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GRANZOTTO, Giovana. Caracterizacdo bioquimica e molecular de isolados
microbianos presentes em solo contaminado por petroleo. 72 f. Dissertagao
(Mestrado em Biotecnologia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2009.

RESUMO

Os processos de biorremediagdo estdo se tornando estratégias cada vez mais
procuradas no que se referem a contaminagao de solos por petréleo. Para tanto,
uma boa alternativa € o isolamento de microrganismos autdctones da regiao
impactada, para que se conheca a microbiota nativa, sua diversidade e seu
metabolismo, e assim se utilize a melhor espécie microbiana em processos de
biorremediagdo. O objetivo geral deste trabalho foi o isolamento de microrganismos
representantes da comunidade microbiana de solo contaminado por petrdleo, e a
caracterizagado bioquimica e molecular destes microrganismos. Os isolados com
capacidade de degradacgéo do petréleo apresentaram boa atividade de lipase (0,100
U/mL, 0,211 U/mL e 0,948 U/mL), e biossintese de biossurfactantes com indice de
emulsificacdo de 9,935 %, 3,546 % e 26,087 %, respectivamente. Além disso, os
biossurfactantes produzidos sofreram pouca variacdo no indice de estabilidade
frente a mudangas de pH e temperatura. Para analise da diversidade molecular dos
microrganismos utilizou-se a técnica de RAPD, e posterior identificagdo dos isolados
através do sequenciamento parcial do gene 16S RNAr. Foi observada uma grande
diversidade molecular entre os isolados, sendo identificados 8 géneros bacterianos
com elevado grau de diversidade. Os isolados com maior potencial de utilizagdo
como agentes de biorremediacdo foram identificados pertencentes ao género
Bacillus subtilis.

Palavras-chave: Petréleo. Degradacéo. Lipase. Biossurfactante. Bacillus subitilis.



GRANZOTTO, Giovana. Biochemical and molecular characterization of
microbial isolates from an oil contaminated soil. 72 f. Dissertation (Master’s
Degree in Biotechnology) — State University of Londrina, Londrina, 2009.

ABSTRACT

The bioremediation processes are becoming increasingly sought strategies related to
soil contamination by oil. To achieve this goal, one good alternative is the isolation of
indigenous microorganisms from the impacted region, to study and to know the
native species, their diversity and metabolism, and then use the best microbial specie
as inoculum on bioremediation processes. This study aimed to obtain isolates of the
microbial community from an oil contaminated soil, and identify the isolates, as well
as to perform the biochemical characterization of the isolates with potential ability to
use oil as a carbon source. The isolates able to degrade crude oil showed good
lipase activity (0,100 U/mL, 0,211 U/mL and 0,948 U/mL), and biosurfactant
biosynthesis with an emulsification index of 9.935 %, 3.546 % and 26.087 %,
respectively. In addition, the biosurfactants produced suffered small variation on the
stability index when assayed against pH changes and temperature variations. The
molecular diversity analys was based on RAPD markers, and subsequent
identification of isolates by the partial sequencing of the 16S rRNA gene. A high
molecular diversity could be observed among the isolates, and 8 different bacterial
genera could be identified. The isolates with higher potential of use as bioremediation
agents were identified as belonging to the species Bacillus subtilis

Key-words: Petroleum. Degradation. Lipase. Biosurfactant. Bacillus subtilis.
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1 INTRODUCAO

O petréleo permanece ainda hoje como a base energética da
maioria das sociedades modernas, apresentando uma demanda crescente apesar
de novas tecnologias baseadas em matrizes energéticas renovaveis ganharem
evidéncia. Grandes avangos foram obtidos nas atividades de exploracgéao,
armazenamento, transporte, refino e comercializagéo, pela adequacéao da legislacéo,
aumento da fiscalizagdo sobre as empresas envolvidas na cadeia produtiva,
melhorias tecnoldgicas, entre outras. Apesar de todos estes avancos, as atividades
relacionadas ao uso do petrdleo envolvem riscos ambientais, econdmicos, sociais e
para a saude humana, evidenciada pelo histérico de acidentes e pela estimativa de
liberacao acidental deste produto no meio ambiente, a cada ano. A contaminacao de
solos por derivados de petrdleo pode causar efeitos ambientais e econdmicos
significativos. A extensao de tais efeitos depende em onde a descarga acontece, tipo
e volume da descarga, época do ano e condigdes ambientais que prevalecem na
hora da descarga (MICHEL; REINHRAZ, 1994).

A grande preocupacdo mundial, com relagdo a liberagdo de
hidrocarbonetos no ambiente, € proveniente da quantidade de produtos tdéxicos que
o petroleo e seus derivados podem introduzir nas areas atingidas por
derramamentos. Dentre estes compostos toxicos, aparecem substancias
carcinogénicas como o benzeno, tolueno e naftaleno (SORIANO et al., 1998), o que
implica no desenvolvimento de tecnologias de descontaminacdo das areas
impactadas por derrames de petroleo. Uma das tecnologias disponiveis € a
biorremediagao, que se define como a utilizacdo de organismos vivos, normalmente
bactérias e fungos, capazes de converter contaminantes organicos (xenobibticos)
em compostos menos toxicos, gas carbdnico e agua.

Microrganismos que possam se adaptar, proliferar e degradar estes
compostos téxicos tém papel importante no tratamento biolégico deste tipo de
poluicdo. Para tanto, € de fundamental importancia que se conheca a microbiota
nativa das areas impactadas, sua diversidade e seu metabolismo, para que se
proceda o melhor método de remediagdo. A capacidade de degradagdo de

compostos xenobidticos in situ por microrganismos € dependente de diversos fatores
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ambientais, geralmente de dificil controle. Na maioria dos solos contaminados por
hidrocarbonetos totais de petréleo (TPH), a populagdo microbiana é diminuida de tal
forma que nado existem individuos suficientes para facilitar a degradagdo dos
contaminantes.

Um numero consideravel de microrganismos encontrados no solo
possui a capacidade de degradar hidrocarbonetos de petréleo. Rosemberg (1993)
cita que 1% da populagdo do solo possui capacidade de degradar hidrocarbonetos,
sendo que este valor € muito mais alto em solos contaminados com hidrocarbonetos.
A biorremediacdo fundamenta-se na oxidagao bioldgica de compostos toxicos por
microrganismos, decompondo-0s em substancias mais simples como CO; e H,0, ou
ainda CH4 e CO2, com custos relativamente baixos.

O numero de espécies e o tamanho da populagdo de cada espécie
dentro de uma comunidade microbiana sdo parametros essenciais para definir a
estrutura e a diversidade da comunidade. Quantitativamente, estes dois parametros
sao limitados severamente por métodos de cultivo convencionais, pelo fato da
grande quantidade e diversidade de microrganismos no ambiente, e as
caracteristicas seletivas intrinsecas a utilizacado de meios de cultura. De acordo com
Theron e Cloete (2000), varias metodologias sdo propostas para o estudo da
ecologia microbiana do solo. A diversidade biolégica é geralmente usada como
indice que reflete a qualidade do ecossistema, de modo que as metodologias que
possibilitam o estudo da diversidade microbiana também possam indicar diferengas
entre os solos, tanto com respeito a suas populagdes, quanto as suas fungées. Em
razao disso, ao analisar a biodiversidade, importantes consideracbes devem ser
feitas, ndo apenas no que se refere ao numero de distribuicdo das espécies, mas
também na sua diversidade funcional.

Existem muitos microrganismos no ambiente que podem degradar
bifenilas, compostos aromaticos halogenados, naftalenos e xilenos. Entretanto, a
avaliacdo da distribuicdo destes microrganismos que exibem tragos genéticos
especificos & deficiente, pelo fato da grande maioria destes microrganismos néao
serem cultivaveis, e alguns genes presentes estarem latentes (LEADBETTER,
2003).

Uma idéia detalhada da composi¢cado de uma comunidade microbiana

pode ser obtida extraindo-se o DNA da populagdo em um habitat qualquer, a fim de
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determinar a abundéncia de sequéncias filogeneticamente significativas,
particularmente do DNA ribossémico. A amplificacdo diferencial de genes alvo
pela Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) pode igualmente conduzir os
estudos da diversidade.

Tipicamente, 16S RNAr, 18S RNAr ou as regides ITS sé&o
marcadores de primers para o estudo da diversidade, porque estes
genes/fragmentos estdo presentes em todos microrganismos, apresentam
regides bem definidas para a classificagdo taxonémica, ndo estdo sujeitas a
transferéncia horizontal e tém sequéncias disponiveis aos pesquisadores em
bancos de dados com acesso online (KIRK et al.,2004).

A técnica de gerar um padrao de sequéncias variadas com
semelhangas filogenéticas €& desejavel nos diferentes pontos de vista. O padréo
eletroforético produz uma representagdo da comunidade no conjunto ou uma segéo
dele, definida pelos primers selecionados. Com a escolha da técnica correta, é
possivel gerar e comparar produtos ou padrdes caracteristicos dos isolados
cultivados e do DNA microbiano diretamente extraido, para assim estudar a

comunidade.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar representantes da comunidade microbiana presente em

solo contaminado por petréleo, identificando potenciais agentes de biorremediagao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Isolar representantes da comunidade microbiana a partir de solo
contaminado por petroleo;

* Posicionar taxonomicamente estes isolados e avaliar a diversidade
microbiana através de técnicas de biologia molecular.

 Identificar e caracterizar bioquimicamente os isolados com capacidade de
utilizar o petréleo como fonte de carbono.

» Verificar a producao de lipase e biossurfactante por estes isolados.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 PETROLEO

O petroleo € uma mistura complexa de ocorréncia natural formada
por diversos componentes organicos e inorganicos. Entre os compostos orgéanicos
encontram-se principalmente hidrocarbonetos parafinicos, nafténicos e aromaticos.
As propriedades fisicas e termodindmicas e o comportamento de uma mistura desse
tipo dependem principalmente de seus constituintes, das quantidades relativas
desses constituintes, e das condigbes termodinamicas nas quais ela se encontra
(RAHOMA, 1989).

Com relagcdo aos componentes do petroleo, estes variam
amplamente em funcdo de suas condi¢cbes geoldgicas de formagao, que originam
diferentes tipos de 6leo com caracteristicas diversas. As principais caracteristicas de
um ‘tipo’ de petroleo, economicamente relevantes para o processo de refino, sdo a
densidade do 6leo, o tipo de hidrocarboneto predominante na mistura, e o teor de
enxofre (MARTINEZ, 1999 apud ZYLBERBERG, 2006). De acordo com a origem do
petréleo, sua composi¢cao quimica e as propriedades fisicas do 6leo cru podem
variar demasiadamente, e é devido a esses fatores (composicdo complexa e
variabilidade na composi¢ao) que se encontram dificuldades para o tratamento de
areas contaminadas por tal substancia (MACEDO et al., 2001).

Em relacao as propriedades fisicas, importantes no estudo do sitio
contaminado, o petréleo pode apresentar as seguintes caracteristicas, segundo
Guimaraes (2003):

o Densidade (influéncia na posigao relativa do contaminante em relagéo a
agua): sado produtos menos densos do que a agua;
o Solubilidade em agua (influenciam o transporte no lengol freatico): sao

produtos pouco soluveis em agua;
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o Volatilidade (movimento com o ar ou outros gases): representa a tendéncia de
passagem a fase vapor, sendo que quanto maior, mais volatil (VOC);

o Afinidade de um composto a presenga de carbono organico no meio afetado;

o Viscosidade (medida de resisténcia interna do fluido ao fluxo): o petréleo

tende a ser viscoso a temperatura ambiente.

