borda lisa, brilhante i
esporos, G+
6032 3,5x10° transparente, borda irregular, bastonete, com
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Total

Biopilha
90

brilhante

esporos, G+

transparente, amarelada, borda

bastonete, com

6034 4x10° lisa, brilhante
esporos, G+
transparente, laranja, borda lisa, bastonete. com
6035 0,5x10° brilhante !
esporos, G+
transparente, rosa, borda lisa, bastonete. com
6036 7x10° brilhante i
esporos, G+
5 amarela, fosca, borda lisa bastonete, G+, com
6038 38,5x10 esporos
transparente, borda lisa, pouco bastonete. com
6039 120x10° brilhante, pequena ’
esporos, G+
60310 0 5x10° creme, fosca, borda irregular bastonete, com
' esporos, G+
amarela mais forte, transparente, Bastonete. com
60311 14x10° borda lisa, brilhante i
esporos, G+
amarela esbranquigada, borda bastonete. com
60312 58x10° lisa, brilhante i
esporos, G+
creme, centro elevada, borda bastonete. com
60313 2x10° irregular i
esporos, G+
5 creme, brilhante, borda irregular  bastonete, com
60314 9x10 esporos, G+
Numero de
morfotipos £
amarela, borda lisa, pouco bastonete, com
9011 3x10° brilhante esporo,G+
transparente, amarelada, fundo bastonete, com
9012 6x10° furta cor, borda irregular esporo, G+
bege, fosca, borda irregular, bastonete, com
9013 1x10° superficie enrugada esporos, G+
creme, borda lisa, brilhante, cocobacilo G-
9014 28,5x10° aspecto aquoso
transparente, amarelada, bastonete, com
9015 1x10° brilhante, borda irregular esporo, G+
transparente, rosada, superficie  bastonete, com
9016 4,5x10° pouco brilhante, borda lisa esporo, G+
creme, borda irregular, opaca bastonete, com
9017 1x10° ' guiar, op esporos, G+
creme, rosada, borda irregular, bastonete, com
9018 0,5x10° superficie enrugada esporos, G+
creme, superficie enrugada, bastonete. com
9019 0,5x10° borda irregular i
esporos, G+
90110 2 Bx10° rosada, borda irregular bastonete, com
' esporos, G+
90111 3,5x10° branca, superficie enrugada, bastonete, com




borda irregular

esporos, G+

laranja, borda lisa, pouco

bastonete, com

90112 1,5x10° brilhante esporos, G+
6 bege, opaca, borda lisa bastonete, com
90113 0,5x10 esporos, G+
transparente, bege, borda bastonete, com
90114 0,5x10° irregular, centro mais bege esporos, G+
9021 17x10° creme, brilhante, borda lisa bastonete, G-
creme, opaca, borda irregular, )
9022 0,5x10° superficie rugosa bastonete G
centro creme, borda bastonete. com
9023 0,5x10° transparente, irregular, brilhante !
esporos, G+
9024 0 5x10° creme, clara, borda irregular bastonete, com
' esporos, G+
creme, rosada, superficie bastonete. com
9025 3x10° elevada, borda irregular, opaca !
esporos, G+
amarelada, borda lisa, pouco bastonete. com
9026 14,5x10° brilhante, elevada no centro !
esporos, G+
rosada, borda fina, transparente,
6 irregular, centro mais rosada, ¢/  bastonete, com
9027 0.5x10 circulo do qual partem raios esporos, G+
creme, borda irregular, superficie bastonete. com
9028 0,5x10° enrugada ’
esporos, G+
transparente, centro amarelado, bastonete. com
9029 2x10° borda irregular i
esporos, G+
transparente, rosada no centro, bastonete, com
90210 2,5x10° borda lisa, esporos, G+
transparente, borda irregular, bastonete, com
90211 0,5x10° aspecto de flor esporos, G+
amarela, pouco brilhante, borda  bastonete, com
90212 1,5x10° lisa esporos, G+
creme, borda irregular, opaca, bastonete, com
90213 0,5x10° grande esporos, G+
rosa, opaca, borda irregular, bastonete, com
90214 0,5x10° centro mais rosa esporos, G+
rosa, brilhante, borda lisa, fundo  bastonete, com
90215 0,5x10° furta-cor esporos, G+
branca, superficie enrugada bastonete, com
90216 0,5x10° ’ esporos, G+
9031 2,5x10° amarela, borda lisa, levemente bastonete, com

brilhante

esporos, G+
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Total

amarela leitosa, brilhante, borda

bastonete, com

5 .
9032 1x10 lisa esporos, G+
9033 0 5x10° rosa, borda lisa, brilhante bastonete, com
' esporos, G+
creme, rosada, borda lisa, bastonete. com
9034 23x10° brilhante !
esporos, G+
centro creme, borda bastonete. com
9035 11,5x10° transparente, lisa, pouco brilhante !
esporos, G+
creme, borda irregular, opaca, Bastonete. com
9036 1,5x10° coldnia grande !
esporos, G+
amarela, transparente, borda lisa, bastonete. com
9037 1x10° brilhante !
esporos, G+
bastonete em
9038 2%10° creme, opaca, borda irregular cadeia, com
esporos, G+
creme, clara, borda lisa, raios bastonete, com
9039 1,5x10° partindo do centro esporos, G+
Numer_o de 39
morfotipos
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10.2 Avaliacdo da densidade de bactérias heterotroficas totais e
degradadoras de compostos hidrofébicos (Oleo diesel, hexadecano e 6leo

de corte Daido-Dairoll PA5A) pela téchica do NMP (Numero mais provavel)

10.2.1 Determinacdo da populacao heterotréfica total

Para cada amostra, determinou-se a densidade de bactérias heterotroficas
totais, calculando-se o numero mais provavel (NMP/g) em meio Luria-Bertani
(LB), de acordo com Briones e colaboradores (1999), utilizando o software
Excel . Ap6s uma semana de incubacao, obteve-se os valores de absorvancia a
490nm. Estes valores foram utilizados para determinacdo do NMP/g. Todos os
pocos que apresentaram valores de densidade 6tica a 490 nm maiores que 0S
valores nos pocos controle (meio LB sem adi¢do das amostras diluidas) foram
considerados positivos.

A a densidade de bactérias heterotroficas totais ndo variou com a idade das
biopilhas, mantendo-se com a densidade de 6,55x10° NMP/g solo.
€comparando-se estes dados com os obtidos pelo método de plaqueamento
direto observa-se que os valores obtidos com a técnica de NMP foram 3,3 e 1,5
vezes maiores nas biopilhas de 30 e 60 dias, respectivamente, e 0,26 vez
menor na biopilha de 90 dias. Esta diferenca ndo € significativa, considerando a
complexidade de ambas técnicas e ndo atinge uma ordem de grandeza. Em um
estudo com biopilhas, Seabra (2005) analisou a contaminacdo artificial de
amostras de solos com hidrocarbonetos do petréleo e determinou a populacéo
microbiana heterotréfica total nas biopilhas ao longo do tempo. Inicialmente, as
contagens microbianas ficaram em torno de 10° NMP/g solo. Com o aumento da
idade das biopilhas (8 semanas de decomposicdo) os valores de NMP ficaram
em torno de 107 e10® NMP/g solo, e se estabilizaram ao final do experimento

(16 semanas de decomposicdo) em torno de 10’ NMP/g solo.

10.2.2 Quantificacao da populacdo de bactérias degradadoras de
compostos hidrofébicos (Hexadecano, Oleo diesel e Oleo Daido-Dairoll
PA-5A) pela técnica de NMP

Os dados das populacbes de bactérias degradadoras dos compostos 6leo

diesel, hexadecano e 6leo Daido-Dairoll-PA5A estdo apresentados na figura 5.
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Figura 5: Densidade da populacdo bacteriana degradadora de compostos
hidrofobicos: Oleo diesel (OD), Hexadecano (H) e Oleo Daido-Dairoll PA-5A
(OL) para as biopilhas de 30, 60 e 90 dias de decomposicdo determinada pela
técnica de NMP. Barras indicam os valores de desvio padréo. Médias seguidas
pelas mesmas letras no mesmo grupo de colunas ou de mesmos numeros nas
barras de mesmo padréo néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5 %
de probabilidade.

As densidades das populacdes bacterianas degradadoras variaram
significativamente entre as amostras de biopilhas de diferentes idades, e com
as fontes de carbono (p<0,05). De forma geral, para as amostras das biopilhas
de 30, 60 e 90 dias, a fonte de carbono que mais favoreceu o aumento da
populacdo foi o 6leo de corte Daido-Dairoll PA-5A, seguido de 6leo diesel e
hexadecano. A populacdo degradadora de 6leo diesel se manteve estavel ao
longo do periodo de estudo. A populacédo degradadora de hexadecano e de 6leo
Daido-Dairoll PA-5A diminuiu de 30 para 60 dias, e aumentou de 60 para 90

dias.
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Os dados de densidade das populacbes degradadoras de Oleo diesel,
hexadecano e Oleo Daido-Dairoll PA-5A foram comparados com os dados da
densidade total obtida a partir do crescimento em meio LB. A populacdo
degradadora de 6leo Daido-Dairoll-PA5A apresentou as maiores porcentagens
em relacdo a populacao total em todas as biopilhas (1,25, 12,52 e 4,18% para
as biopilhas de 30, 60 e 90 dias, respectivamente), seguida da populacéo
degradadora de 6leo diesel (0,73, 0,83 e 0,47% para as biopilhas de 30, 60 e
90 dias, respectivamente) e hexadecano (0,034, 0,005 e 0,033% para as
biopilhas de 30, 60 e 90 dias, respectivamente). Esta variacdo na densidade da
populacdo degradadora de substratos particulares sugere que a microbiota
associada a biopilha se modifica, a medida que ocorre o0 consumo destes
compostos (Bento et al., 2005), e a comunidade vai se ajustando para
metabolizar diferentes compostos ao longo do tempo de decomposi¢cdo. Mais
especificamente, a diferenca na composi¢cdo e no hiumero de micro-organismos

presentes capazes de tolerar e crescer nas fontes de carbono especificas.

10.3. Avaliacao da diversidade metabdlica de populacdes bacterianas

cultivaveis utilizando o sistema ECOPLATE-Biolog

Para estudar a diversidade metabdlica das populacdes, foram utilizados os
parametrosriqueza (S), indice de diversidade de Shanon (H), e a equitabilidade
(E). S é definida como o numero de fontes de carbono utilizadas pela
comunidade microbiana e H reflete a rigueza de substratos e a intensidade com

gue esses substratos séo utilizados pela microbiota (Zak et al., 1994).