3.2 CONTAMINACAO DE SOLO POR PETROLEO

A contaminacdo de solos iniciou-se com o surgimento das primeiras
sociedades humanas. Com o advento da Revolugao Industrial a contaminacao de
solos por rejeitos aumentou consideravelmente (SEABRA, 2008).

A geracao de residuos toxicos pelas industrias ligadas ao setor
petrolifero representa uma fonte poluidora de grande impacto ambiental nos
ecossistemas. Desta forma, empresas do setor tém realizado grandes esforgos para
aprimorar os processos de extracido, beneficiamento, refino e distribuigcdo, visando
reduzir os impactos e promover a disposicdo adequada dos rejeitos toxicos (DE
PAULA; SOARES; SIQUEIRA, 2006).

Segundo dados da Agéncia Nacional do Petroleo, Gas Natural e
Biocombustiveis (ANP, 2008), a produgao de petréleo chegou a quase 700 milhdes
de barris no ano de 2008, e a producao de 2009 deve ultrapassar os 700 milhdes de
barris (Figura 1). Com relacéo as fontes internas de derivados, o pais conta com 12
refinarias, sendo seis na regido Sudeste (REPLAN, REDUC, REVAP, RPBC e
RECAP), trés na regidao Sul (REPAR, REFAP e IPIRANGA), duas no Nordeste
(RLAM e LUBNOR) e uma na regiao Norte (REMAN). O pais conta, ainda, com 54
terminais, principalmente na costa, e uma malha de dutos interligando refinarias e
terminais de distribuigao.

Diante de toda essa estrutura logistica da produgdo e
comercializagdo do petroleo e de seus derivados, as preocupagdes relacionadas ao
potencial de contaminagcdo de solos e aguas subterraneas, principalmente por
vazamentos de tanques de armazenamento subterrdneos em postos de

combustiveis, vém crescendo. Segundo o 6rgao de controle ambiental paulista, a
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Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB), em 2005 os
vazamentos em postos de combustiveis foram responsaveis por 73 % dos casos de
areas contaminadas no Estado de Sao Paulo, o que corresponde a 1596 areas
(CETESB, 2006 apud MARIANO, 2006).
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Figura 1 — Evolugao da produgao de Petréleo bruto no Brasil
Fonte: (ANP — Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis). *
Dados referentes a 2009 compreendem os meses de janeiro a maio.

No caso da Refinaria Presidente Getulio Vargas (REPAR) em
Araucaria - PR, o vazamento ocorrido em 16 de julho de 2000, contaminou terrenos
com caracteristicas geoldgicas bastante diversificadas, como rochas sedimentares
em encostas relativamente inclinadas e secas, ou aluvides em banhados. O
percurso do 6leo ocorreu de diversas formas: (a) totalmente livre, (b) completamente
canalizado pelo arroio Saldanha, (c) afetado por represamentos que criaram
verdadeiras piscinas, e (d) extravasando o canal deste arroio e contaminando os
banhados ao longo do mesmo. Neste contexto, a contaminag&o do solo e da agua
subterranea ocorreu de diferentes formas e, consequentemente, diferentes técnicas
de avaliagdo e remediacdo foram utilizadas, conforme os casos. O caso do

vazamento da REPAR representa, portanto, uma experiéncia inédita no Brasil, por
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suas dimensdes, pela diversidade de ambientes contaminados e, mais

particularmente, pela existéncia de banhados contaminados (MARIANO, 2006).
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Figura 2 — Producao mensal de Petréleo bruto no Brasil (em metros cubicos)
Fonte: (ANP — Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis)

3.3 PROCESSOS BIOLOGICOS PARA REMEDIACAO DE SOLOS CONTAMINADOS

Frequentemente, a biorremediacdo de solos contaminados por
hidrocarbonetos de petréleo atua em ambientes multifasicos e heterogéneos, onde o
contaminante esta presente em associacdo com as particulas do solo dissolvido nas
fases liquidas e gasosas. Devido a essa complexidade, o sucesso da
biorremediagdo de um solo depende de um enfoque multidisciplinar, envolvendo
microbiologia, engenharia, ecologia, geologia e quimica (SEABRA, 2008).

Os tratamentos biolégicos envolvem o uso de microrganismos ou
vegetais (fitorremediagdo). Muitos microrganismos de ocorréncia natural (fungos e
bactérias) podem transformar compostos quimicos perigosos em substancias
quimicas mais simples que as substancias originais (AUTRY; ELLIS, 1992).
Microrganismos também tém sido usados para alterar a valéncia de alguns metais
pesados, (ex., Cr 6%), fazendo com que se tornem menos pesados. Muitas espécies

de plantas tém a capacidade de acumular metais pesados presentes no solo, e
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algumas espécies de arvores tém a habilidade de evaporar pela transpiragao,
absorver e destruir varios compostos organicos (U.S. EPA, 2006).

Métodos in situ, isto €, aplicados no local da contaminacao, tém sido
amplamente utilizados por serem menos invasivos, € provocarem uma menor
disrupg¢ao no solo. Métodos ex situ, no entanto, requerem o uso de escavadeiras e
outros equipamentos para a remogao e transporte do solo, expondo o contaminante,
e em alguns casos necessitando a substituicdo do solo retirado. Por esses motivos,
atualmente, os métodos ex situ de remediagdo sio praticamente inutilizaveis
(OKOH; TREJO-HERNANDEZ, 2006).

Os microrganismos necessitam de condigcdes ambientais favoraveis
para degradagdo do contaminante, caso contrario, estes entrardo em laténcia, até
que estas condigbes ideais sejam disponibilizadas. Os principais fatores que
influenciam a biodegradacao de contaminantes do solo sao apresentados no Quadro
1.

Fatores quimicos e fisicos | Fatores quimicos e fisicos L
. Fatores biologicos
do contaminante do solo
- . Distribuicdo dos
Composig¢ao quimica Temperatura . .
microrganismos no solo
. . Tipo de microrganismos
Estado fisico Potencial redox P .
degradadores

Concentracao Umidade Técnicas de inoculagao
Toxicidade pH ~ Técnicas de adaptagéo

Teor de matéria organica
Nutrientes

Quadro 1 — Fatores que influenciam a biodegradagdo de contaminantes em solo
contaminado
Fonte: Seabra (2008).

3.3.1 Landfarming

O processo conhecido como landfarming € aplicado em larga escala

nos processos de biorremediacdo, onde finas camadas de solo contaminado sao
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escavadas, e adicionam-se nutrientes organicos ou quimicos, a fim de aumentar a
carga microbiana do espago em processo de remediacdo (AISLABIE; SAUL;
FOGHT, 2006).

Marin, Hernandez e Garcia (2004) verificaram que, no processo de
remediacdo conhecido como “landfarming” a aplicagdo de lodo de refinaria de
petréleo para tratamento pode, inicialmente, favorecer a biomassa microbiana,
respiragdo basal e atividade enzimatica (B-glicosidase, urease e desidrogenase),
porém com o tempo e uso prolongado pode haver diminuigdo desses indicadores,

retornando a niveis proximos do solo, sem aplicagao do residuo.

3.3.2 Compostagem

No procedimento conhecido como compostagem, o material
contaminado é misturado com substancias organicas sdlidas, geralmente materiais
celulésicos, razoavelmente faceis de serem degradados, como a palha fresca,
lascas de madeira, cascas de arvores, ou até mesmo palha usada como cama para
o gado. O sistema pode ser ocasionalmente suplementado com fontes de nitrogénio,
fésforo, ou outros nutrientes. O processo é simples, e o material € colocado em uma
unica pilha, formada em longas filas, conhecidas como composteiras, ou
introduzidos em grandes caixas, ou até mesmo em containers, equipados com
alguns meios de aeracao (OKOH ; TREJO-HERNANDEZ, 2006).

3.3.3 Biopilhas

Biopilhas s&o células ou pilhas de solo contaminado semelhantes a
uma pilha de compostagem, muitas vezes construidas em um revestimento
impermeavel e equipadas com tubos de aeracdo, podem ser alteradas com
nutrientes e/ou umidade para estimular a biodegradagéo, e podem ser misturadas
mecanicamente (AISLABIE; SAUL; FOGHT, 2006).
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Neste processo de biorremediacdo, ocorre a homogeneizagao e
aeragao, mediante revolvimento mecanico, apds preparagao e condicionamento dos
materiais a serem tratados. A preparacdo desses materiais inclui: classificacao,
britagem, adicdo de substratos para melhoria de estrutura (restos de alimentos,
estrume, palha, serragem, cavacos de madeira, palha de cana ou outros materiais
organicos nao toxicos), adicao de nutrientes e intensa aeracado (CETESB, 2007).

Com o objetivo de remediar contaminagdes por petréleo no Artico,
Filler e colaboradores (2001) utilizaram biopilhas projetadas com varios pontos de
acompanhamento e monitoramento de gases, temperatura interna do sistema, redes
de canalizagdo e injecbes de ar para a bioestimulacdo dos microrganismos
degradadores. As biopilhas apresentavam um sistema combinado chamado TIS, que
permite o isolamento térmico das biopilhas. Segundo Aislabie, Saul e Foght (2006),
biopilhas construidas ex situ tém sido aplicadas com sucesso na remediag¢ao do solo
do Artico, contaminado com dleo diesel, usando uma combinacgao de bioestimulagao

(aquecimento, nutrientes e aeragdo) e bioaumentagéao.

3.3.4 Bioestimulagao

De acordo com Carmichael e Pfaender (1997), o procedimento mais
usado quando se fala em biorremediagdo é a bioestimulagdo dos microrganismos
indigenas, pela adicdo de nutrientes. A introdugdo de grandes quantidades de
carbono resultante de derrames de 6leo, por exemplo, tende a resultar em um rapido
esgotamento das fontes dos principais nutrientes inorganicos, tais como nitrogénio e
fésforo. Desta forma, a aplicagdo de nutrientes minerais nas areas impactadas
permite o crescimento maior € mais rapido das espécies com capacidade de
utilizagcado dos agentes contaminantes.

Solos contaminados com hidrocarbonetos  podem  ser
biorremediados através da bioestimulagdo, com microrganismos nativos do solo, por
alteracbes em varios parametros, tais como o fluxo de ar, adicdo de nutrientes,

carbono, nitrogénio, fosforo (diferentes concentragdes de C / N / P), bem como o
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conteudo de umidade, entre outros, para reforcar a biodegradacdo dos
contaminantes (PEREZ-ARMENDARIZ et al., 2004).

Na bioestimulagéo, a suplementag&o nutricional para degradagao de
hidrocarbonetos tem sido tradicionalmente centrada na adi¢édo de N e P, organica ou
inorganicamente. Como o carbono é um importante constituinte do petréleo, o seu
papel na biorremediagao, seria como um indice para determinar a quantidade de N e
P que precisam ser acrescentados para atingir a proporgdo o6tima entre C:N:P
(SARKAR et al., 2005). Em estudos mais recentes, tém sido investigadas adi¢ces de
outras fontes de carbono na suplementacao de sistemas de bioestimulacdo, como a

glicose, biosdlidos, e outros compostos organicos (NAMKOONG et al., 2002).