Esses parametros variaram com a idade da biopilha (p<0,05) (Tabela 3). O
aumento da idade da biopilha de 30 para 60 dias causou um aumento
transiente da diversidade metabdlica microbiana, a qual volta a ser
estatisticamente igual na biopilha de 90 dias. O mesmo padrdo é observado
para os dados de equitabilidade de substratos, que avalia a uniformidade de
utilizacdo de um substrato em relacdo ao numero de substratos utilizados pela

microbiota nas diferentes biopilhas.
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Tabela 3: indice de diversidade de Shannon para diversidade funcional, riqueza
e equitabilidade da comunidade microbiana das biopilhas com diferentes
idades.

Idade da biopilha indice de Shannon Riqueza Equitabilidade
(dias) (H) ) B
30 3,216 a 29a 0,955 a
60 3,375 b 30b 0,992 b
90 3,376 b 30b 0,995 b

- As médias seguidas pelas mesmas letras, numa mesma coluna, néo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott, com nivel minimo de significancia de 0,05.

Comunidades microbianas diferem de outras comunidades biolégicas devido ao
imenso namero de espécies envolvidas e, também, por seu curto periodo de
geracdo. Assim, alteracbes nas condicdes ambientais responsaveis pela
substituicdo de nichos microbianos podem favorecer a habilidade de espécies
previamente dormentes em se tornar competitivas e dominar a comunidade
(Yan et al., 2000).

O estudo do perfil fisiologico de comunidades pode refletir o potencial da
microbiota analisada em degradar diferentes fontes de carbono (Teng et al.,
2010). O que se pode observar em nosso estudo, € que a diversidade
metabodlica das amostras aumentou com a idade das biopilhas, o que pode
indicar que as biopilhas com maiores idades tém o potencial para degradar um
maior nimero de compostos. Esse resultado mostra-se interessante, a partir do
momento em que um dos objetivos deste estudo foi caracterizar melhor os
micro-organismos presentes nas biopilhas, que podem ser produtores de
compostos ativos de superficie. Os ambientes contaminados com
hidrocarbonetos s&o interessantes para esse tipo de estudo, pois séo
conhecidos por possuirem uma razdo de C: P/N maior que em ecossistemas
naturais (Becker, 1999). Isso acarreta em um maior namero de micro-
organismos em condi¢cdes de metabolizar prontamente diversos compostos de

interesse, ja que o fluxo de nutrientes € alto.

O perfil metabolico deve ser considerado um indicador relativo de alteracdes

nas comunidades microbianas em diferentes condigcbes ambientais (Gomez et
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al., 2004), e seus resultados devem ser interpretados com parcimonia,
considerando-se que as diferentes fontes de carbono nas microplacas Biolog
EcoPlate® ndo abrangem toda a gama de compostos nutricionais presentes
nos ambientes naturais (Konopka et al., 1998). Ainda, segundo Ros e
colaboradores (2008), a utilizacdo de um método dependente de cultivo para
avaliar a diversidade microbiana tem limitagdes, pois ndo inclui os micro-

organismos nao cultivaveis, que provavelmente predominam nos solos.

Estudos envolvendo o uso de técnicas moleculares para determinar a
seletividade dos pocos Biolog sem se basear em microrganismos cultivaveis
(DiGiovanni et al., 1997) revelam que a diversidade de microrganismos que
crescem em diferentes fontes de C € menor que a encontrada na amostra

original, com diferentes selec¢des preferenciais em funcéao da fonte de carbono.

10.3.1 Metabolismo Heterotréfico Médio

O Metabolismo Heterotréfico Médio (MHM) foi determinado para saber como as
fontes de carbono estdo sendo consumidas ao longo do tempo. Ele foi
determinado através da capacidade média de utilizacdo das 31 fontes de
carbono em placas Biolog (Figura 6). Observa-se que os valores de MHM
aumentaram com a idade da biopilha. Na analise de varidncia, as menores
médias foram atribuidas a biopilha de 30 dias. Ja para as biopilhas de 60 e 90
dias o MHM foi maior, e considerado estatisticamente igual entre elas (p<0,05).
A andlise do tempo de incubagdo das amostras nas placas de Biolog-
ECOPLATE, revelou uma diferenga significativa entre 24, 48 e 72 h, indicando
gue para uma mesma amostra o MHM se modifica ao longo do tempo, com
uma tendéncia para a estabilizacdo. Como houve uma prévia padronizacao do
indculo, os maiores valores de MHM encontrados nas amostras ndo podem ser
atribuidos a uma maior biomassa microbiana, mas refletem, provavelmente,
alteracOes na fisiologia da comunidade (Haack et al.,1995). A variacdo do MHM
reflete, provavelmente, uma alteracdo da comunidade microbiana resultante da
aclimatacdo nas biopilhas adicionadas de compostos oleosos. Esta
reestruturacdo da comunidade microbiana resultou em modificacdes do estado

metabolico, e, consequentemente do MHM.
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Para avaliar se as microbiotas das biopilhas variaram quanto a cinética de
utilizacdo das 31 fontes de carbono, determinou-se a velocidade de utilizacéo
dos substratos em funcéo do tempo, indicada pelo coeficiente angular das retas
obtidas pelas plotagens dos valores de MHM em funcao do tempo. Os maiores
valores foram observados para a biopilha de 60 dias (0,0298 e R?=0,98),
seguida da de 90 dias (0,0287 e R?=0,92) e 30 dias (0,0135 e R?=0,99).

1,8
EE 24 h
1,6 B3 [C—148h
B3 72 h

14 - I ; 82;

T

1.0 - Bl
.0 B1

0,8 A A2 }

MHM (D.O. a 595 nm)
>
w

0,6 -

Al

0.2 - I
0,0 T T T

0 30 60 90

Idade das biopilhas

Figura6: Metabolismo Heterotrofico Médio (MHM) das biopilhas de 30, 60 e 90
dias, incubadas por 24, 48 e 72 h em placas Biolog-ECOPLATE. Barras indicam
os valores de desvio padrdo. Médias seguidas de mesmas letras entre os
grupos de colunas e de mesmos nimeros no mesmo grupo de colunas foram
consideradas estatisticamente iguais pelo teste de Scott-Knott com nivel
minimo de significancia de 0,05.

A similaridade dos perfis de utilizagdo de fontes de C pela microbiota nas
biopilhas de diferentes idades pode ser avaliada também através da anélise de
agrupamento do vizinho mais proximo. Os dados mostram que de uma maneira
geral o perfil de utilizacdo de fontes de C pela microbiota das biopilhas de 60
dias foi mais semelhante ao da biopilha de 90 dias (distancia euclidiana de

1,22) do que a de 30 dias (distancia euclidiana de 5,28) (Figuras 7). No
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Distancia entre os grupos

dendrograma vertical, a leitura é feita da direita para esquerda, no qual o eixo y
indica as distancias entre os grupos gque foram formados, e

a posicado da reta na escala, ou 0 eixo X, representa 0s grupos unidos por
ordem

decrescente de semelhancga.
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Figure 7. Andlise de agrupamento dos dados de Metabolismo Heterotréfico
Médio (MHM) das biopilhas pelo método de ligacdo simples considerando a
distancia euclidiana como medida de dissimilaridade para as biopilhas de
diferentes idades.

Houve diferencas quanto aos grupos de substratos utilizados pela comunidade
microbiana das biopilhas, indicando diferenciacdo funcional destas
comunidades microbianas (Figura 8). Neste dendrograma, quanto menor a
distancia entre dois substratos, mais semelhantemente eles foram consumidos
pela microbiota bacteriana. Nao foi possivel agrupar os compostos pelas

classes quimicas, de acordo com Dobranic e Zak (1999).

56



= 'c L © c
« © S S £ 4 c c £ o5 8
9 £ o
£ 583 8% 9 95 4 E 4 SE 928825
S os & ccl =252 3035053a8 29889231873 0O
—-—wd—lEmmmCOOO_Q._OQ,_(/)H"'U)(UC_QU)UG)\_‘_._
E522R8np 0 0LENGETZETOEZgOESOO0L 08 3
C95cE593232888853205352 08wl 35002220 L=
LsalLoXkFFesEodoocooo8Eoon 800 oc od
] \\J
0,16 \\
0,32 i
0,48

0,64

Distance
[
1

0,81

0,96 1

1,12

Figura 8: Analise de agrupamento dos dados de Metabolismo Heterotréfico
Médio (MHM) das biopilhas de 30, 60 e 90 dias pelo método de ligacao simples
considerando a distancia euclidiana como medida de dissimilaridade para as
diferentes fontes de carbono.

11 Isolamento de bactérias degradadoras de compostos hidrofébicos

pelos métodos de enriquecimento e selecao de superficies hidrofébicas

Para a obtencéo dos isolados, as amostras das biopilhas de diferentes idades
foram submetidas a dois métodos de selecdo, o enriguecimento em meio
mineral contendo diferentes fontes de carbono, e a selecdo de de micro-
organismos com superficies hidrofébicas por meio do método de flotacéo.

11.1 Isolamento de bactérias degradadoras de compostos hidrofébicos
(hexadecano, Oleo diesel e 6leo lubrificante) pelo método de

enriquecimento
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De uma forma geral, o nimero de isolados variou com a fonte de carbono
utilizada no enriquecimento. A utilizacdo de Oleo diesel (1% v/v) como fonte
principal de carbono e energia possibilitou o isolamento de 8, 4 e 6 morfotipos
para as biopilhas de 30, 60 e 90 dias, respectivamente (Tabela 4). Ja com a
utiizacdo de hexadecano (1% v/v) foram obtidos 1, 3 e 7 isolados para as
biopilhas de 30,60 e 90 dias, respectivamente. Por fim, o isolamento realizado
com Oleo lubrificante possibilitou a selecdo de 4, 5 e 4 morfotipos para as
biopilhas de 30,60 e 90 dias, respectivamente. Ao todo foram obtidos 42
isolados, sendo que Oleo diesel e 6leo lubrificante foram as fonte de carbono

gue possibilitaram a selecdo de um maior nimero de isolados.

Os isolados obtidos foram descritos e realizou-se a coloracdo pelo método de
Gram para a descricdo da morfologia das células, presenca de arranjos,
esporos e o tipo de reacéo tintorial a coloracdo de Gram (Tabela 4). Houve a
repeticdo de morfotipos nas diferentes biopilhas. Dos 13 isolados da biopilha de
30 dias, 5 sao bactérias Gram positivas e 8 Gram negativas. J& na biopilha de
60 dias foram isolados 4 morfotipos Gram positivos e 8 Gram negativos. Por
fim, foram selecionados 16 morfotipos Gram positivos e 1 Gram negativo na
biopilha de 90 dias. Na biopilha de 30 dias os morfotipos mais predominantes
foram bastonetes sem arranjo (7), seguido de bastonetes com esporos (4), com
arranjo (1) e coco (1). Na de 60 dias, houve predominio de bastonetes sem
arranjos (9), seguidos de bastonetes sem esporos (3). Ndo foram observadas
células com arranjos nem do tipo cocos. Por fim, na biopilha de 90 dias foram
encontrados somente bastonetes sem arranjo (10) e bastonetes com esporos

7).