3.3.5 Bioaumentacéao

A bioaumentacdo, adicdo de microrganismos para reforgar uma
atividade bioldgica especifica, tem sido praticada intencionalmente, ao longo dos
anos, em varias areas, incluindo a agricultura, silvicultura e tratamento de aguas
residuais (JASPER, 1994).

Para Vogel (2006), a avaliacdo da ecologia microbiana & muito
importante no sucesso do potencial da bioaumentacédo e suas possiveis vantagens
sobre a bioestimulagao. Microrganismos sao afetados pela manutencao da energia,
pela producao e resisténcia a antibidticos e metabolitos toxicos, morte celular, etc. A
necessidade de utilizagdo de microrganismos de “longa duragdo” no processo de
bioaumentagdo, com base na lenta reagdo cinética (controlada pela lentiddo na
dessorcao dos compostos), é discutivel. Compreender melhor a ecologia microbiana,
a microbiologia e a genética dos microrganismos com potencial de degradacao de
poluentes, tem aumentado a capacidade para acompanhar o destino dos
microrganismos e, eventualmente, de descobrir espécies "mais adequadas" e
resistentes, ou uma estirpe com maior potencial.

Em estudo conduzido por Mancera-Lopez e colaboradores (2008), a
bioaumentagcdo com fungos isolados do solo a ser remediado aumentou a remogao

de TPH (hidrocarbonetos totais do petréleo) em 16%, comparado com o tratamento
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utilizando somente a bioestimulagdo com compostos orgéanicos. Neste estudo, os
fungos Rhizopus sp., Aspergillus sydowii e Penicillium funiculosum representam uma

alternativa viavel no tratamento a ser utilizado na biorremediacao de solos poluidos.

3.3.6 Inoculantes Microbianos

Liebeg e Cutright (1999), citam que os produtos que auxiliam o
tratamento de solos contaminados por petroleo apresentam em sua composi¢ao
basica micronutrientes, enzimas de acdo externa e surfactantes, que facilitam e
estimulam a acdo microbiana sobre os poluentes. Porém as técnicas de inser¢cao de
inoculantes, que empregam a adigao de microrganismos exdégenos, podem gerar um
impacto maior ao meio ambiente, visto que empregam a adigdo de microrganismos
nao nativos ao solo de uma determinada regido. Por esse motivo, as técnicas de
biorremediagdo que utilizam a microbiota ja existente no solo podem vir a produzir
resultados eficazes e de menor impacto ao meio ambiente (NAMKOONG et al.,
2002).

Conceicéo, Rizzo e Cunha (2003), ao testarem quatro inoculantes
comerciais diferentes na remediagcao de solo contaminado com petréleo, calcularam
as taxas de eficiéncias na biodegradacéo, a partir dos valores de CO, acumulado ao
longo do periodo de teste. Os pesquisadores verificaram que a maior taxa de
biodegradagao do poluente atingida por um dos inoculantes foi de 10,2%, onde um
produto que nao continha em sua formulagdo microrganismos exégenos foi
empregado. Entretanto, outro inoculante apresentou uma eficiéncia de
biodegradacgao de 9,6%, muito préxima da observada no caso anterior, sendo que o
produto utilizado apresenta em sua composigdo microrganismos provenientes de
outros sitios. As outras condigbes apresentaram eficiéncias de biodegradagédo mais
baixas, de 7,7% e 7,3%.
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3.3.7 Bioaeracéo In-situ

A bioaeragdo in-situ ou bioventing € acompanhada da injegéo
continua de pequeno volume de ar no solo impactado. O principal objetivo desse
sistema é o incremento das taxas de biodegradagdo aerobica dos contaminantes
dissolvidos. E utilizado, em particular, em sitios contaminados por hidrocarbonetos
do petréleo e certos compostos clorados. A introdugdo do oxigénio para promover a
biodegradagao aerdbica, pode ser realizada também através da adicao de solugdes
de peroxido de hidrogénio no meio. APl (1995) cita quantidades eficientes para o
uso de peroxido em torno de 100 mg/L (H202 -30%).

Na bioaeragdo, a atividade dos microrganismos € melhorada pela
introdugao de um fluxo ar, ou outros gases, na zona nao saturada, usando pog¢os de
injecdo ou extragao, e caso necessario adicionando-se macronutrientes ao meio. A
principal diferenga em relagao a técnica de extracdo de vapores, quando pogos de
extragao sao utilizados, deve-se ao fato de minimizar a volatilizag&o, diminuindo-se a
necessidade de tratamento de gases (CETESB, 2007).

3.4 CARACTERIZACAO BloQuiMICA DE MICRORGANISMOS ISOLADOS DO SOLO

Para Liebeg e Cutright (1999), a biodegradacédo de hidrocarbonetos
€ vista como uma reagao de oxi-redugao, onde o hidrocarboneto € oxidado (doador
de elétrons) e um aceptor de elétrons é reduzido. Existem varios compostos que
podem atuar como co-substrato para a enzima, e por fim como aceptores de
elétrons, como o oxigénio (Oy), sulfato (SO4%), agua (H20), didxido de carbono (CO,)
e nitrato (NO?), gerando energia (CORSEUIL; ALVAREZ, 1996).

A biodiversidade da populagdo microbiana sera determinada, em
parte, pela distribuicdo, concentracdo, estrutura e disponibilidade da matéria
organica a qual se encontra exposta. Assim, os microrganismos devem desenvolver

vias metabdlicas complexas com enzimas especializadas e outras caracteristicas
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celulares que um organismo deve possuir para degradar estes compostos (VOGEL,
2006).

A principal via metabdlica de biodegradagéao de hidrocarbonetos ja é
conhecida. O primeiro passo para a degradagédo destes compostos por bactérias e
fungos envolve a oxidagao do substrato por oxigenases com a utilizagao de oxigénio
molecular. Os alcanos geralmente sao convertidos a acidos carboxilicos que
posteriormente sdo biodegradados pelo processo de [-oxidagdo. Ja a
biodegradagao de compostos aromaticos requer uma reagao de diidroxilagdo com a
formagdo de diols, seguida da clivagem do anel e a formacdo de catecol que
posteriormente € degradado em intermediarios do ciclo do acido tricarboxilico. Os
fungos formam trans-diols, enquanto que bactérias formam cis-diols, geralmente

moléculas biologicamente inativas (ATLAS, 1995).

3.4.1 Lipases no Processo de Degradacao

As lipases, triacilglicerol éster hidrolases (EC 3.1.1.3), sdo enzimas
largamente distribuidas na natureza, que catalisam a hidrdlise de oleos e gorduras,
liberando acidos graxos livres, diacilglicerois, monoacilglicerois e glicerol (JAEGER
et al., 1994; BEISSON et al, 2000). Estas enzimas diferem com respeito a origem
(bacteriana, fungica, vegetal, animal), propriedades cinéticas, e ainda quanto aos
tipos de substrato em que atuam. Do ponto de vista econbmico e industrial, as
lipases obtidas de microrganismos sdo as mais utilizadas, devido a sua relativa
facilidade de produgdo, e abundancia de microrganismos que sdo capazes de
sintetiza-las.

Os fungos sao especialmente valorizados, pois as enzimas por eles
produzidas normalmente sdo extracelulares, o que facilita a sua recuperacdo do
meio de fermentagdo, e também porque a maioria dos fungos utilizados para este
fim sdo reconhecidos como nao patogénicos ou GRAS (Generally Regarded as Safe,
JAEGER et al.,, 1994). Fungos de diversos géneros demonstraram serem bons
produtores de lipases, e as suas enzimas tém sido estudadas sob o ponto de vista

académico e industrial. As lipases sdo enzimas hidroliticas que "in vivo" catalisam a
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hidrolise de triacilgliceréis de cadeia longa (acima de 10 atomos de carbono) aos
acidos graxos correspondentes e glicerol (Figura 2), constituindo uma classe

especial de carboxil-éster hidrolases (DIAZ et al., 2006).

.
CH, O —C—R CH.—OH RCO.H
/P Lipases |
{le o CO R’ — = r:|3|—| OH + R'CO-H
y H.O
CH,—O—C—R" CHs—OH R"CGO.H
Triacilglicerol glicerol acidos graxos

Figura 3 — Reacéo geral de hidrélise de um triacilglicerol
Fonte: Diaz et al. (2006)

"In vitro", as lipases também atuam como catalisadores em diversas
reacdes, com alta especificidade, estabilidade e condi¢des reacionais brandas. Estas
reagcdes incluem a esterificagdo, transesterificagdo, lactonizacdo, acilagao
regioseletiva e amindlise, e ocorrem quando a quantidade de agua do sistema em
que estao presentes é suficientemente baixa, a ponto de deslocar o equilibrio
termodinamico no sentido da sintese (FORESTI; FERREIRA, 2006).

Biopolimeros como polifendis, polissacarideos e poliésteres mostram
um consideravel grau de diversidade e complexidade. Além disso, estes compostos
estdo recebendo crescente atengdo porque sao biodegradaveis e produzidos a partir
de recursos naturais renovaveis. Lipases e esterases sdo utilizados como
catalisadores para a sintese polimérica destes biopolimeros, com as principais
vantagens a sua alta seletividade (estereoseletividade, regioselectividade e
quimiosseletividade) (JAEGER; EGGERT, 2002).

A producao comercial de lipases pode ser realizada por fermentacao
submersa (FS), ou por fermentagdo em estado sdlido (FES). O primeiro processo
utiliza meio de cultura liquido, sendo este o mais utilizado e descrito na literatura; ja
0 segundo, baseia-se na utilizagdo de substratos solidos com baixas porcentagens
de agua na sua composigédo (ALONSO, 2005; GUO ; XU, 2005).

Em processos de biorremediagao, o papel de enzimas lipoliticas é

pouco estudado, entretanto o monitoramento da atividade da enzima lipase
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demonstrou correlagdo com a biodegradacdo de petréleo em solo contaminado
(MARGESIN; HAMMERLE; TSCHERKO, 2007). Além disso, a inoculagéo de fungos
com elevada producdo da enzima lipase em solo contaminado por petroleo, levou a
uma maior decomposicdo de TPH nas areas inoculadas (LI et al., 2002). Os
produtos liberados na biodegradacdo de hidrocarbonetos sdo o substrato para
hidrolases, incluindo esterases e lipases. Portanto, a medi¢ao da atividade de lipase
no solo, constitui uma valiosa ferramenta para monitorar a biodegradagdo de
hidrocarbonetos de petroleo (MARGESIN; ZIMMERBAUER; SCHINNER, 1999).

3.4.2 Microrganismos com Atividade Biossurfactante

A biodegradacdo de efluentes e compostos ricos em
hidrocarbonetos depende de sua estrutura quimica, de modo que quanto mais
soluveis maior sua degradabilidade. Os surfactantes sdo uma ampla classe de
moléculas anfipaticas (com dominio polar e apolar), que sao capazes de diminuir as
tensdes superficial e/ou interfacial entre gases, liquidos e soélidos (PRUTHI;
CAMEOTRA, 1997; DESAI; BANAT, 1997). Para Inoh e colaboradores (2001) esses
compostos de superficie ativa podem ser produzidos por microrganismos com
capacidade de crescerem em substrato insoluvel em agua, apresentando diversas
atividades bioldgicas.

Para produzir biossurfactante, substratos de alto custo séao
dispensados, podendo ser utilizados residuos oleosos de industrias de alimentos
para o metabolismo celular, viabilizando economicamente o processo (MARTINS;
KALIL; COSTA, 2008).

Segundo Maier (2003), as bactérias, juntamente com as
arqueobactérias, sdo as maiores responsaveis pela producdo destes compostos.
Estes microrganismos tém sido isolados do solo, da agua marinha, de sedimentos
do mar e areas contaminadas por Oleos. Diversas evidéncias indicam que os
biossurfactantes sdo produzidos, em alguns casos, em grande quantidade nestes

ambientes. Uma delas é a presenca de espuma e emulsbes em areas de
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derramamento de 6leos em oceanos, bem como seu efeito positivo no aumento da
recuperacgao terciaria de 6leo.

O interesse pelos biossusfactantes aumentou durante a Uultima
década (CAMEOTRA; MAKKAR, 2004), pois tém a capacidade de atuar na interface
das células apresentando diferentes polaridades, em especial agua/dleo (A/O),
ar/agua e agindo como agentes umectantes em superficies soélidas (agua/sélido). A
grande maioria dos surfactantes disponiveis comercialmente € sintetizada a partir de
derivados de petrdleo.

Os acidentes com derramamento de 6leo se tornaram numerosos e
tém causado muitos problemas ecoldgicos e sociais. Como os biossurfactantes
aumentam a interagdo superficial A/O, aceleram a degradac¢do de varios oleos por
microrganismos e promovem a biorremediagdo de aguas e solos. A capacidade dos
biossurfactantes em emulsificar e dispersar hidrocarbonetos em agua aumentam a
degradacdo destes compostos no ambiente. Uma vez que microrganismos
degradadores estdo presentes em oceanos, a biodegradagdo constitui um dos
métodos mais eficientes de remocéao de poluentes (NITSCHKE; PASTORE, 2002).

De acordo com Lang e Wagner (1993) os biossurfactantes podem
ser usados diretamente para emulsificar e aumentar a solubilidade de contaminantes
hidrofobicos no solo. Alternativamente, podem ser utilizados microrganismos
produtores ou a adigdo de fatores de crescimento de microrganismos selvagens
capazes de produzir estes compostos.

Os biossurfactantes apresentam diversas composi¢cdes estruturais,
principalmente aqueles produzidos por microrganismos na presenga de
hidrocarbonetos (LANG; WULLBRANDT, 1999). Em sua grande maioria, sao lipidios,
0s quais apresentam uma estrutura tipica de surfactante. A porgao lipofilica dos
lipidios normalmente € um hidrocarboneto com um ou mais acidos graxos, que
podem ser saturados, insaturados, ou conter estruturas ciclicas. A por¢ao polar dos
biossurfactantes pode ser simples (carbonila, hidroxila), ou uma mistura complexa de
fosfatos, carboidratos, aminoacidos, dentre outros (COOPER, 1986).

Segundo Banat, Makkar e Cameotra (2000), os biossurfactantes
podem ser classificados em glicolipidios, liposacaridios, lipopeptidios, fosfolipidios,
acidos graxos e lipideos neutros. Os glicolipidios subdividem-se em trealose,

soforolipidios ou raminolipidios. Champion e colaboradores (1995) afirmam que os
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biossurfactantes sdo capazes de formar diversas estruturas tais como micelas,
vesiculas esféricas ou irregulares, estruturas lamelares, entre outras.

Na tentativa de remediar areas contaminadas por petréleo no Vietna,
Huy e colaboradores (1999) isolaram quatro cepas de bactérias do solo
contaminado, sendo trés identificadas como Pseudomonas sp. e uma como
Acinetobacter sp. A cepa de Acinetobacter sp., ao ser colocada em meio contendo
petréleo, apresentou uma taxa de biodegradacdo de 95%. O biossurfactante
produzido pela Acinetobacter sp. foi identificado como um polissacaridio, enquanto o
produzido pelas Pseudomonas sp., como um glicolipidio.

Existem mecanismos que facilitam o consumo de substratos
insoluveis em meio aquoso, como n-alcanos e outros hidrocarbonetos. Estes
substratos devem ser transportados de alguma forma para atingir o contato com a
célula. Segundo Goswami e Singh (1991), trés formas de transporte do substrato até

as células sao consideradas:

o Interagdo das células com hidrocarbonetos dissolvidos na fase aquosa: existe
somente quando os hidrocarbonetos sdo de cadeia curta, pois a solubilizacéo
de alcanos de cadeia longa € muito lenta e dificil, além de retardar o
crescimento celular.

o Interagdo das células com gotas de hidrocarbonetos pseudosolubilizadas: as
células interagem com particulas de hidrocarbonetos pseudosolubilizadas,
bem menores que as células.

o Contato direto das células com grandes gotas de hidrocarbonetos: ocorre
quando as células microbianas aderem a superficie das gotas de
hidrocarbonetos maiores que as préprias células, sendo o substrato
consumido por difusdo. A area superficial para a adesao das células seria o
fator limitante para o consumo de substrato neste caso. A emulsificagcdo dos
hidrocarbonetos através da producao de agentes biossurfactantes aumentaria

a superficie entre estas duas fases.
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Segundo Colla e Costa (2003), apds a entrada na célula, os hidrocarbonetos
sao oxidados a alcoois, depois a aldeidos e posteriormente a acidos graxos, através

da oxidagao terminal.

3.4.2.1 Aplicacgdes biotecnolodgicas dos Surfactantes

O maior mercado para os biossurfactantes € a industria petrolifera,
onde sao utilizados na producédo de petréleo ou incorporados em formulagdes de
Oleos lubrificantes. Outras aplicagbes na area petrolifera incluem biorremediacéo e
dispersao no derramamento de dleos, remog¢ao e mobilizagdo de residuos de dleo
em tanques de estocagens e a recuperagao terciaria do petréleo (BOGNOLO, 1999).

Os biossurfactantes aumentam a interacdo superficial agua/éleo, e
assim aceleram a degradagédo de varios 6leos por microrganismos promovendo a
biorremediagdo de aguas e solos (BANAT, 1995). A biorremediagao pode ser feita
utilizando os biossurfactantes diretamente para emulsificar e aumentar a solubilidade
de contaminantes hidrofébicos no solo. Alternativamente, podem ser adicionados
diretamente os microrganismos produtores ou fontes de nutrientes para promover o
crescimento de microrganismos selvagens capazes de produzir estes compostos
(BANAT; MAKKAR; CAMEOTRA, 2000).

Um processo alternativo na limpeza de reservatérios de petréleo € o
uso de biossurfactantes. Os residuos tendem a sedimentar no fundo de tanques de
estocagem, e ndo sdo removidos através do bombeamento convencional. Ao ser
empregado, o biossurfactante promove a redugdo da viscosidade e a formacao de
emulsdes o6leo/agua, facilitando o bombeamento dos residuos e a recuperagao do
petréleo apdés a quebra da emulsdo. Os sdlidos resultantes carregam uma
quantidade limitada de 6leo residual devido a acdo detergente do biossurfactante,
tornando o descarte destes residuos menos problematicos (BOGNOLO, 1999).

Existem outras aplicagdes para os biosurfactates como produtos de
higiene e cosméticos, mineragao, industrias de papel, téxtil, ceramica, alimentos e
farmacéutica (NITSCHKE; COSTA, 2007).
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3.5 TECNICAS MOLECULARES PARA DETECCAO DE MICRORGANISMOS DEGRADADORES

Segundo Kirk e colaboradores (2004) existem problemas associados
com o estudo da diversidade bacteriana e de fungos no solo. Estes compreendem
nao somente as limitagcbes metodoldgicas, mas sim pela falta de conhecimento
taxondmico. E dificil estudar a diversidade de um grupo de microrganismos quando
nao se compreende como categorizar ou identificar as espécies.

De acordo Willians e Sayers (1994), os estudos para o isolamento, e
caracterizagao dos primeiros plasmideos associados na biodegradacao de
xenobidticos iniciaram a partir da década de 70. Estes estudos contribuiram
significativamente para o entendimento da genética da biodegradagao na época.

No estudo de solos ou os sedimentos, a utilizacdo da analise
molecular € muito aplicada. Pode ser usada para detectar os microrganismos
fastidiosos, que sao dificeis ou perigosos para cultivar in vitro, e para determinar o
destino de microrganismos selecionados ou geneticamente projetados, e dos genes
particularmente disseminados por transferéncia aos microrganismos nativos.
Técnicas de biologia molecular podem igualmente ser usadas para estudar a
diversidade bacteriana natural nestes ambientes complexos, da qual somente uma
porcentagem pequena dos microrganismos nativos pode ser isolada in vitro
(PICARD et al., 1992).

Para superar problemas associados com bactérias e fungos nao
cultivaveis, varios métodos foram desenvolvidos para identificar e estudar estes
microrganismos, que incluem a analise de acidos graxos e numerosos metodos
baseados no estudo do DNA e RNA (KIRK et al., 2004).

Sequéncias especificas de DNA de microrganismos nativos podem
ser detectadas em fontes ambientais pela hibridizacdo com sondas apos a
amplificagdo das sequéncias usando a técnica da Reagao em Cadeia da Polimerase
(PCR) (EYERS et al., 2004). Teoricamente, o uso de sequéncias conservadas de
DNA em uma familia do gene como primers universais na PCR e conseqlientemente
na clonagem dos fragmentos amplificados facilitaria a deteccdo e o isolamento de

uma maior variacdo de gendtipos do ambiente. Weisburg e colaboradores (1991)
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usaram este método para a caracterizagado das variagbes em genes do 16S rRNA
de microrganismos nas comunidades naturais.

Fessehaie, De Boer e Levesque (2003) construiram um arranjo de
oligonucleotideos espécie-especificos representando os varios patégenos da batata
em um suporte sélido (membranas de nylon) com o objetivo de avaliar a diversidade
de microrganismos patogénicos em batata. O DNA genbémico das culturas
bacterianas foi amplificado pela utilizagdo da PCR, usando primers ribosomal
conservados e marcados simultaneamente com digoxigenina-dUTP. A hibridizag&o
dos amplicons no arranjo, bem como a deteccdo da digoxigenina marcada,
demonstrou diferentes padrbes de hibridizagdo, que foram distintos para cada
espécie e subespécies testadas. A tecnologia de arranjo do DNA é essencialmente
uma técnica contraria ao blot, para a identificacdo de fragmentos de DNA, e foi
aplicada para uma rapida identificacdo e deteccao de bactérias patogénicas em
batatas.

De acordo com Wen-Tso e colaboradores (1997), a riqueza e a
regularidade de uma comunidade sdo estimadas quantitativa e qualitativamente,
baseada no numero de cépias originais e nas frequéncias relativas dos varios
ribotipos detectados.