A técnica de enriquecimento € comumente empregada para a selecao de micro-
organismos degradadores, utilizando-se meios de cultura adicionados de fonte
de carbono especificas. A escolha em utilizar as fontes de carbono hidrofobicas
em nosso trabalho é pautada na grande quantidade de trabalhos publicados
utilizando fontes dessa natureza (Lin et al., 2009). E bem conhecido na
literatura que micro-organismos cultivados em hidrocarbonetos sao capazes de
produzir biopolimeros com atividades emulsificantes e surfactantes. Isto pode

ser considerado uma estratégia biolégica para aumentar a disponibilidade de
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substratos hidrofébicos (Toledo et al., 2006), por isso o enriqguecimento se
mostra uma estratégia interessante para a selecdo de produtores de CAS.
Entretanto, encontra-se também trabalhos que utilizam fontes hidrofilicas que

sejam capazes de induzir a formagéo de CAS.

Ruggeri e colaboradores (2009) isolaram bactérias produtoras de compostos
ativos de superficie de ambientes contaminados com hidrocarbonetos. No
enriquecimento foram utilizados substratos hidrofilicos e hidrofébicos (melado
de beterraba, glicose, n-hexadecano e 6leo de canola) para a selecao destes
micro-organismos. Foram obtidas um total de 27 linhagens bacterianas, das
quais 19 foram produtoras desses compostos. Todas as fontes de carbono
utilizadas foram adequadas para a producdao de CAS por esses isolados. Em
um estudo com isolados de solo e agua contaminados com 6leo cru e seus
subprodutos, Batista e colaboradores (2006) isolaram 185 linhagens,
provenientes do enriqguecimento em meio mineral contendo 6leo cru ou gasolina
como fonte de carbono. 19 isolados foram detectados como produtores de
compostos ativos de superficie utilizando o teste colapso da gota.

Tabela 4: Descricdo morfolégica das col6nias, morfologia celular e reacao
tintorial de Gram dos isolados obtidos nas biopilhas de 30, 60 e 90 dias
obtidas pelo método de enriquecimento.

Local de . Meio de Morfologia da célula,
. Morfotipo . e A ~ .
isolamento isolamento Descrigdo das colbnias reacdo tintorial de
Gram
Biopilha 30 EOD3011 MMBOD creme,ponto escuro no centro, bastonete com
borda lisa, opaca esporo,G+
EOD3012 MMBOD amarela, borda lisa, opaca Bastonete,G-
EOD3013 MMBOD creme,borda lisa, brilhante Bastonete, G-
EOD3014 MMBOD castanha clara, borda irregular, Bastonete,G-
opaca
EOD3021 MMBOD creme, borda lisa, brilhante Bastonete, G-
EOD3022 MMBOD creme, borda lisa, brilhante bastonete com esporo,
G+
EOD3031 MMBOD creme, borda lisa, brilhante, com Coco,G-
elevacéo

EOD3032 MMBOD amarela, borda lisa, opaca Bastonete,G-




EH3021 MMBH branca, opaca, borda lisa, ("véu" ao  Bastonete em cadeia,
redor das colbnias) G+
EOL3011 MMBOL creme, amarelada, centro mais bastonete com
escuro esporo,G+
EOL3021 MMBOL creme, escura, borda lisa, brilhante Bastonete, G-
EOL3022 MMBOL branca, borda lisa, brilhante bastonete com esporo,
G+
EOL3031 MMBOL creme, amarelada, centro mais Bastonete, G-
escuro
13
Total
EOD6011 MMBOD creme, borda irregular, centro mais  bastonete com esporos,
escuro G+
EOD6012 MMBOD branca, borda irregular, brilhante Bastonete, G-
EOD6013 MMBOD creme, borda lisa, opaca bastonete com esporos,
G+
EOD6021 MMBOD  branca, borda irregular, centro mais Bastonete, G-
escuro
EH6011 MMBH creme, centro elevado, borda Bastonete, G+
irregular, opaca, centro escuro
EH6012 MMBH amarela, borda irregular, opaca, Bastonete, G-
Biopilha 60 pequena
EH6032 MMBH branca, flamentosa, borda irregular Bastonete, G-
EOL6011 MMBOL amarela, borda lisa, brilhante, bastonete com esporos,
pequena G+
EOL6012 MMBOL branca, brilhante, borda lisa Bastonete, G-
EOL6031 MMBOL opaca, grande, filamentosa Bastonete, G-
EOL6032 MMBOL creme amarelada, centro mais Bastonete, G-
escuro, borda mais clara
EOL6033 MMBOL creme, brilhante, borda lisa Bastonete, G-
12
Total
Biopilha 90 EOD9011 MMBOD creme, amarelada, borda irregular, Bastonete, G+
opaca
EOD9012 MMBOD  creme, borda lisa, brilhante, aspecto Bastonete, G-
aquoso
EOD9021 MMBOD amarela, borda irregular, opaca Bastonete com esporo,
G+
EOD9022 MMBOD branca, borda lisa, brilhante Bastonete, G+
EOD9031 MMBOD branca, borda lisa, brilhante Bastonete com esporo,

G+
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EOD9032 MMBOD creme, borda irregular, centro mais  Bastonete com esporo,

corado, aspecto de vulcédo G+
EH9011 MMBH creme-rosada, borda irregular, Bastonete, G+
opaca
EH9013 MMBH transparente, brilhante, borda lisa Bastonete, G+
EH9021 MMBH amarela clara, borda lisa, brilhante ~ Bastonete com esporo,
G+
EH9022 MMBH branca, borda lisa, brilhante, muito Bastonete, G+
pequena
EH9031 MMBH branca, borda lisa, brilhante Bastonete, G+
EH9032 MMBH branca, borda lisa, opaca Bastonete com esporo,
G+
EH9033 MMBH amarela, borda irregular, opaca Bastonete, G+
EOL9011 MMBOL branca, opaca, muito pequena, Bastonete, G+
borda irregular
EOL9012 MMBOL amarela, borda irregular, pouco Bastonete com esporo,
brilhante G+
EOL9013 MMBOL amarela, borda irregular, pouco Bastonete com esporo,
brilhante G+
EOL9014 MMBOL branca, borda lisa, brilhante Bastonete, G+
Total 17

Legenda: MMBOD (Meio Mineral para bactérias + 1% O6leo diesel); MMBH
(MMB+ 1% Hexadecano); MMBOL (MMB+ 1% 6leo Daido-Dairoll-PA5A)

11.2 Selecao de bactérias com superficie hidrofébica (flotacao)

A utilizacdo da metodologia baseada na flotacdo de bactérias com superficies
hidrofébicas permitiu a obtencdo de 53 isolados, dos quais 19 foram
provenientes da biopilha de 30 dias, 20 da de 60 dias e 14 da biopilha de 90
dias. A descricdo das colbnias, morfologia das células, arranjo e a reacao
tintorial de Gram se encontram descritos na Tabela 5. Ao todo foram obtidos 31
isolados Gram positivos (somente bastonetes) e 22 isolados Gram negativos

(bastonetes e cocos).

Como no enriquecimento, a morfologia celular mais predominante foi o
bastonete sem esporos para as biopilhas de 30 e 60 dias (14 e 12 isolados
respectivamente), seguido de bastonetes com esporo (4 e 7 isolados

respectivamente). Observou-se a presencga de 1 coco Gram-positivo na biopilha



de 60 dias. Os isolados provenientes da biopilha de 90 dias se constituiram em
sua maioria de bastonetes com esporos (9), bastonetes (2), bastonetes com
arranjo sem esporos (1) e bastonetes com arranjo e esporos (2), esse ultimo

morfotipo foi encontrado somente nesta biopilha.

A técnica de flotacdo para a selecdo de micro-organismos com superficie
hidrofobica foi relatada primeiramente por Smith e Furcolow, 1964 e
posteriormente adaptada por Iwatsu e colaboradores (1981). Satow e
colaboradores (2008) utilizaram essa técnica para a selecdo de leveduras
negras de ambientes contaminados com hidrocarbonetos. Segundo os autores,
a adicao de 6leo mineral ao meio parece ser fundamental para o sucesso da
técnica, uma vez que permite a formacdo de fases distintas na suspensao

concentrando células de superficie hidrofébica na interface agua-6leo.

Este método foi escolhido, uma vez que a importancia da hidrofobicidade
celular na quebra de emulsdes tem sido citada na literatura constantemente. De
acordo com Liu e colaboradores (2011) ela é dependente de fatores como o
meio de crescimento, pH, as propriedades fisico-quimicas e a composi¢ao das
moléculas constituintes da superficie celular, e pode explicar em parte o
processo de quebra de emulsdes. A alta hidrofobicidade celular permite o
acesso direto a compostos hidrofébicos, adeséo nas gotas de 6leo na interface,
levando a desestabilizacdo destes sistemas. Em algumas espécies, como
Rhodococcus sp., a hidrofobicidade constitui um dos principais mecanismos

que permite o contato direto com gotas grandes de 6leo (Bredholt, et al., 1998).

Tabela 5: Descricao morfoldgica das col6nias, reacao tintorial de Gram e
morfologia celular dos isolados das biopilhas de tratamento de residuos
oleosos obtidas pelo método de flotacao.

Local de

isolamento Morfotipo Descri¢do das colbnias Morfologia da célula  Gram
Biopilha 30 F3011 rosa, brilhante, borda lisa bastonete G-
F3012 creme, brilhante, borda lisa, centro mais bastonete com esporo G+
creme
F3013 creme, opaca, borda irregular bastonete G-

F3014 rosa, opaca, borda irregular bastonete G-




F3015 transparente, borda lisa, opaca bastonete com esporo G+

F3016 rosa, opaca, borda lisa bastonete G-

F3017  branca, opaca, elevada, borda irregular, bastonete G-

F3018 branca, opaca, elevada, borda irregular, bastonete G-

F3019 creme, opaca, borda irregular bastonete em G-
cadeias

F3021 branca, borda elevada, irregular, opaca, bastonete G+

F3022 rosa no centro, borda clara e lisa, bastonete G+

brilhante
F3023 branca, cotonosa, borda irregular bastonete G+
F3024 transparente, borda irregular, reverso bastonete G+
furta-cor

F3025 creme, borda irregular, opaca bastonete, com G+
esporo

F3026 transparente, opaca, borda filamentosa bastonete, com G+
esporo

F3027 transparente, opaca, borda irregular Bastonete G-

F3031 branca, borda irregular, opaca, (L) Bastonete G-

F3032 creme, opaca, centro emaranhado, Bastonete G-

borda lisa, (L)
F3033 amarela, muito pequena Bastonete G-
Total 19
Biopilha 60 F6011 creme, transparente, borda irregular, Bastonete G+
reverso furta cor

F6012 creme, borda lisa, brilhante Bastonete G+

F6013 creme, borda irregular, fosca, bastonete com G+
€sporos

F6014 laranja, borda lisa, brilhante bastonete com G+
esporos

F6015 creme, borda irregular, mais clara, bastonete com G+
centro mais fosco, esporos

F6016 transparente, borda irregular bastonete com G+
esporos

F6017 branca, borda irregular, muito pequena coCcos G+

F6018 transparente, borda mais clara, centro  bastonete com esporo G+

mais colorido, tendendo para rosa,
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raiada

F6021 creme, fosca, borda irregular, centro bastonete G-
mais creme

F6022 creme, brilhante, borda lisa Bastonete G+

F6023 transparente, borda irregular, brilhante bastonete G+

F6024 creme amarelada, borda lisa, brilhante bastonete G+

F6025 creme, fosca, colonia elevada bastonete G-

F6026 creme, fosca, borda irregular bastonete G-

F6031 laranja, borda lisa, brilhante bastonete G-

F6032 creme, borda irregular, fosca, (L) Bastonete G-

F6033 transparente, borda irregular, centro bastonete com G+
creme esporos

F6034 transparente borda, centro fosco, borda bastonete com esporo G+

irregular,
F6035 rosa, borda lisa, brilhante, pegajosa bastonete G-
F6036 amarela, borda lisa, brilhante bastonete G-
Total 20

Biopilha 90 F9011 creme, brilhante, borda lisa bastonete com G+
esporos

F9012 creme, fosca, borda irregular bastonete em G+

cadeias, com esporos
F9013 creme, borda lisa, brilhante, aspecto  bastonete com esporo G+
aquoso

F9014 marrom, fosca, borda irregular Bastonete com G+
€esporos

F9015 amarela, centro mais creme, brilhante, Bastonete G-

borda lisa

F9016 rosada, fosca, borda irregular bastonete com esporo G+

F9017 rosa, fosca, borda lisa bastonete, com G+
esporos

F9021 creme, opaca, borda irregular, furta-cor Bastonete G-

F9022 creme, elevada, borda irregular, fosca bastonete com G+
esporos

F9023 branca, fosca, borda irregular Bastonete em G+

cadeias, com esporos
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F9024 rosa, fosca, elevada Bastonete com G+

esporos
F9031 rosa, brilhante, borda lisa, fundo furta- bastonete com esporo G+

cor

F9032 amarela, brilhante, borda lisa, grande  bastonete em cadeias G-
F9033 transparente- creme, fosca, elevada, bastonete com G+

borda irregular esporos

Total 14
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12 Crescimento, atividade emulsificante e surfactante de linhagens

produtoras de compostos ativos de superficie

Os isolados obtidos com o método de enriquecimento e selecdo de superficies
hidrofébicas foram avaliados quanto a capacidade de produzir moléculas ativas
de superficie apds o cultivo em meio mineral adicionado de diferentes fontes de
carbono, Oleo diesel, hexadecano e glicose. Em nosso estudo as linhagens
isoladas foram testadas em relagdo a capacidade hemolitica, porém foram
realizados outros testes para confirmacao da producédo de CAS, como medida do
E.. e a atividade surfactante. Os resultados relativos a estes testes estédo
apresentados nas tabelas 6 e 7, cada uma com os resultados para os isolados
obtidos com os diferentes métodos de isolamento, enriquecimento e flotacéo,

respectivamente.

12.1 Crescimento em diferentes fontes de carbono

Para verificar a produgdo de substancias emulsificantes ou surfactantes os
isolados foram cultivados em meio mineral acrescido de fontes de carbono
hidrofébicas e hidrofilicas. O crescimento variou de acordo com as fontes
utilizadas e os isolados. De uma maneira geral, a analise de variancia revelou que
as maiores médias de crescimento foram proporcionadas pelo cultivo em meio
mineral contendo Oleo diesel. O crescimento em hexadecano e glicose foi
considerado estatisticamente igual. Dentre os isolados analisados, EOL6031,
EOD9022, EOD3013 foram os isolados que apresentaram os menores valores de
densidade dtica . No outro extremo, os isolados EH9032, EH6031, F6021 e
EOL9014 apresentaram as maiores densidades o6ticas. No desdobramento dos
dados, a influéncia das fontes de carbono foi analisada para cada linhagem. Em
alguns casos, as diferentes fontes de carbono promoveram um crescimento
estatisticamente igual (EH3021, EH6011, EH6034, EH6035, dentre outros),
diferente (EH9032, F6015), ou igual para no minimo duas fontes de carbono
(EH6012, EH6021, EOD9021, EOD3012), como na maioria dos casos.

Analisando os dados de variancia, os isolados provenientes dos diferentes
meétodos de selecdo foram agrupados em 5 classes (a5>a4>a3>a2>al) de acordo

com os valores de densidade 6tica. No grupo com 0s menores valores (al, a2)
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predominaram isolados provenientes do enriquecimento, assim como no grupo
com os maiores (a5). Somente em um grupo (a3) houve predominancia de
isolados da flotacdo. No grupo a4 ndo houve predominio. Na tabela 8 abaixo,

seguem os valores de referéncia para as classes citadas acima.

Tabela 8: Valores de densidade 6tica a 600 nm agrupados em 5 classes pela

analise de variancia

Classe al a2 a3 ad ab

Faixa de D.O 0,07-0,28 0,31-0,52 0,54-0,80 0,83-0,99 1,05-1,21
600 nm

Legenda: D.O — densida o6tica

12.2 Hemdlise em &gar sangue e formacdo de halos em meio sdélido

contendo CTAB-azul de metileno

Para a biopilha de 30 dias, 43% dos isolados apresentaram atividade hemolitica.
Os isolados EOD3012, EOD3013 e EOL3011 (14% dos isolados) apresentaram
hemolise quando cultivados nas trés fontes de carbono, o que ndo ocorreu para
os demais isolados. Houve um numero maior de resultados positivos (hemalise
total) para os isolados cultivados em hexadecano e glicose. Ja para os isolados
obtidos com o processamento da biopilha de 60 dias, o nimero de resultados
positivos (71%) foi maior que os da biopilha de 30 dias, assim como os isolados
gue apresentaram atividade hemolitica cultivados nas trés fontes de carbono, em
torno de 26% dos isolados, quais sejam: EH6034, EH6035, EH6036, F6013,
F6017, F6018, F6021, F6024 e F6026. Novamente, hexadecano e glicose
propiciaram um maior numero de resultados positivos (57% e 51%
respectivamente). Por fim, a biopilha de 90 dias apresentou 0 menor percentual
de isolados positivos para hemolise (22%) sendo que apenas 11% promoveram a
lise hemécias quando cultivados nas trés fontes de carbono (FO9031 e F9032).
Nesse caso a glicose promoveu 0 maior percentual de resultados positivos (21%)

seguidos de oleo diesel e hexadecano (10,5% para ambos).

A hemolise em agar sangue de carneiro é utilizada por alguns autores como um
teste primario para a selecdo de linhagens produtoras de CAS (Gandhimathi et

al., 2009; Thavasi et al., 2008). Este ensaio deve ser acompanhado de testes



mais especificos e sensiveis para a deteccdo de CAS, ja que 0S micro-
organismos podem produzir outras substancias, que nao do tipo CAS, capazes de

lisar hemacias, assim como alguns CAS podem ndo promover a hemolise.

Em um estudo com 205 isolados ambientais, diferentes filogeneticamente,
Youssef e colaboradores (2004) detectaram 81 isolados que ndo promoveram a
hemolise, porém 31 deles foram positivos para a atividade surfactante, quando
avaliados por outros métodos como colapso da gota e espalhamento de dleo.
Shavandi e colaboradores (2011) utilizaram a selecdo por hemdlise juntamente
com a medida da tensao superficial para obter uma melhor frequéncia de micro-
organismos produtores de compostos ativos de superficie. Das 169 linhagens
bacterianas testadas, 42 foram positivas para hemodlise, sendo que 12
apresentaram atividade surfactante, de acordo com a medida da tenséo

superficial.

A formagédo de halos azuis no meio contendo CTAB-azul de metileno foi negativa
para todos os isolados testados, indicando possivelmente a auséncia da producéo

de CAS anidnicos de baixo peso molecular (Walter et al., 2010).

12.3 Avaliacao da atividade emulsificante

A producdo de agentes emulsificantes foi avaliada determinando-se o indice de
emulsificacdo (E..) dos sobrenadantes das culturas. Os isolados obtidos na
biopilha de 30 dias ndo apresentaram atividade emulsificante ap6s o crescimento
em nenhuma das fontes de carbono utilizadas. Para a biopiha de 60 dias, dos 35
isolados testados, apenas 5 apresentaram atividade emulsificante (EH6012,
EH6032, EOL6011, F6021, F6033). Esta atividade parece ser dependente da
fonte de carbono. O isolado EH6012 apresentou E., de 53,8% quando cultivado
em MMB adicionado de glicose. O indice de emulsificacdo foi negativo para as
demais fontes de carbono testadas. O isolado EH6032 apresentou E., de 41,2%,
também quando cultivado em meio mineral adicionado de glicose. O isolado
EOL6011 apresentou Ez de 70,3 % quando cultivado em meio mineral acrescido
de Oleo diesel. Para as demais fontes de carbono, essa atividade foi negativa. O
isolado F6021 foi o Unico que apresentou atividade emulsificante quando cultivado

nas 3 diferentes fontes de carbono. Os indices foram 67,2%, 72,4% e 50% para
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Oleo diesel, hexadecano e glicose, respectivamente. Para este ultimo isolado, as
fontes de carbono hidrofébicas favoreceram os maiores indices de emulsificacéo,
ao contrario dos demais isolados que produziram compostos emulsificantes
guando a fonte de carbono era glicose. O isolado F6033 apresentou o menor
indice de emulsificagcdo (24%), correspondente ao cultivo em meio mineral
adicionado de hexadecano. Somente 1 isolado da biopilha de 90 dias (F9031)

apresentou atividade emulsificante, que foi de 43%.

A atividade emulsificante também variou de acordo com a metodologia de selecao
dos isolados. Os indices de emulsificacdo variaram de 41,5% a 70,3% nos
isolados provenientes do enriquecimento, e de 24% a 70,7% para os isolados da

flotacéo.