Na figura 4, € mostrada uma abordagem comum para a analise da
diversidade microbiana. Os quadros em negrito indicam as etapas preparatorias
necessarias antes da deteccdo e da analise; os quadros com frames finos
representam as técnicas de detecgcdo. FISH e IS-PCR podem ser usadas
diretamente, considerando que para as outras técnicas o DNA ¢é extraido
primeiramente. Microarranjo ou Hibridizagado Dot-Blot podem usar o DNA inteiro ou o
fragmento amplificado. A estrutura da comunidade pode ser avaliada através de
Fingerprinting do produto da PCR, por clonagem e sequenciamento, com a

hibridizagao por sondas ou microarranjos, ou a combinac¢ao destas técnicas.
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Figura 4 — Algumas técnicas para analise da diversidade microbiana
Fonte: Dahllof (2002)

3.5.1 ARDRA (Analise de Restricao do DNA Ribossomal Amplificado)

A técnica conhecida como ARDRA (sigla proveniente da expresséao
utilizada em inglés - Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis) utiliza-se das
caracteristicas do RNA ribossémico. Essa técnica € baseada em padrées de
restricdo enzimatica utilizando enzimas selecionadas com base na sua habilidade de
revelar polimorfismo nos fragmentos de DNA analisados e no grau de conservagao
dos sitios de restricdo do RNAr que reflete padrdes filogenéticos (LUDWIG ;
SCHLEIFLER, 1994).

A ARDRA é bastante util para uma rapida analise da diversidade
genética. No entanto, é recomendado cuidado na escolha do fragmento de DNAr a
ser amplificado e analisado por esse método. No caso da analise de
microdiversidade, que apresenta grupos de individuos com elevada afinidade
genética, o fragmento amplificado deve incluir o espaco intergénico 16S-23S DNAr.

A unidade de DNAr nuclear consiste de uma série repetitiva (tandem) de trés regides
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génicas (18S, 5.8S e 28S) e duas regides espacadoras intergénicas (ITS e IGS). A
ARDRA possibilita a analise dessas regides espacgadoras e estudos comparativos de
sequéncias de nucleotideos de genes do DNAr (GRIFONI et al., 1995).

Fulthorpe, Rhodes e Tiedje (1998) realizaram estudo utilizando as
técnicas de REP (Repetitive Extragenic Palindrome) e ARDRA, para relacionar a
diversidade e identificar as origens geograficas de 150 isolados com capacidade de
degradar componentes de petréleo. O estudo foi conduzido em diferentes regides
africanas, utilizando solo contaminado. O método de REP revela a diversidade ao
nivel da subespécie, enquanto o método de ARDRA avalia a diversidade em nivel de
género e a espeécie. As 150 cepas demonstraram um elevado grau de diversidade
genética, e um surpreendente grau de genotipos endémicos. A maioria (91%) dos
gendtipos foi exclusiva para os locais de onde foram isolados. Alguns gendtipos
foram repetidamente encontrados em uma regido, mas nao nas outras regioes

amostradas, 0 que sugere que eles sao regionalmente endémicos.

3.5.2 RFLP (Polimorfismos no Comprimento de Fragmentos de Restricao)

A técnica de polimorfismos no comprimento de fragmentos de
restricdo (RFLP, do inglés Restriction Fragment Length Polymorphisms) baseia-se
na utilizacdo de enzimas de restricdo que cortam o DNA alvo em regides especificas
(sitios de restricdo) gerando fragmentos de diversos tamanhos que podem ser
detectados em gel de agarose ou poliacrilamida. A variagdo nos tamanhos dos
fragmentos gerados por RFLP é causada por mutagdes que criam ou eliminam sitios
de restricdo da enzima. Esta técnica € apropriada para analises e clones
populacionais, relagdes de parentesco, variagbes geograficas e hibridagbes (HOY,
1994). Em estudo sobre o solo, conduzido por Liu e colaboradores (1997), o DNAr
amplificado por PCR foi digerido com uma enzima de restricdo de 4 pares de base.
Os diferentes comprimentos do fragmento foram detectados usando gel de

poliacrilamida n&o desnaturante para a analise da comunidade.
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3.5.3 RAPD (Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso)

O polimorfismo dos marcadores RAPD (do inglés, Random
Amplification of Polymorphic DNA) ¢é revelado pela amplificagdo de locos
cromossOmicos usando-se iniciadores (primers) compostos de sequéncias curtas e
aleatdrias de oligonucleotideos. Na reacdo de amplificagdo, estes primers, quando
submetidos a condigdes apropriadas de temperatura, se hibridizam com sequéncias
genbmicas que lhe sdo complementares. Para que haja amplificacéo, é necessario
que existam no genoma dois sitios complementares ao primer, localizados em
diregdes opostas e distantes entre si, de no maximo 3.000 pb. Como a sequéncia de
cada iniciador é determinada de modo aleat6rio, este pode encontrar varias regides
complementares a sua sequéncia, e por isso revelar varios locos caracteristicos para
um determinado genoma. Os fragmentos amplificados, por sua vez, sao separados
em um gel de poliacrilamida ou agarose, e visualizados apos coloragdo com nitrato
de prata ou brometo de etidio (EtBr), sob luz ultravioleta (LOPES et al., 2002).

De acordo com Klein e colaboradores (1998) os primers usados nos
experimentos de RAPD sao compostos de 10 bases de sequéncias arbitrarias, com
no minimo 50% de conteudo CG. Podem ser sintetizados no préprio laboratorio, ou
mais comumente, adquiridos comercialmente. Para maximizar o numero de locos
polimdrficos amplificados por primer, recomenda-se inicialmente testar um grande
numero de iniciadores e uma pequena quantidade de amostra do conjunto total de
individuos. Os oligonucleotideos mais informativos sdo entdo selecionados visando
proceder as anadlises do material genético (individuos, populagdes, acessos,
isolados) reduzindo-se o tempo e custo dessas analises.

Figueiredo e colaboradores (2003) testaram as técnicas de SDS-
PAGE, RAPD e ARDRA, e sequenciamento de genes ribossomais amplificados por
PCR, com o objetivo de identificar diferentes racas de Colletotrichum graminicola,
um fungo que ataca as culturas de sorgo. Este fungo apresenta alta variabilidade e
se adapta rapidamente a resisténcia genética do hospedeiro, produzindo novas
formas de viruléncia. Diferente das técnicas testadas, a RAPD revelou alto grau de
polimorfismo, possibilitando separar cada uma das ragas de C. graminicola testadas,

juntamente com o sequenciamento das amostras.
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Em estudo conduzido por Hanbo e colaboradores (2004), a técnica
de RAPD ajudou na diferenciagdo genética de cepas de Arthrobacter isoladas de
diferentes minas de captagao de zinco. Segundo estes autores, esta técnica também
permitiu indicar amostras relativamente sensiveis a alteragdes ambientais, com o
objetivo de isolar microrganismos com potencial de degradagcdo em ambientes

contaminados com metais pesados.

3.5.4 SSCP (Polimorfismo de Conformacgao de Fita Simples)

A andlise de SSCP (do inglés, Single Strand Conformation
Polymorphism) € um método simples e eficaz para a detecgdo de uma sequéncia
menor no DNA modificado amplificado por PCR. Sob circunstadncias nao
desnaturantes, o DNA de fita simples tem a estrutura duplicada, determinada por
interagdes intramoleculares e por sua sequéncia de nucleotideos. A mobilidade
eletroforética do DNA em um gel é dependente ndo somente do seu tamanho e peso
molecular, mas igualmente de sua topologia (SHEFFIELD et al., 1993 apud DONG -
HUN; SUNG - AE; CHI - KYUNG, 2000).

Portanto, na técnica de SSCP, a analise de fragmentos de DNA que
tém tamanhos idénticos, mas diferentes sequéncias, podem ser separados em
diferentes bandas por eletroforese em gel poliacrilamida, devido a diferenca de
mobilidade das estruturas. Uma vez que na técnica ndo se utiliza primers com
grampo GC, géis de gradiente, ou aparelhos especificos, a SSCP é potencialmente
mais simples do que a eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE) e
analise por eletroforese em gel com gradiente de temperatura (TGGE). A técnica de
PCR-SSCP pode ser considerada como um método simples e eficiente no estudo de
comunidades bacterianas (SELVAKUMAR; DING; WILSON, 1997; JUNCA ;
PIEPER, 2004).

No entanto, segundo Selvakumar, Ding e Wilson (1997), a analise de
SSCP pode apresentar algumas desvantagens. Isso inclui o alto numero de
reanelamentos das fitas de DNA durante a eletroforese, apds a etapa inicial de

desnaturagdo; a presenca de polimorfismos originados por uma uUnica amostra
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devido a diferencas no posicionamento da complementariedade das bases do DNA
fita-simples; e a formagcdao de DNA heteroduplex quando sequéncias similares,

referentes a organismos distintos, estdo presentes na amostra.

3.5.5 Sequenciamento

Na reacdo de sequenciamento, o fragmento resultante da
reacao de PCR é combinado com quatro tipos de nucleotideos (dATP, dTTP,
dCTP e dGTP), quatro tipos de dideoxinucleotideo trifosfato (ddATP, ddTTP,
ddCTP e ddGTP), os primers envolvidos na reacao de PCR, e a DNA
polimerase. Posteriormente, sdo feitas quatro reagdes diferentes, uma para
cada ddNTP, onde cada reagao possui um numero muito grande de copias
simultdneas do fragmento. As reagdes sao interrompidas quando uma
molécula de ddNTP é incorporada na cadeia, cada uma em momentos
diferentes. Sendo assim, as reacdes terdo fragmentos de diferentes
tamanhos, mas todas com inicio comum, variando de acordo com o ddNTP
incorporado (ALBERTS et al., 1994).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 PROCEDENCIA DO SOLO CONTAMINADO COM PETROLEO

Amostras de solo contaminado provenientes da Refinaria Presidente
Getulio Vargas (REPAR) de Araucaria — PR, foram coletadas em um dos sitios
contaminados por um derramamento acidental ocorrido em 16 de julho de 2000. O
material vegetal superficial foi retirado e o solo foi coletado numa profundidade de O
a 20 cm. O solo foi caracterizado como argiloso, com 12% de areia, 39% de silte e
49% de argila, e armazenado em camara fria. A analise quimica do solo encontra-se

na Tabela 1.

Tabela 1 — Analise quimica do solo contaminado por petréleo utilizado para o
isolamento de microrganismos nativos

pH g/dm?® cmol/dm? mg/dm?®
H H H CTC CTC
P P PP Mmoo N | H+Al | HY | AP [Cca™|[Mg*™?| K' | Na* , P |P_RemSO%
CaCly | SMP [H20 pH7,0 | efetiva

4,04 | 4,72 |4,82(29,93|1,50| 12,87 |9,43|3,44|7,11|3,26|0,17 | 0,04 | 23,46 | 14,02 |3,71| 5,93 25,52

mg/dm? SATURACAO RELACOES

Mn Fe |Cu| Zn | B K% Ca% | Mg% | Al% H% V% Ca/Mg Ca/K Mg/K

167,31|315,03|3,73|11,79(1,29| 0,73 | 30,31 | 13,90 | 24,53 | 40,21 | 45,12 2,18 41,45 19,01

Extratores: MEHLICH-I (P,K,Na,Mn,Fe,Cu,Zn); KCI N (Ca*?, Mg AlI**); HCI 0,5N (B); CH3-COONH,
(SO4™)

4.2 ISOLAMENTO DE MICRORGANISMOS NATIVOS

Amostras do solo contaminado (1 g) foram utilizadas para o
isolamento e contagem da microbiota nativa total. Para a contagem da fragao

microbiana culturavel, as amostras de solo foram seriadamente diluidas 1/10 (p/v)
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em solugao salina a 0,9 %. As diluigdes (10, 10 e 10°) foram inoculadas (100 uL)
em triplicata em placas contendo meio Batata-Dextrose-Agar (BDA), e incubadas em
estufa ajustada para 28 + 2 °C. Apoés a inoculagao, as placas foram mantidas a 28 °C
por até 12 dias e avaliadas quanto ao crescimento dos microrganismos.
Representantes dos diferentes morfotipos observados foram isolados em meio BDA,
e armazenados em glicerol:meio de cultivo Dygs (2 g/L de glicose, 1,5 g/L de
peptona, 2 g/L de extrato de levedura, 0,5 g/L de K;HPO4, e 0,5 g/L de MgSOy4. 7
H,O, pH 6,0) a —20 °C para posterior caracterizagdo molecular e bioquimica. Neste
estudo, somente foram caracterizados isolados bacterianos.

As inoculagdes, os isolamentos e toda manipulagcdo de material

estéril foram conduzidas em camara de fluxo laminar VECO, modelo VLFS — 09.

4.3 EXTRACAO DE DNA TOTAL

Para analise molecular dos isolados bacterianos, foi utilizada a
técnica de extracdo de DNA de acordo com Nomura e colaboradores (2006), com
algumas modificagées. Apds crescimento em meio liquido Dyg’s, 2 mL de cada
amostra foram colocados em microtubo e centrifugadas (5000 rpm, 5 minutos, 4°C)
para a sedimentagao das células. As células foram coletadas e congeladas a —20 °C
até o momento da extracdo do DNA.

Aos sedimentos congelados foram adicionados 780 uL do tampao de
lise TENP 1% PVP (Tris 0,1M; EDTA 0,5M; NaCl 0,05M; PVP — polivinilpirrolidone
1%), 50 L de Lisozima (20 pug.mL™"), 50 uL de Proteinase K (10 yL.mL™"), 100 pL de
RNAse A (100 mg.mL™), 10 uL de SDS 10% (dodecil sulfato de sédio) e 10 L de
CTAB 10% (brometo de cetiltrimetiiamonio). Os microtubos foram agitados
vigorosamente, e incubados em banho Maria a 37°C por 30 minutos para a agao das
enzimas de lise adicionadas, seguindo uma incubag¢ao de 65°C por 30 minutos para
a inativacao destas enzimas. Apds a etapa de lise, as amostras foram purificadas em
etapas, utilizando Fenol tamponado (pH 8,0), Clorofane (fenol tamponado,
cloroférmio e alcool isoamilico na proporgao de 25:24:1 v/v), e Clorofil (cloroférmio e

alcool isoamilico na propor¢do de 24:1 v/v), com a mistura por inversao dos



41

microtubos, e centrifugagdo a 14000 rpm, a 4°C por 15 minutos, em cada etapa. A
fase aquosa resultante da ultima etapa de purificagcdo, contendo o DNA genémico
dos isolados microbianos, foi coletada e dividida em 2 microtubos, e cerca de 1,5 mL
de Etanol Absoluto foi adicionado aos tubos, para precipitacdo do DNA, misturado
por inversdo, e incubados por no minimo 3 horas a — 20 °C para a maxima
precipitacdo dos acidos nucléicos.

Apos a etapa de precipitacdo, os extratos foram centrifugados a
14000 rpm, por 15 minutos a 4 °C, descartado o sobrenadante, e adicionado cerca
de 0,5 mL de Etanol 70% em cada amostra, misturadas por inversao e novamente
centrifugadas (14000 rpm, 15 minutos a 4°C). O sobrenadante foi descartado e o
excesso de etanol 70% foi evaporado em estufa a 50°C por 5 minutos. O DNA
genbmico obtido foi ressuspenso em 50 pL de agua deionizada, e mantido a — 20°C

até a sua utilizagao.

4.4 QUANTIFICACAO DO DNA EXTRAIDO

Os extratos de DNA gendmico dos isolados bacterianos foram
diluidos 100 vezes em tampao TE (Tris 5 mM; EDTA 1 mM — pH 8), para
determinacdo da concentracdo de DNA nos extratos obtidos. A pureza dos extratos
foi determinada pela razdo dos valores de absorbancia a 260 nm e a 280 nm
(A2s0/A2s0), sendo considerado um grau de pureza satisfatério extratos de DNA que
apresentem uma razdo Agso/Azgp entre 1,8 a 2,0 (SAMBROOK; FRITSCH;
MANIATIS, 1989). Sabendo-se que uma unidade de DO equivale a 50 ug de DNA,

as amostras de DNA foram quantificadas através da seguinte formula:

[DNA] (pg/ pl) = DO2so x 0,05 x fator de diluigéo
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4.5 POLIMORFISMO DE DNA AMPLIFICADO AO ACASO (RAPD)

Para a realizagcdo do agrupamento molecular dos isolados, foi
utilizada a técnica de RAPD, com 3 primers arbitrarios. Os primers usados foram o
M13 (5-GAGGGTGGCGGTTCT-3’), P2 (5-GGTGACGCAG-3') e P3 (5-
CTGCTGGGAC-3’). As reagdes de amplificagdo foram realizadas com volume final
de 50uL, com a mistura da reagédo contendo 50 ng da amostra de DNA, 1,5 uL de
primer (diluido a 50 pmol. p"), 2,5 yL de MgCl, (1mM), 1 pL de solugdo de
dideoxinucleotideos (dNTP) (0,5 mM de cada dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 0,3 uL
de enzima Taq DNA Polimerase (5 U. pL'1), 5 pL de tampéao para PCR (PCR Buffer
10x) e agua deionizada estéril para completar o volume final de 50 L.

As reacdes foram amplificadas em termociclador Gene Amp PCR
Sistem 9700, estabelecendo o programa de 5 minutos a 94 °C para desnaturagao do
DNA, 30 segundos a 54 °C para o anelamento dos primers e 60 segundos a 68 °C
para extensao da fita de DNA, sendo esse ciclo repetido 35 vezes.

Os produtos da reagdao de RAPD foram separados em gel de
agarose a 1,5%. A corrida de eletroforese foi realizada a 90V, por 3 horas, em
tampao TAE 1x (0,04 M de Tris acetato + 1 mM de EDTA). Foram aplicados 10 pL
da reagao de amplificagdo com 3 pL de tampéao de carregamento (0,25 % de azul de
bromofenol + 60 % de sacarose) por canaleta do gel. O marcador 1 Kb DNA Ladder
(ug. pL™") foi usado como padrao para o célculo do peso molecular das bandas.

Ap0s a corrida de eletroforese, o gel foi corado em solug&o contendo
brometo de etidio, visualizado e fotografado sob luz ultravioleta (UV), para posterior

analise.

4.6 ANALISE MOLECULAR DOS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS

A analise molecular dos resultados foi baseada no registro de
presenga ou auséncia de bandas no gel de agarose a 1,5 %, pela reagdo de RAPD.

A partir da coleta desses resultados, foi montada uma matriz binaria usando o
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software GelQuest® vers&o 2.1.2, através da deteccdo de picos ou sinais de bandas
ausentes ou presentes. O coeficiente para o calculo de similaridade genética
utilizada para a analise dos individuos foi o de Jaccard (ROHLF, 2000), Com os
dados de similaridade foi realizada a analise de agrupamento (moédulo SAHN),
utiizando o método da média das distancias genéticas (UPGMA — do inglés,
Unweigthed Pair Group Arithmetic Average), utilizando o software ClusterVis®. Os
dois softwares utilizados nas analises moleculares foram adquiridos gratuitamente

pela internet.

4.7 AMPLIFICACAO DO GENE 16S RNAR

A amplificagao do gene 16S RNAr dos isolados bacterianos foi feita
com os primers 63f (5 CAGGCCTAACACATGCAAGTC 3) e 1378r (5
GGGCGGWGTGTACAAGGC 3’) (MARCHESI et al., 1998). A mistura de reagao foi
realizada com 5 ng de DNA dos isolados, 0,2 yM de cada primer, 0,2 mM de cada
dNTPs, 3,0 mM de MgCl,, 1,0 U de Tag DNA polimerase em 20mM de Tris HCI pH
8,4 e 50 mM de KCI, em um volume de reagao de 50 L. A reacao de amplificacédo
foi realizada em termociclador GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer, Norwalk,
CT, USA), com 35 ciclos de desnaturagao (94°C, 30 segundos), anelamento (60 °C,
30 segundos) e extensdo (72 °C, 1 minutos), e uma extens3o final (72°C) por 5
minutos. Apos amplificacdo, 5 pl de cada reagdo de PCR foi avaliado por
eletroforese em gel de agarose (1% p/v) em tampéo TEB 1X e corado com brometo
de etidio (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989) para visualizagdo sob luz
ultravioleta. As amostras que apresentarem banda no tamanho esperado (1300 pb)

foram tratadas para reagao de sequenciamento.
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4.8 SEQUENCIAMENTO DA REGIAO VARIAVEL V3 DO GENE 16S RNAR

Os fragmentos da subunidade 16S amplificados pela reagédo de PCR
foram purificados com o kit PureLink PCR Purification Kit (Invitrogens, Carlsbad)
seguindo instrugdes do fabricante. Os fragmentos purificados foram utilizados em
reacdes de sequenciamento utilizando o kit comercial DYEnamic™ ET Dye
Terminator Cycle Sequencing Kit (Amersham Pharmacia Biotech, Inc.) em um
sequenciador automatico MegaBace 1000, utilizando os primers V3f (5
CCTACGGGAGGCAGCAG 3’) e V3r (5" ATTACCGCGGCTGCTGG 3) (MUYZER,;
DE WAAL; UITTERLINDEN, 1993), produzindo um fragmento de tamanho médio de
500 bases.

4.9 ANALISE TAXONOMICA DAS SEQUENCIAS DA REGIAO V3 DO GENE 16S RNAR

O coeficiente de similaridade do Ribosomal Database Project (RDP,
MAIDAK et al. 1997), e o algoritmo BLASTN 2.0.6 (ALTSCHUL et al., 1997) foram
utilizados para o posicionamento e identificacdo das sequéncias do gene ribossomal
16S RNAr.

4.10 TESTES DE DEGRADAGAO DE PETROLEO BRUTO

Para verificar o potencial de degradagéao de petréleo pelos isolados
bacterianos, estes foram cultivados em meio Bushnell-Haas (BUSHNELL; HAAS,
1941), composto de 1 g/L de KHyPOy4, 1 g/L de K;HPO4, 1 g/L de NH4NO3, 0,2 g/L de
MgSO,4. 7H,0O, 0,05 g/L de FeCl;, 0,02 g/L de CaCl,.2H,0, para 1 litro de H,O
destilada. Os microrganismos provenientes do estoque, foram inoculados em tubos
de ensaio contendo meio minimo constituido de 7 g/L de K2HPO4, 3 g/L de
KH2PO4, 1 g/L de (NH4)2.504, 0,1 g/L de MgS04.7H20, 0,5 g/L de



45

Na3zCeHs507.3H20 , 0,2 % de glicose 40% para 1 litro de H,O destilada), e incubados
a 28 £ 2 °C por 24 a 48 horas. Para os testes de degradacdo, os microrganismos
foram retirados do meio minimo (1 mL), inoculados em Erlenmeyers contendo 25 mL
de meio Bushnell-Hass e cerca de 1 mL de petréleo bruto, do tipo arabe leve. Os
frascos foram incubados em camara incubadora com agitagao orbital, por 5 a 8 dias,
a 180 rpm e 28+ 2 °C.