Muitos trabalhos tém comparado a producdo de substancias emulsificantes
provenientes do cultivo com fontes de carbono de diferentes naturezas. O
crescimento em hidrocarbonetos induz a sintese de CAS, mas isso ndo é um pré-
requisito para todos os organismos (por exemplo os isolados EH9032, F9021). A
mudanca no substrato frequentemente pode induzir modificacbes na estrutura da
molécula, alterando assim as propriedades do surfactante. A escolha da fonte de

carbono é, entdo, determinada pela aplicacdo especifica pretendida
(Kronenberguer, 2007).

Em um estudo com trés linhagens de Gordonia sp. Franzetti e colaboradores
(2008) verificaram a producdo de dois tipos moléculas ativas de superficie. Um
bioemulsificante extracelular, capaz de estabilizar emulsdes, sintetizado a partir
do cultivo em hidrocarbonetos e fontes de carbono sollveis em agua, e outro
biossurfactante ligado a parede celular, capaz de reduzir a tensdo superficial,

produzido somente quando na presenca de hidrocarbonetos.

Em estudo que avaliou a producdo de ramnolipideos por uma linhagem de
Pseudomonas aeruginosa EM1 Wu e colaboradores (2008) estudaram a
influéncia de sete fontes de carbono (glicose, glicerol, sucrose, hexano, 6leo de
oliva, acido oléico e 6leo de soja), quatro de nitrogénio, e ainda a influéncia da
relacdo C/N na producdo do biossurfactante. As fontes mais favoraveis para a

producdo e as atividades avaliadas (indice de emulsificacdo, reducao da tenséo
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superficial) foram glicose e glicerol, indicando que a fonte de carbono preferivel é

dependente da linhagem.

Quando se observou os valores de crescimento dos respectivos isolados nas
diferentes fontes de carbono, nem sempre a fonte que promoveu o maior aumento
da biomassa foi a mesma a induzir a producdo de CAS. O isolado EH6012, que
produziu substancia emulsificante somente quando cultivado em glicose,
apresentou valores do crescimento para esta fonte (0,154 unidade de D.O a 600
nm) menores em relacdo aos em o6leo diesel e hexadecano, que foram 0,345 e
0,719 respectivamente. A mesma relacéo foi observada para o isolado EH6032 e
F6033 e F9031. Para o isolado EOL6011 os valores de crescimento em Oleo
diesel, hexadecano e glicose foram proximos (0,306, 0,257 e 0,398,
respectivamente) porém somente o cultivo com 6leo diesel induziu a producéo de
CAS. O isolado F6021, apresentou atividade em todas as fontes de carbono
testadas e os valores de D.O de 1,302, 1,006 e 1,207 para O6leo diesel,

hexadecano e glicose respectivamente.

Estes resultados estdo de acordo com alguns encontrados na literatura, que
indicam que a fonte de carbono que propicia o0 aumento da biomassa microbiana,
nem sempre sera a que ira induzir a produgéo de CAS. Shavandi e colaboradores
(2011) relataram um estudo com a linhagem de Rhodococcus sp. TA6, que
avaliou o efeito de diferentes fontes de carbono (sucrose, querosene, n-heptano,
n-octano, n-hexadecano, n-parafina e gasolina) na producdo e na caracterizacao
quimica do biossurfactante produzido pela linhagem. Sucrose se mostrou como a
melhor fonte de carbono para o crescimento microbiano, porém os melhores
resultados para a as atividade avaliadas (tensdo superficial e indice de
emulsificacdo) foram maiores quando a linhagem foi cultiva em meio mineral

contendo querosene ou parafina.

12.4 Avaliacdo da atividade surfactante

A atividade surfactante foi avaliada por meio da determinagdo do aumento do
diametro da gota de sobrenadante, em placas de poliestireno. De uma forma
geral, a fonte de carbono que mais contribuiu para o aumento no diametro da gota

de sobrenadante foi o 6leo diesel. Os valores variaram de 0 cm a 0,81 cm.
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Entretanto, este maior valor foi obtido com o cultivo do isolado EOD6012 em MMB
contendo glicose. A analise de variancia revelou que esta atividade variou
conforme a fonte de carbono utilizada e a linhagem. A influéncia dos métodos de

selecdo dos isolados foi estudada com analises de variancia em separado.

Para os isolados provenientes do enriquecimento, a fonte de carbono que
promoveu uma maior atividade surfactante foi o 6leo diesel, seguido da glicose e
hexadecano. Houve diferenca significativa (p<0,05) entre as atividades
correspondentes aos cultivos, em cada uma das fontes de carbono. As menores
atividades surfactantes foram promovidas pelos sobrenadantes das culturas dos
isolados EH6036, EH9032, EOL6012 e EOD9032. As maiores pelos isolados
EOD3021, EH6031, EOD6013, EOD6012. No desdobramento dos dados, a
influéncia da fonte de carbono sobre a atividade surfactante das linhagens
também foi analisada. Em alguns casos, ndo houve diferenca significativa entre
as atividades promovidas pelas fontes testadas (isolados EOD9011, EOD9031 e
EOD9032), ou a diferenca foi observada para apenas duas fontes de carbono
(EOD3011, EOL9012 e EOD3013), ou para todas as fontes (EOD6012).

Na avaliacao da atividade surfactante dos isolados da flotac&o, foram observadas
algumas diferencas em relacdo ao método anterior. A fonte de carbono que
promoveu uma maior atividade surfactante foi o 6leo diesel, seguida da glicose e
hexadecano que foram consideradas estatisticamente iguais. As menores
atividades surfactantes foram promovidas pelos sobrenadantes das culturas dos
isolados F9021, F6025, F6013 e F3024, e as maiores pelos sobrenadantes de
F3027, F9031, F3025 e F6021. No desdobramento dos dados, a influéncia das
fontes de carbono sobre a atividade surfactante das linhagens também foi
analisada. Em alguns casos, ndo houve diferenca significativa entre as atividades
promovidas pelas fontes testadas (F3012, F6034 e F6036), ou a diferenca foi
observada para apenas duas fontes de carbono (F6035, F9024 e F9032). Para
nenhum dos isolados avaliados, as atividades surfactantes foram
significativamente diferentes quando consideradas as trés fontes de carbono
(p<0,05).

Morita e colaboradores (2007) investigaram a producéo de glicolipideos e lipideos

do tipo manosil-eritritol por duas linhagens de leveduras Pseudozyma antartica e
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P. aphidis, quando as linhagens foram cultivadas em glicose e glicerol, e
avaliaram a atividade surfactante por meio da medida do diametro da gota de
sobrenadante das culturas em superficies hidrofébicas. Os autores observaram
que atividade surfactante variou de acordo com a espécie estudada, e a fonte de
carbono utilizada para o cultivo. P. antartica produziu colapso da gota significativo

guando cultivada em glicose, ao passo que P. aphidis ndo produziu.

Considerando todos os fatores avaliados nesta secéo, pode-se observar que em
alguns casos a presenca de hemolise, foi acompanhada das atividades
emulsificante e surfactante (EH6032,F6021, F6033 e F9031). O caso do isolado
EODG6012 chama a atencao ja que a presenca de CAS foi detectada pelos teste
de indice de emulsificacdo e atividade surfactante, e ndo pela hemolise. Esta
atividade juntamente com a surfactante s&o comumente realizadas para verificar a
presenca de moléculas capazes de reduzir a tensdo superficial de liquidos.
Diferentemente, a atividade emulsificante detecta moléculas que atuam na
estabilizacdo dos sistemas interfaciais. O que observamos em nosso trabalho e
em alguns outros (Wu et al., 2008), é que nenhuma dessas atividades excluem a
importancia e a utilizacdo das outras. Em um trabalho de prospeccédo, como o
nosso, a realizacdo de diversos testes se faz necesséaria para obter um maior
namero de isolados, com potencial de produzir diversos tipos de moléculas ativas

de superficie.
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Tabela 6: Crescimento, hemolise, indice de emulsificacao e atividade surfactante apés o cultivo em MMB adicionados de OD,

ou H ou G, dos isolados obtidos com o0 método de enriquecimento.