Para quantificar a capacidade de uso do petréleo como fonte de
carbono pelos isolados do solo contaminado com petrdleo, foi feita a extracdo do
petréleo ndo consumido nos Erlenmeyers apdés 8 dias de -cultivo, utilizando
cloroféormio como solvente. A recuperagcdo do petroleo nos Erlenmeyers foi feita
através de extragao liquido - liquido, sendo 15 mL de solvente para 50 mL de meio
de cultivo. O petréleo com solvente foi separado em funil de separagdo, com papel
filtro de gramatura 80, e apds a evaporagao total do solvente no papel filtro, foi feita
a analise gravimétrica do petréleo recuperado. O peso médio de petrdleo adicionado

nos cultivos foi de 0,2488 g.

4.11 CULTIVO EM MEIO SOLIDO PARA DETERMINACAO QUALITATIVA DA PRODUCAO DE

LIPASE

Para verificar a produgao de lipase pelas cepas isoladas, foram
realizados cultivos em meio sélido, em placas de Petri contendo o meio descrito por
Kouker e Jaeger (1987), com algumas modificagdes: 5 g/L de peptona, 3 g/L de
extrato de carne, 4 g/L de NaCl e 10 g/L de agar, para 1 litro de H,O destilada. O
meio foi ajustado para o pH 7,0 e autoclavado. Antes de solidificar, 10 mL de d6leo de
soja e 10 mL de solugdgo de Rodamina B (0,001 %) foram adicionados ao
Erlenmeyer e distribuido em placas de Petri estéreis. A produgdo de lipase foi
confirmada pela presenga de halos alaranjados ao redor das col6nias, que
apresentam coloracdo alaranjada fluorescente ao UV, apds 48 h de incubagdao em

estufa ajustada em 28 + 2 °C.
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4.12 CULTIVO EM MEIO LiQUIDO PARA A DETERMINAGAO DA ATIVIDADE DE LIPASE

As cepas caracterizadas como produtoras de lipase foram cultivadas
em meio minimo de Vogel (1956) e submetidas ao ensaio espectrofotométrico
baseado na hidrdlise do palmitato de p-nitrofenila (pNPP) utilizado como substrato,
para determinacdo da atividade enzimatica (WINKLER; STUCKMANN, 1979). Os
isolados foram cultivados em frascos de Erlenmeyer, com 25 mL de meio de Vogel,
em temperatura controlada de 28 £ 2 °C, por 5 dias a 180 rpm em camara
incubadora com agitagao orbital. O cultivo foi centrifugado por 5 minutos a 9000 rpm,
e o0 sobrenadante foi utilizado para determinagéo da atividade lipolitica.

O ensaio foi conduzido em banho Maria 50°C, por 15 minutos, e a
liberagao do pNPP foi determinada a 410 nm.

O volume final do ensaio enzimatico foi de 1 mL (Tabela 2), e os
reagentes utilizados na determinacdo da atividade da lipase foram previamente
preparados. A Soluc¢do A continha 3 mg de pNPP para 1 mL de alcool isopropilico, e

a Solugéao B continha 2g de Triton e 450 mL de tampé&o fosfato pH 8,0 a 0,05M.

Tabela 2 — Ensaio para determinacéo da atividade enzimatica da lipase

Solucéao A Solucéo B Agua Amostra  Volume

Destilada final
Branco 90 uL 810 pL 100 pL 1000 pL
Amostra 90 uL 810 yL - 100 pL 1000 uL

O coeficiente de extingdo molar do pNPP (€ = 1,5 x 10* M"'em™) foi
usado para relacionar a concentracao do produto com a absorvancia liquida obtida
na leitura. A unidade da atividade enzimatica foi definida como liberagao de 1umol

de pNPP/minuto/mL, de acordo com a equagao abaixo:

U/mL = Abs/ ¢ . FD/t, onde:
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Abs = Absorvancia média da leitura da amostras
¢ = Coeficiente de extingdo molar do pNPP (£ = 1,5 x 10* M'cm™)
t = Tempo de incubagéo (em minutos)

FD = Fator de diluigao

4.13 DETERMINACAO DA CAPACIDADE DE PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTE

Os testes de producéao de biossurfactante foram realizados segundo
metodologia descrita por Chen e colaboradores (2007), com algumas modificagdes.
O meio utilizado foi chamado meio Minimo M9, e sua composig¢ao foi a seguinte:
Na;EDTA, 140 mM; ZnSO,4. 7 H,0, 7.6 mM; MnSOQO4. 4 H,0, 25 mM; CuSO,4. 5 H,0,
3.2 mM; (NH4)sM07024. 4 H20, 0,9 mM; CoCl,. 6 H,O, 6.7 mM. A glicose, unica fonte
de carbono do meio foi esterilizada por filtragdo em filtro Millipore (0.22 pm), e
adicionada ao meio M9 estéril a uma concentragcéo de 0,2 % (v/v). O meio M9 foi
distribuido (10 mL) em tubos de ensaio, e inoculado com 1 colbénia dos isolados,
provenientes do meio Minimo sélido. Os tubos foram incubados a 28 + 2 °C, 180 rpm
por 48 horas. Apds a incubagdo, o meio foi centrifugado por 30 minutos a 14000
rom, e o sedimento descartado. O sobrenadante foi utilizado para determinar
qualitativamente a produgcao de biossurfactante, que foi realizada adicionando-se 5
mL de sobrenadante com 5 mL de n-dodecano, em tubos de 25 mL com tampa de
rosca, seguido de agitagdo em vortex por 2 minutos.

A producao de biossurfactante foi determinada pela presenca de
uma emulsdo nos tubos de ensaio 2 horas do apds o tratamento de agitagao
descrito, com reavaliagao das amostras 48 horas (apds o tratamento de agitagao). O

indice de emulsificacio foi calculado através da equacao:

indice de emulsificagéo (%) = He / Ht X 100, onde:

He = altura da emulsao

Ht = altura total do liquido.
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4.13.1 Avaliagdo do indice de Estabilidade e Emulsificacdo do Biossurfactante em

Diferentes Valores de pH e Temperaturas

Os ensaios de producao de biossurfactante foram submetidos a uma
avaliacao do indice de estabilidade e emulsificacédo, frente a variagbes de pH e
temperatura. Apds a emulsificacdo do meio de cultura M9, e avaliagdo da camada de
emulsificacdo (em centimetros), cada tubo foi incubado em banho Maria por 5
minutos em diferentes temperaturas (35°C, 40°C, 45°C e 50°C), e o pH modificado
para 5, 6, 8 e 9, com solugdo 1 M de NaOH e solucéo 0,5 M de HCI. A mudanca do
pH foi avaliada com fita indicadora, e apds a incubacdo e modificagdo do pH a
camada de emulsificagcao foi avaliada novamente, para a determinacdo do indice de

estabilidade da emuls3do.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ISOLAMENTO E CLASSIFICACAO DE MICRORGANISMOS NATIVOS

A capacidade de utilizacdo de petréleo como substrato € exibida por
uma grande variedade de microrganismos. Chaillan e colaboradores (2004) isolaram
61 cepas, sendo 31 bactérias, 14 fungos filamentosos totais, 12 fungos filamentosos
hidrocarbonoclasticos (microrganismos capazes de degradar 6leo cru) e 4
actinomicetos de solos poluidos por petréleo na Indonésia, utilizando diferentes
meios de cultivo com éleo cru (BAL 150) como fonte de carbono. A partir do solo
contaminado das proximidades da Refinaria Getulio Vargas, contaminado ha 8 anos,
foram isolados 45 microrganismos do solo contaminado com petrdleo, a partir das
placas de BDA, sendo que deste total, 20 (44,4%) foram classificadas como
bactérias gram-positivas, 5 (11,1%) como bactérias gram-negativas, 6 (13,3%)
actinomicetos e 14 (31,1%) dos isolados foram classificados como fungos
filamentosos (Figura 5).

Embora a maioria dos estudos revelem que os sitios contaminados
por petroleo sdo dominados por bactérias Gram-negativas (Roling et al., 2004),
nosso experimento revelou um maior numero de bactérias Gram positivas. Quatrini e
colaboradores (2008) também encontraram em seu experimento uma fracéo
dominante de microrganismos cultivaveis composta de bactérias Gram-positivas e
actinomicetos do género Rhodococcus, Nocardia e Gordonia.

Pela coloragao de Gram, foi possivel descrever a morfologia dos
microrganismos, pois 0s que apresentaram a cor violeta (Gram positivos) foram
classificados como sendo do tipo cocos, diplococos, tetracocos, estafilococos (cocos
agrupados irregularmente) e estreptococos (cocos em cadeia). Os isolados que
apresentaram a coloragdo roésea (Gram negativos), foram classificados
morfologicamente como bacilos, pois tém forma de bastonetes, podendo ainda
apresentar extremidades retas ou arredondadas.

Margesin, Hammerle e Tscherko (2007) isolaram duas bactérias e

duas leveduras de solos contaminados com derivados de petréleo na Australia,
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utilizando meio mineral contendo 6leo Diesel ou hexadecano como fonte de carbono,
através da técnica de contagem de células viaveis. Ao isolar e identificar os
representantes da populacao bacteriana autdctone de efluente petroquimico bruto e
tratado, Barbosa, Caminha e Paz (2007) encontraram bacilos Gram-positivos,
identificados como pertencentes ao género Corynebacterium sp., cocos Gram-
positivos identificados como Staphylococcus sp. e bactérias isoladas do efluente final

identificadas como do género Bacillus sp.

B Gram positivas
B Gram negativas
M Actinomicetos

B Fungosfilamentosos

Figura5 — Composicdo semi-qualitativa e quantitativa da comunidade
microbiana total presente em solo contaminado por petréleo

5.2 ANALISES DE TAXONOMIA E DIVERSIDADE ATRAVES DE TECNICAS MOLECULARES

Um total de 45 amostras foram testadas e avaliadas, e os tamanhos
dos fragmentos variaram entre 250 a 5000 pares de base (Figura 6). Das 45
amostras de DNA testadas, 55,6% nao foram amplificadas pelo primer M13, 57,8%
pelo primer P2, e 62,3% nao foram amplificadas pelo primer P3. Esse fato deve-se

certamente a qualidade do DNA submetido a analise de RAPD, ou a quantidade



51

utilizada na técnica, pois as amostras que nao foram amplificadas sdao as mesmas
para os trés primers. O estudo foi conduzido com apenas 25 isolados bacterianos,
dos 45 que foram isolados, visto que a extracdo de DNA de fungos e actinomicetos
nao se mostrou eficiente.