Isolado Crescimento Hemodlise E2 Atividade surfactante (cm)
Biopilha oD H G oD H oD H oD H G
30
EOD3011 0,21 0,03 0,02
0,560D(:0,12) 0,785D(:0,13) 1,039D(:O,07) ) i ) i (0,02) (£0,03) (0,02)
1 1 1 Ba, Aa; Aa;
EOD3012 0, 259 (+x0,02) | 0, 146 (x0,01) | 0,8135 (+0,05) 0,09 0 0,02
Ba; Ba; Ba, + + - - (x0,02) (+0,00) (£0,02)
Aay Aa, a
EOD3013 0,249 (+0,05) 0,032 (+0,00) 0,051 (+0,05) 0,17 0,03 0,03
Aa; Aa; Aa; + + ) i (x0,00) (x0,00) (£0,00)
Ba2 Aal Aal
EOD3021 0,579(+0,17) 0,038(+0,00) 0,038(+0,00) 0,31 0,13 0,15
Ba, Ba, Ba - + - - (x0,12) (x0,10) (x0,05)
Caz Bal Bal
EOD3022 0, 549 (+0,08) | 0,685 (+0,13) 0,783 (x0,02) 0,19 0,06 0,02
Ca; Ca; Ca; - - - - (x0,00) (£0,02) (£0,02)
Ba, Aa,; Aa,
EOD3031 0,592 (+0,01) 0,689 (+ 0,03) 0,846 (+0,02) 0,12 0,06 0,09
Cas Cas Ca; - - - - (x0,00) (£0,02) (£0,05)
Aai Aa, Aa;
EOD3032 0,363 (+0,01) 0,359 (+0,00) 0,360 (+0,04) 0,14 0,02 0
Ba; Ba; Ba; - - - - (x0,00) (+0,02) (x0,00)
Aa, Aa, Aa;
EH3021 0,983 (+0,04) 1,019 (+0,03) 0,700 (+0,06) 0,13 0 0
Day Day Da; - + - - (x0,11) (x0,00) (x0,00)
Aa, Aa, Aa;
EOL3011 0,321 (+0,01) 0,214 (+0,01) 0,172 (+0,01) 0,13 0,22 0,17
Aay Aay Aa; + + - - (x0,06) (x0,15) (£0,02)
Aa; Aa; Ba;
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EOL3021 | 0,508 (+0,11) | 0,386 (+0,25) | 0,279 (+ 0,07) 0,11 0,05 0
Ba Bas Bas ; - (+0,04) | (x0,05) | (0,00)
Aa; Aa, Aa;
EOL3022 | 0,244 (+0,00) | 0,244 (x0,00) | 0,616 (+0,03) 0,10 0 0
Ba Ba, Ba, + - (+0,02) | (+0,00) | (+0,00)
Aal Aal Aal
Biopilha 60
EOD6011 | 0,165 (+0,02) | 0,632 (x0,22) | 0,203 (+0,01) 0,32 0,04 0
Ba Ba. Ba, + - (+0,04) | (x0,00) | (0,00)
Ca, Aa, Aa;
EOD6012 | 0,336 (+0,02) | 0,152 (+0,03) | 0,076 (+0,00) c3go | 0:22 0,04 0,81
Aa, Aa, Aa, - G002 | (2000) | (£000) | (:0,00)
- Ba Aa; Cas
EOD6013 | 0,537 (+0,04) | 0,205 (x0,01) | 0,619 (0,15) 0,32 0,08 0,26
Ba Ba Ba + - (+0,02) | (¥0,04) | (0,26)
Ca; Aay Ba;
EOD6021 | 0,260 (+0,08) | 0,524 (x0,19) | 0,929 (0,09) 0,37 0 0
Ca Ca Ca . ] (+0,02) | (+0,00) | (+0,00)
Ca Aa; Aa;
EH6011 0,393 (+0,10) | 0,633 (+0,05) | 0,124 (+0,04) 0,22 0 0,06
Ba: Ba: Ba; - - (x0,15) (+0,00) (+0,06)
Ba, Aa; Aa;
EH6012 0,345 (+0,11) | 0,719 (+0,10) | 0,154 (+0,01) 0,10 0,02 0,25
Ba, Ba, Bas - - (+0,06) | (+0,02) | (+0,08)
Aal Aal BaZ
EH6021 | 0,549 (+0,19) | 0,359 (x0,01) | 1,732 (0,02) 0,25 0,23 0
Da Da Da. - - (+0,00) | (+0,10) | (+0,00)
Ba, Ba, Aa;
EH6031 | 0,640 (+0,08) | 1,050 (x0,62) | 1,685 (+0,04) 0,31 0,23 0
Eas Eas Ea - - (+0,02) | (x0,02) | (0,00)
Ca, Ba, Aa,
EH6032 | 0,300 (£0,07) | 1,196 (x0,02) | 0,892 (+0,37) A15% 0,21 0,04 0
Ca Ca, Ca, + 002 | (010) | (£004) | (:000)
- Ba, Aa,; Aa,
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EH6033 | 0,342 (+0,16) | 0,378 (x0,00) | 0,843 (0,04) 0,09 0 0,06
Ba, Ba Ba, - - - (+0,02) | (+0,00) | (+0,06)

Aal Aal Aal

EH6034 | 0,125 (0,01) | 0,181 (x0,02) | 0,059 (+0,01) 0,16 0,08 0
Aa Aa Aa, + + - (+0,04) | (x0,00) | (20,00)

Aay Aa, Aa,

EH6035 0,973 (+0,13) | 1,020 (+0,00) | 0,998 (+0,05) 0 0,04 0,04
Das Das Da, + + - (x0,00) (£0,04) (x0,04)

Aa; Aa; Aa;

EH6036 | 0,602 (+0,19) | 0,435 (x0,11) | 1,369 (+0,01) 0,07 0 0,02
ca Ca Ca + + - (+0,07) | (+0,00) | (+0,02)

Aay Aa; Aa;

EOL6011 | 0,306 (+0,05) | 0,127 (+0,00) | 0,398 (0,32) 20.39% 0 0 0
Aa Aa Aay - - : (+0,00) | (+0,00) | (+0,00)

(+0,00)

Aal Aal Aal

EOL6012 | 1,353 (x0,00) | 0,328 (x0,30) | 0,110 (+0,02) 0 0,02 0,02
Ba. Ba Ba - + - (+0,00) | (x0,02) | (20,02)

Aay Aa, Aa,

EOL6031 | 0,059 (+0,00) | 0,084 (+0,01) | 0,068 (+0,01) 0,14 0 0,07
Aa Aa, Aay - - - (£0,00) | (£0,00) | (+0,04)

Aa; Aa; Aa;

Biopilha 90

EOD9011 | 1,092 (+0,60) | 0,364 (x0,03) | 0,802 (+0,11) 0,09 0 0,08
Ca; Ca Ca - + - (0,02) | (+0,00) | (+0,04)

Aa; ay Aay

EOD9022 | 0,131 (+0,06) | 0,136 (x0,06) | 0,065 (0,00) 0,06 0 0,08
Aa Aa Aa, ; ; - (+0,02) | (x0,00) | (0,04)

Aai Aa, Aa,;

EOD9031 | 0,716 (x0,41) | 0,727 (x0,05) | 0,477 (x0,32) 0,11 0 0,06
Ca: Ca: Ca, - ; ; (+0,04) | (0,00) | (0,06)

Aa; Aay Aa;

EOD9032 | 0,100 (+0,00) | 0,250 (x0,01) | 0,176 (0,05) 0,03 0 0
Aa Aa Aay - + - (£0,00) | (x0,00) | (+0,00)

Aai Aa; Aa;
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EH9013 | 0,311 (:0,12) | 0,236 (x0,02) | 0,552 (+0,19) 0,07 0,04 0,04
Ba, Ba, Ba, (+0,07) | (x0,04) | (+0,04)

Aal Aal Aal

EH9021 | 1,010 (+0,17) | 0,560 (x0,11) | 0,221 (0,00) 0,04 0 0
Ca, Ca Ca, (+0,04) | (x0,00) | (+0,00)

Aay Aa, Aa,

EH9022 | 0,174 (+0,04) | 0,088 (x0,01) | 0,132 (+0,00) 0,14 0,07 0,04
Aas A Aay (£0,00) | (£0,00) | (+0,04)

Aa; Aa; Aa;

EH9031 | 0,634 (+0,13) | 0,857 (x0,58) | 0,370 (+0,03) 0,08 0,02 0,13
Cas Cas Cay (+0,08) | (x0,02) | (+0,02)

Aay Aa; Ba;

EH9032 | 1,632 (+0,31) | 1,179 (x0,39) | 0,344 (+0,01) 0 0 0,02
Eas Ea, Ea, (+0,00) | (x0,00) | (+0,02)

Aal Aal Aal

EOL9011 | 0,327 (+0,17) | 0,479 (x0,01) | 0,364 (0,25) 0,05 0 0,13
Bas Bas Ba, (+0,05) | (x0,00) | (+0,02)

Aay Aa, Ba,

EOL9012 | 0,122 (+0,00) | 0,186 (+0,08) | 0,107 (+0,01) 0 0,07 0,19
A A Aay (£0,00) | (x0,00) | (+0,02)

Aa; Aa; Ba:

EOL9013 | 0,700 (+0,09) | 0,752 (x0,09) | 0,684 (+0,01) 0,08 0,06 0,02
Cas Cas Cay (£0,04) | (x0,02) | (+0,02)

Aay Aa; Aa;

EOL9014 | 1,647 (+0,08) | 1,135 (x0,03) | 0,849 (+0,02) 0,09 0,12 0,03
Ea, Ea, Ea, (£0,02) | (x0,12) | (+0,00)

Aal Aal Aal

Legenda: MMB-Meio Mineral para bactérias; OD-0leo diesel; H- hexadecano; G-glicose. Letras mailsculas iguais na mesma
coluna, e mindsculas seguidas de niumeros na mesma linha, foram considerados estatisticamente iguais, com nivel minimo de

significancia de 0,05 pelo Teste de Scott-Knott.
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Tabela 7: Crescimento, hemolise, indice de emulsificacao e atividade surfactante apés o cultivo em MMB adicionados de OD, H

ou G (1% vlv) dos isolados obtidos com o método de flotacao.

Biopilha Isolado Crescimento Hemadlise E2 Atividade surfactante
oD H G oD H oD H oD H G
30 F3012 0,582 (+0,11) 0,563 (£0,20) 0,471 (£0,02) 0,02 0 0,04
Ca; Ca; Ca; i i i i (x0,02) | (x0,00) | (x0,04)
Aa, Aay Aa;
F3015 1,164 (+0,18) 1,092 (+0,45) 0,259 (+0,01) 0,28 0,08 0,04
Da Da Da; - - - - (x0,00) | (x0,00) | (x0,00)
Ba, Aay Aa;
F3019 0,694 (+0,02) 0,606 (+0,04) 0,475 (£0,17) 0,12 0 0,02
Ca; Ca; Ca; - - - - (x0,00) | (£ 0,00) | (x0,02)
Aal Aal Aal
F3022 0,247 (+0,03) 0,467(+0,14) 0,421(+0,06) 0,15 0 0,08
Ba; Ba; Ba; - - - - (x0,00) | (x0,00) | (+0,08)
Ba; Aa; Aa;
F3023 0, 885 (+0,32) 0,626 (+0,02) 0,589 (+0,00) 0,05 0,02 0
Ca Ca Ca; - - - - (x0,02) | (x0,00) | (x0,00)
Aa,; Aa; Aa,
F3024 0,789 (+0,02) 0,621 (+0,02) 0,611 (+0,05) 0,05 0 0
Ca; Ca; Ca; ) ) i i (x0,02) | (x0,00) | (x0,00)
Aal Aal Aal
F3025 0,595 (x0,10) 0,359 (+£0,00) 0,959 (+0,21) 0,21 0 0,26
Ca; Ca; Ca; - - - - (x0,14) | (x0,00) | (x0,05)
Ba, Aay Ba;
F3026 1,241 (£0,12) 0,774 (x0,06) 0,788 (+0,00) 0,06 0 0
Da, Da; Da; - - - - (x0,02) | (x0,00) | (x0,00)
Aa, Aay Aa;
F3027 0,443 (+0,05) 0,214 (+0,01) 0,770 (£0,00) + - - - 0,17 0 0,26
Ba, Ba; Ba, (x0,02) | (x0,00) | (x0,07)
Ba, Aa; Ba,
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60

F3033 | 0,282 (+0,12) | 0,318 (x0,06) | 0,754 (+0,08) 013 | 0 0
Bas Bas Bas - ; - | (@0,02) | (+0,00) | (0,00)

Aa,; Aa; Aa,

F6011 | 0,303 (+0,03) | 0,201 (+0,04) | 0,058 (x0,01) 012 | 0 0
Aa; Aa; Aa; - - - (x0,08) | (x0,00) | (x0,00)

Aal Aal Aal

F6013 1,243 (+0,24) | 0,449 (x0,01) | 0,257(0,02) 0,02 0 0
Ca, Ca: Ca: - ; - | (x0,02)| (0,00)| (0,00)

Aa; Aa; Aa;

F6014 0,386 (x0,21) | 0,341 (+0,06) | 0,076 (+0,01) 005 | 0,11 0
Aa Aa Aay - ; - | (20,05)| (+0,00)| (0,00)

Aa,; Aay Aa,

F6015 1,006 (+0,06) | 1,618 (+0,01) | 0,073 (x0,02) 008 | 021 0
Da. Das Das ] ] | (#0,04) (20,08) | (0,00)

Aa; Ba, Aa;

F6016 0,043 (0,10) | 1,225 (+0,50) | 0,371 (+0,10) 008 | O 0
Ca, Ca Cas . ; - | @0,04)| (20,00)| (+0,00)

Aa; Aa; Aa;

F6017 0,345 (0,22) | 0,210 (x0,05) | 0,098 (+0,01) 0,18 0 0,04
Aa Aa Aa i : .| (#0,07) (+0,00)| (+0,04)

Ba, Aa; Aay

F6018 0,181 (0,02) | 0,136 (x0,02) | 0,115 (+0,00) 012 | 0,27 0
Aa; Aax Aa - - - (x0,08) | (x0,27) | (x0,00)

Aa; Ba. Aay

F6021 1,302 (+0,31) | 1,006 (£0,05) | 1,207(x0,16) 672% | 707% | s0% | 019 | 007 | 030
Ea, Eas Ea, 0,07 | (£0,02) | 0.00) (18;(130) (10500) (igfe)

1 1 2

F6022 0,388 (0,03) | 0,622 (x0,04) | 0,796 (+0,00) 019 | 010 | 008
Ca: Ca. Cas - ; - | (@0,00) | (£0,02) | (0,04)

Ba; Aa; Aa,

F6023 0,977 (£0,24) | 0,562 (+0,03) | 0,813 (+0,04) 021 | 012 | 004
Bas Bas Bas - ; - |(0,02)| (0,08) | (0,00)

Ba; Aa; Aa;

F6024 0,507 (0,25) | 0,091 (x0,03) | 0,583 (x0,56) - - - | o2 0 0,02
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Ba, Bay Ba, 0,02) | (+0,00) | (0,02)
Ba, Aa; Aa;

F6025 0,160 (£0,04) | 0,135 (+0,02) | 0,118 (0,02) 0,02 0 0
Aa Aa Aa, - (0,02) | (x0,00) | (0,00)

Aa,; Aa; Aa,

F6026 0,492 (+0,39) | 0,109 (+0,01) | 1,369 (+0,01) 0,10 0 0,08
Ba Ba Ba, - (+0,10) | (+0,00)| (+0,08)

a-l Aal Aa.l

F6031 0,214 (£0,06) | 0,175 (+0,00) | 0,265 (+0,03) 0,29 0 0,02
Aay Aa Aa - (+0,10) | (+0,00) | (x0,02)

Ba, Aa; Aa;

F6032 0,957 (+0,06) | 0,128 (x0,00) | 0,188 (x0,01) 0,19 0 0,04
Ba, Bay Ba, - (+0.,00) | (+0,00) | (x0,00)

Ba; Aa; Aay

F6033 0,420 (£0,00) | 0,388 (+0,03) | 0,237 (+0,02) 4% 015 | 004 | 006
Ba Ba Bas (0,00} (18234) (12,20) (12:;)6)

1 1 1

F6034 0,993 (+0,41) | 0,878 (+0,22) | 0,789 (+0,13) 0,06 0 0,10
Da. Da. Day - (0,02) | (+0,00) | (0,02)

Aa; Aa; Aa;

F6035 0,146 (x0,01) | 0,303 (x0,03) | 0,090 (+0,09) 0 0,11 0
Aay Aay Aas - (+0,00) | (+0,11) | (0,00)

Aa; Aa, Aa;

F6036 0,459 (0,03) | 0,700 (x0,07) | 0,269 (x0,02) 0,07 0 013
Ba; Ba; Ba, - (x0,07) | (x0,04) | (x0,00)

Aa; Aa; Aay

90  |F9016 0,843 (£0,03) | 0,655 (+0,07) | 0,525 (+0,10) 0,07 | 0,09 0
Ca Ca Cas - (0,00) | (x0,02) | (0,00)

Aa,; Aa; Aa;

F9021 0,435 (+0,01) | 0,785 (x0,01) | 0,408 (+0,04) 0 0 0
Ca Ca Ca - (+0,00) | (+0,00) | (0,00)

Aa; ai Aa,

F9024 0,212 (+0,13) | 0,569 (+0,09) | 0,629 (+0,01) - 026 | 005 0
Aa; Aa; Aa. (+0,05) | (x0,05) | (x0,00)

Ba, Aa; Aa;
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FO031 0,820 (+0,06) 0,213 (x0,00) 0,131 (+0,00) 43% 0,18 0,19 0,08
Ba, Bay Ba, (+0.00) | (£0:06) | (0,04 | (0,04

- Bal Bal Aa1

F9032 0,154 (£0,08) | 0,412 (+0,07) | 0,322 (+0,07) 002 | 007 | 018
Ca, Ca Ca - 1 @0,02) | #0,07) | (0,12)

Aa,; Aay Ba;

Legenda: MMB-Meio Mineral para bactérias; OD-6leo diesel; H- hexadecano; G-glicose. Letras mailsculas iguais na mesma
coluna, e minusculas seguidas de niumeros na mesma linha, foram considerados estatisticamente iguais, com nivel minimo de

significancia de 0,05 pelo Teste de Scott-Knott.

80



13 Ensaios de de-emulsificacao

13.1 Avaliacao da atividade de-emulsificante

Alguns isolados que apresentaram atividade de hemdélise em agar sangue foram
testados quanto a capacidade de promover a separacdo das fases Oleo e
solucdo aquosa em emulsdes A/O. Para a emulsdo Span80-querosene, os tubos
apos serem inoculados com as fracdes da cultura mostraram uma clara
separacdo de fases; na parte superior uma fase de querosene, uma fase
mediana na interface e uma fase aquosa no fundo do tubo. O volume da fase
mediana foi entdo quantificado e a de-emulsificacdo determinada em

porcentagem.

A atividade de-emulsificante dos isolados variou em relacdo a fonte de carbono
utilizada para o crescimento prévio ao teste, e também em relacédo a idade da
biopilha de origem dos isolados. A tabela 9 mostra a diminuicdo da altura da
camada emulsionada. Dentre os 13 isolados testados, a atividade de-
emulsificante variou de 0 a 94%. A fonte de carbono que promoveu as maiores
taxas de de-emulsificacéo foi a glicose. Analisando-se a biopilha de origem dos
isolados, para as de 30, 60 e 90 dias os isolados apresentaram melhor atividade
guando cultivados em glicose. Em alguns casos atividade de-emulsifiante foi O
guando cultivado em Oleo diesel e foi de 94% quando cultivado em glicose
(isolado: EOD3013).

Vérios trabalhos tém demonstrado que a fonte de carbono presente no meio de
cultivo pode influenciar a atividade de-emulsificante das culturas microbianas.
Nadarajah e colaboradores (2002) utilizando uma cultura mista de bactérias
observaram que as culturas cultivadas em 6leo cru ou 6leo de motor 10W30
apresentaram atividades de-emulsificantes de uma emulsdo modelo agua-
guerosene semelhante, 96 %. O cultivo em meio contendo 6leo de colza
promoveu uma atividade de 80 %. Ja o cultivo em substratos hidrofilicos, como a
glicose, amido e sacarose, promoveu as menores taxas de de-emulsificacao,
com valores inferiores a 80 %. Foi sugerido pelos autores que a alta producéo de
componentes associados a célula ou biossurfactantes responsaveis pela

atividade de-emulsificante foi induzida pelos hidrocarbonetos constituintes do
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petréleo. Liu e colaboradores (2010) também estudaram o efeito de diferente
fontes de carbono na producdo de um de-emulsificante produzido pela linhagem
Alcaligenes sp. S-XJ-1. Apds o cultivo em lactose, sucrose, amido, acetato de
sédio e citrato de sddio, como fontes hidrofilicas, e em varios Oleos vegetais
(amendoim, girassol, canola,palmeira, soja), os autores encontraram melhores
taxas de de-emulsificacdo quando a linhagem foi cultivada nas fontes
hidrofbicas (6leos). Entretanto em nosso estudo encontrou-se uma boa taxa de

guebra de emulsdo quando os isolados foram cultivados em glicose (94%).

Tabela 9: Diminuicdo da altura da camada de emulsdo pela inoculacao de
cultura dos isolados, cultivados em MMB acrescidos de 6leo diesel ou
glicose (1% viv), em emulsdo modelo Span 80- querosene (1:1)

Isolados Oleo diesel Glicose
H emulsionada H 6leo H solugéo %DE H H dleo H solugédo %DE

aquosa emulsionada aguosa

EOD3012 0,8 1,1 1 56 0,2 1,05 1,55 89
(20,1) (£0,00) (£0,0) (£0,0) (£0,05) (£0,05)

EOD3013 1,8 (£0,1) 1 0 0 0,1 1,05 15 94
(+0,0) (+0,0) (+0,0) (+0,05) (+0,00)

EOL3011 1,8 0 0 0 1,8 0 0 0
(x0,1) (x0,0) (x0,0) (+0,1) (x0,0) (x0,0)

EOL3022 1,8 1 0 0 0,2 1,15 1,55 (+0,05) 89

(£0,1) (+0,00) (£0,0) (£0,0) (£0,05)
F3027 1,8 0,95 0 0 0,25 (+0,05) 1,05 1,5 (+0,00) 86
(£0,1) (£0,05) (£0,0) (£0,05)

F6011 0,85 1 0 53 1,8 1 0 0
(%0,15) (£0,02) (x0,00) (£0,1) (£0,0) (x0,00)

F6016 1,8 1 0 0 1,15 (+0,05) 1 0,65 36
(0,1) (£0,00) (x0,00) (£0,00) (+0,05)

F6017 1,8 1 0 0 1,65 (£0,15) 1,15 0,05 8
(+0,1) (+0,00) (+0,00) (+0,05) (+0,05)

F6018 1,8 1 0 0 1,1 1,15 0,65 39
(20,1) (£0,00) (x0,00) (£0,2) (£0,05) (£0,15)

F6025 1,5 1,05 0,35 17 1,8 1,15 0,05 0
(+0,2) (+0,05) (+0,15) (¢0,1) (+0,05) (+0,05)

F6026 1,3 0,95 0,25 28 1,1 1,05 0,7 39
(+0,1) (+0,05) (+0,05) (+0,1) (+0,05) (0,2)

F6031 1,25 1,05 0,55 31 1,05 (+0,05) 1,1 0,75 42
(£0,15) (£0,05) (£0,15) (£0,1) (+0,05)

F6035 1,75 1 0,00 3 0,7 1,15 1,05 61
(+0,05) (+0,00) (£0,00) (£0,0) (£0,05) (+0,05)
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Controle: camada emulsionada: 1,8 (*£0,00); Legenda: H- altura da camada
emulsionada; OD-0leo diesel; G-glicose

As taxas de separacao das fases oleosa e aquosa também foram medidas, com
o intuito de entender a dindmica da de-emulsificacdo. Para todas as emulsdes
analisadas, a separacdo da fase oleosa (querosene) ndo ocorreu
simultaneamente a separacdo da fase aquosa (solucdo de Span 80).
Primeiramente, se observou a separacdo da fase oleosa. A fase aquosa
comecava a se separar depois, e ao final do periodo de sete dias a altura dessas
fases foi determinada. Huang e colaboradores (2009) também observaram o
mesmo padrdo de separacdo, em um estudo de de-emulsificacdo com uma
cultura de Alcaligenes sp. em emulsdo do tipo dgua em 6leo, como a de nosso
estudo. A fase continua da emulsdo se agrega e separa antes da fase dispersa.
Provavelmente o fato de estar em maior quantidade possibilita uma interacéo
mais rapida com as culturas das células, desencadeando todo o processo de

desestabilizacdo da emulsao.

13.2 Estudo da hidrofobicidade celular dos isolados com atividade de-

emulsificante

Os dados da hidrofobicidade celular se encontram na figura 9 (A e B). A
hidrofobicidade variou conforme os isolados, o método de selecédo e a fonte de
carbono utilizada no crescimento. Para a maioria dos resultados, a
hidrofobicidade foi maior quando o cultivo ocorreu em 6leo diesel. Entretanto,
alguns isolados apresentaram hidrofobicidade maior quando cultivados em
glicose. Para estes Uultimos resultados ndo sdo encontrados similares na
literatura. No geral, a hidrofobicidade foi maior nos isolados obtidos com a
flotacdo. Porém nao houve correspondéncias com os maiores valores de quebra

de emulsao.

As caracteristicas superficiais tem sido relatadas como importantes para as
capacidades emulsificantes e de-emulsificantes. Nos isolados obtidos com o
enriquecimento, observou-se uma maior hidrofobicidade dos isolados Gram-
negativos. Ja na flotacdo os isolados Gram-positivos apresentaram valores
maiores. Liu e colaboradores (2011) observaram que a reducdo da

hidrofobicidade celular pode ser acompanhada de uma aumento na carga
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negativa na superficie celular em linhagens de-emulsificantes. Provavelmente, as
diferencas de resultados para as mesmas linhagens podem ser decorrentes das
diferencas nas cargas superficiais da parede celular. Esta variavel é influenciada
por fatores como a fonte de carbono, pH. Estes dados podem ser confirmados se
analisarmos o potencial zeta das células. Com esse parametro seria possivel

caracterizar melhor a hidrofobicidade das células em estudo.

Figura 9: Hidrofobicidade das linhagens isoladas pela técnica do
enriquecimento (A) e pela técnica de flotacdo (B) cultivadas em meio
mineral adicionado de é6leo diesel e glicose.
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14 Identificacdo dos isolados obtidos com os diferentes métodos de

selecao

A amplificagdo do fragmento do gene rDNA 16S foi realizada com sucesso em
isolados empregando os iniciadores 8F e 907R. Na andlise por eletroforese em
gel de agarose 1,0 %, foi observado que o produto de PCR de todos os isolados
bacterianos apresentaram 0 mesmo tamanho de banda esperado,
aproximadamente 1000 pb. A técnica de sequenciamento foi realizada para
identificar o género ou até mesmo a espécie dos isolados obtidos por meio da
comparacao das sequéncias estudadas com as depositadas no Genbank. Foi
utilizada somente a sequéncia “foward” para a comparacéo inicial no banco de
dados. Posteriormente, as sequéncias “foward” e “reverse” serdo alinhadas para
gerar as sequéncias consenso, que serao entdo comparadas novamente e darao
o resultado definitivo do sequenciamento. Dos 48 isolados enviados para o
sequenciamento somente 16 foram identificados. Os resultados séo

apresentados na tabela 10.
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Tabela 10: Sequenciamento da regido 16S do rDNA dos isolados obtidos
com os métodos de enriquecimento e flotacdo, utilizando os iniciadores 8F

e 907R.
Biopilha Isolado PbY Identificacdo Score Identidade
EOD3012 494/91 Stenotrophomonas sp 725 95%
30 dias EOD3031 493/87 Paracoccus sp 381 94%
EOL3022 474/90 Bacillus sp. 416 91%
EOD6021 166/87 Citrobacter sp 204 95%
EH6011 302/92 Bacillus sp. 438 94%
EH6012 160/82 Pseudomonas sp. 156 88%
EH6021 170/91 Bacillus sp. 248 95%
EH6031 157/84 Bacillus sp. 91,7 94%
60 dias F6011 691/91 Bacillus sp. 1002 94%
F6014 150/85 Bacillus sp. 193 94%
F6015 188/83 Bacillus sp. 178 87%
F6016 326/90 Bacillus sp. 387 94%
F6017 157/94 Staphylococcus saprophyticus 278 99%
F6024 191/85 Nocardioides sp. 139 85%
F6034 157/87 Bacillus sp. 167 96%
90 dias F9033 264/92 Bacillus sp. 353 97%

1/ Pb = namero de pares de base da sequéncia

Ao todo foram identificados 7 géneros diferentes. O género mais predominantes
foi Bacillus sp., representado por 10 isolados, os demais géneros tiveram apenas

1 isolado cada.

Espécies dos géneros Bacillus e Pseudomonas tém sido frequentemente
recuperadas de ambientes contaminados com petrdleo, e muitas vezes
apresentam altas taxas de degradacdo de hidrocarbonetos (Das et al., 2007).
Esses micro-organismos costumam ser produtores de moléculas ativas de
superficie. Uma das moléculas com a mais alta atividade de superficie conhecida
€ a surfactina, produzida pela espécie Bacillus subtilis. Algumas espécies do
género Pseudomonas sao conhecidas por produzirem uma gama de compostos
ativos de superficie, comumente conhecidos como ramnolipideos, e que tem sido
empregadas na biorremediacdo de solos contaminados com derivados do
petréleo (Wu et al., 2008).

No género Paracoccus sao relatadas espécies denitrificantes, presentes em
solos (Kniemeyer et al.,, 1999). Jeon e colaboradores (2011) relataram o

isolamento de Paracoccus sp. a partir de culturas de enriquecimento com
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hidrocarbonetos volateis.

O género Stenotrophomonas tem sido isolado de ambientes contendo
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (Molina et al.,, 2009). A linhagem S.
maltophila ja foi caracterizada como capaz de utilizar uma gama de compostos
organicos como fonte de carbono, incluindo alcanos, fendis clorinados, dentre
outros. S&o micro-organismos desejaveis para serem utilizados em
biorremediagéo, ja que muitos sitios com derivados do petroleo sdo comumente

contaminados com hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (Juhasz et al., 1998).

O género Nocardioides sp. ja foi isolado de ambientes contaminados com 6leos,
e comumente se encontra a presenga das enzimas monooxigenases, conhecidas
por seu papel na oxidagcdo de compostos organicos como alcanos, alcenos,
hidrocarbonetos aromaticos (Sayavedra-Soto et al.,, 2011). A linhagem
Nocardioides sp. CF8 ja foi relatada na literatura com a capacidade de crescer
em presenca de uma ampla faixa de hidrocarbonetos (C2 a C16), butano, alcoois
primarios, acidos carboxilicos e fenol (Hamamura et al., 2000).

Para o género Citrobacter ndo foram encontradas referéncias relacionando esse
género a producdo de compostos ativos de superficie. As espécies do género
sdo comumente associadas ao trato gastrointestinal de mamiferos. Kwan Oh e
colaboradores (2003) relataram o isolamento de uma linhagem Citrobacter sp.
Y19 isolada de um digestor anaerébio de lodo de tratamento de agua, capaz de

produzir H, a partir da fermentacgédo da glicose.

Para o género Staphylococcus também ndo foram encontradas referéncias

relacionando esse género a producédo de compostos ativos de superficie.
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15 CONCLUSOES

-A amostragem nas biopilhas de decomposi¢cdo com produtos oleosos mostrou-
se adequada para a obtencdo de bactérias produtoras de compostos ativos de

superficie.

-Foi possivel determinar a populacao heterotrdfica total e degradadora utilizando
a técnica de numero mais provavel. Para a primeira, os valores foram da ordem
de 10’ NMP/g amostra. Ja a populacdo degradadora variou de 10° a 10’ NMP/g
amostra. Os menores valores populacionais foram da populacédo degradadora de
hexadecano e os maiores da populacdo degradadora de 6leo Daido-Dairol PA-
5A.

-Diversidade metabdlica da comunidade presente nas amostras da biopilha foi
estudada. Este parametro foi considerado alto ja que as amostras foram capazes
de consumir pelo menos 29, das 31 fontes de carbono testadas.

-As técnicas de enriquecimento e flotacao foram suficientes para a obtencao dos

isolados. Ao todo foram obtidos 74 isolados.

-Os isolados selecionados foram capazes de crescer em meio mineral
adicionado de diferentes fontes de carbono (6leo diesel, hexadecano e glicose),
apresentado diferentes valores de densidade 6tica a 600nm, de acordo com a

fonte em questéo.

-Varios isolados foram capazes de produzir compostos ativos de superficie a
partir do cultivo nos diferentes meios de cultura. Os compostos encontrados

foram do tipo surfactantes e emulsficantes.
-Alguns isolados testados para hemdlise, foram também avaliados quanto a
guebra de emulsbes. Essa atividade variou conforme a linhagem e a fonte de

carbono em que foram cultivados.

-A hidrofobicidade ndo se correlacionou com as taxas de quebra de emulséo.
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-Alguns isolados foram identificados em um sequenciamento da regido 16S do
rDNA. Os géneros encontrados foram Bacillus sp. Stenotrophomonas sp.,
Paracoccus sp., Pseudomonas sp., Nocardioides sp., Citrobacter sp., e

Staphylococcus sp.
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16 PERSPECTIVAS

Considerando-se os resultados obtidos até o momento, este trabalho possui

como perspectivas:

-Avaliacdo da natureza quimica dos compostos emulsificantes produzidos pelos

isolados.

-Estudo da diversidade genética das populacdes presentes nas biopilhas.

-Estudo da producdo de alguns compostos ativos de superficie por alguns
isolados.

-Estudo das caracteristicas da superficie celular dos isolados com capacidade

de-emulsificante.
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