A extracdo do DNA e a amplificacdo do RNA ribossomal sdo as
principais limitagdes metodologicas para estudos genéticos de microrganismos, que
permita 0 uso com sucesso dos produtos da amplificacdo em reagdes de
sequenciamento e em métodos moleculares comparativos. No caso de fungos
crescidos em meios de cultura, a maioria das espécies possui uma grande
quantidade de polissacarideos, que podem ser co-extraidos, gerando impurezas na
molécula e interferéncias na reacdo de amplificacdo. O processo de extracéo
também ndo é tdo simples quanto o de bactérias, pois alguns fungos formam
estruturas rigidas de resisténcia e esporos dificeis de serem lisados durante a
extragdo, o que gera, na maioria das vezes, a fragmentacdo ou a degradacao do
DNA e perda da qualidade da molécula (OLIVEIRA et al., 2005). Por esse motivo, a
extracdo foi otimizada e padronizada para as condi¢cbes do laboratério, com boa

reprodutibilidade.

M13 P2 P3

P

MY 4560101 A2 DOap M2 bS5 6 IAMBELDAURT RIOLEDE y 9 g5 6 ommBBLsY T B04L4K8

Figura 6 — Perfil de gel de RAPD utilizando os primers M13, P2 e P3
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Segundo Hadrys, Balick e Schierwater (1992), as tecnologias mais
comuns para analise de DNA se diferem pela complexidade dos processos
tecnolégicos, quantidade necessaria de DNA, sequéncia de informagdes
necessarias de acordo com o que esta sendo analisado, tempo de execugcao e
amplitude das aplicagdes. Neste contexto, os marcadores de RAPD parecem
susceptiveis de ter grande potencial para aplicagcbes em engenharia molecular e
ecologia, e exigem menos em tecnologia, trabalho e despesas.

A analise dos resultados de RAPD resultou em um dendograma
UPGMA, como demonstrado na Figura 7. No dendograma é possivel visualizar 3
grupos distintos, sendo que o grupo 1 possui 4 amostras, 0 grupo 2 possui 7
amostras, e o grupo 3 possui 10 amostras. Para a interpretacdo do dendograma,
deve-se levar em consideracdo que quanto maior a proximidade entre as medidas

relativas as amostras, maior a similaridade entre elas.

002" Serratia sp.
R ——]

["00%' Bacillus sp.
| , o .
'024' Senratia liquefaciens

| 04b* Bacillus subtilis
o4y Bacillus subtilis
yaa Bacillus amyloliquefaciens

Grupo 2 120' Bacillus subtilis
'04' Mycobacteriumsp.

Grupo 1

019 Mycobacterium sp.

11* Mycobacterium sp.

—’_'009' Johnsonella sp.

050"

I 034" Pseudomonas sp.
| w39 Kocuria marina
016" Bacillus subtilis

| l v22 Flavimonas sp:

040°

Grupo 3

038 Burkholderia cepacia
w37 Symbiobacteriumsp.

—

Figura7 — Dendograma formado a partir dos resultados de RAPD baseado no método
UPGMA

042" Pseudomonas sp.
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Foram utilizados para analise da identidade dos fragmentos
sequenciados, arquivos do banco de dados do GenBank

(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi). Vinte e dois isolados bacterianos foram

sequenciados, e suas sequéncias alinhadas com sequéncias ja depositadas nesse
banco de dados, através do programa Blastn, onde foi possivel identificar o género e
a espécie a que pertenciam.

Os isolados 12A, 12B, e 4B, que possuem capacidade de consumir
o petréleo e com atividade biossurfactante foram classificados como pertencentes ao
género Bacillus (Figura 7). Essas bactérias sao tidas como degradadoras dos
metabdlitos secundarios produzidos por microrganismos que iniciam o processo de
biotransformagao dos hidrocarbonetos (DUTEAU et al.,, 1998). A producédo de
biossurfactante relacionada ao género Bacillus deve-se ao fato que, através da
sintese de surfactantes, tais bactérias conseguem emulsificar o petréleo, tornando-o
mais acessivel ao consumo (BARATHI; VASUDEVAN, 2001). Deste modo, outros
microrganismos iniciam o processo de degradagdo, enquanto os Bacillus sobrevivem
dos produtos metabdlicos formados por estes microrganismos.

Vasconcellos (2006), ao isolar e caracterizar microrganismos através
do 16S rDNA de aguas de formagao de petréleo, constatou que, dos 28 isolados, 19
pertenciam ao género Bacillus. Huertas e colaboradores (2000) relataram que
quando uma grande dose de tolueno (10% m/v) foi adicionada ao solo, para
avaliacao da tolerancia microbiana a choques repentinos de solventes derivados de
petroleo, apenas 1% das bactérias indigenas do solo sobreviveram e,
posteriormente, re-colonizaram o solo em altas densidades. Varios dos isolados que
sobreviveram foram posteriormente identificados através de seqlenciamento do
fragmento de 16S rDNA como sendo pertencentes ao género Pseudomonas sp.
Sphingomonas sp., e representantes de outros géneros (Rhodococcus e Ralstonia)
foram isolados em bioreator de solo contaminado com hidrocarbonetos de petrdleo,
por Stapleton e Sayler, (2000), e identificados através da analise das sequéncias do

fragmento do gene 16S rDNA.
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5.3 AVALIACAO DA CAPACIDADE DE CRESCIMENTO DOS MICRORGANISMOS NA PRESENCA
DE PETROLEO BRUTO

Muitos estudos apontam a taxa de consumo de petroleo por
microrganismos através de analises cromatograficas. Porém a analise gravimétrica
nos forneceu bons parametros de comparagao, relatando quantitativamente o
petréleo consumido pelos isolados, mesmo sendo uma andlise questionavel, pela
sutileza nas diferengas de pesagens. Dott e colaboradores (1989), ao utilizar um
consorcio bacteriano comercial para a degradagao de petroleo em meio liquido,
analisaram por comatografia o consumo de 24 a 64 % do petroleo adicionado ao
inéculo. Em estudo similar, conduzido por Walker e Colwell (1974), o fungo
Cladosporium resinae, isolado na Baia de Chesapeake, um estuario americano, foi
responsavel por consumir 40 % do petréleo do indculo, em temperatura de
incubacédo de 10 °C. Dos 45 microrganismos isolados do solo contaminado, trés
apresentaram elevada capacidade de utilizar o petréleo como fonte de carbono
contido no frasco de Erlenmeyer, apresentando 77,3%, 62,9% e 66,1% de utilizagcao
de petréleo (MO 12A, MO 12B e MO 4B, respectivamente). Outros trés isolados
apresentaram moderada capacidade de utilizar o petroleo, consumindo 55,9%, 28%
e 36,3% (MO 1, MO 8B e MO 10 respectivamente, Figura 8). Os 39 microrganismos
restantes ndo apresentaram nenhum efeito sobre o petréleo adicionado ao meio de
cultivo.

Considerando-se que para ocorrer a degradagdo a massa de
petréleo recuperada deve ser igual ou inferior a 0,1687g (massa média de petrdleo
recuperado dos controles), os microrganismos que apresentaram massa média de
recuperacao acima deste valor foram eliminados das etapas seguintes. A
recuperacao de menos de 40% do oleo adicionado foi interpretada como um elevado
potencial de utilizacdo do 6leo; a recuperacdo de maiores quantidades de éleo foi
considerada como moderado a baixo potencial de utilizacdo do 6leo pelos isolados

testados.
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Massa de Petroleo Recuperada

MO 12b
MO 12a
MO 10
MO 8h
MO 4h
MO1
Ctrl 3
Ctrl 2
Ctrl 1

Amostras

92,85
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Figura8 — Avaliacdo da capacidade de consumo de petréleo por
diferentes isolados obtidos a partir de solo contaminado por
petroleo

Em pesquisa realizada por Venkateswaram e Harayama (1995),
através do cultivo e enriquecimento do solo, foi isolada uma populagao bacteriana
capaz de degradar petréleo, sendo que 28-51% do composto foi consumido por uma
cultura mista. Porém, quando as culturas foram estudadas puras, nenhuma delas
apresentou melhor degradagédo do que quando estavam em consércio. As espécies
isoladas foram Acinetobacter sp., Pseudomonas sp., Moraxella sp.,
Sphingobacterium sp. e Ochrobactrum sp. Em nossos experimentos, determinou-se
que os isolados 12A, 12B e 4B, consumiram quantidades relativamente
consideraveis de petrdleo, sendo que o isolado 12B consumiu aproximadamente
77,3 % do petroleo do cultivo.

Grishchenkov e colaboradores (2000) utilizaram cepas de
Pseudomonas sp. e Brevibacillus sp., isoladas de solo contaminado por petroleo,
com capacidade de degradar hidrocarbonetos de petréleo em condigbes aerdbias e
anaerobias. Em condi¢cdes aerdbias (10 dias de experimento em meio liquido) as
cepas degradaram 20-25% do total de materiais extraiveis (TEM), incluindo até 90-

95% de todos os alcanos analisados por cromatografia gasosa (n-C10-Cs3s). Sob
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condigdes anaerdbicas (50 dias de experimento), estes organismos degradaram 15-
18% do TEM, e 20-25% de alguns alcanos.

5.4 AVALIACAO DA PRODUCAO EM MEIO SOLIDO E DOSAGEM DA ATIVIDADE DE LIPASE

Os testes para producdo de lipase foram realizados com os
microrganismos que apresentaram capacidade de degradacdo do petrdleo, e
somente os isolados 4B, 12A e 12B apresentaram halo fluorescente envolvendo a
colbnia, quando visualizada em camara ultravioleta.

Para determinacdo da atividade de lipase, somente os
microrganismos que demonstraram ser produtores de lipase foram submetidos aos
testes de atividade.

A rotagdo do cultivo em agitador orbital foi pré-estabelecida para 180
rom, pois acredita-se que a aeracdes lentas promovem uma melhor atividade
enzimatica. Segundo Alonso e colaboradores (2005), em estudo para padronizagao
da atividade 6tima da lipase em diferentes niveis de oxigénio e velocidades de
incubacéo, a atividade da enzima e o crescimento celular foram reduzidos quando o
cultivo foi realizado em 400 rpm e 300 rpm (0,830U/mL e 2,39 U/mL,
respectivamente), em razdo do stress mecanico e oxidativo causado pela alta
rotacdo. No mesmo estudo, a lipase obteve atividade 6tima e maior crescimento
celular quando o cultivo foi incubado a 200 rpm, com 6,25 U/mL e 8,7g de biomassa
seca/L. Nos nossos estudos, o isolado 12A teve uma atividade de 0,211 U/mL, o
isolado 12B teve 0,100 U/m L e o isolado 4B, 0,948 U/mL de atividade.

5.5 DETERMINACAO DA CAPACIDADE DE PRODUGAO DE BIOSSURFACTANTE

Sabe-se que bactérias capazes de consumir hidrocarbonetos do
petroleo por vezes podem produzir biossurfactantes, que melhoram a solubilidade

dos compostos hidrofébicos e assim, sua biodegradabilidade. Os isolados
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selecionados foram examinados quanto a capacidade de produzir biossurfactantes,
e apenas 3 dos 6 microrganismos que utilizaram o petréleo como fonte de carbono
produziram uma emulsdo estavel, sendo que a cepa 4B atingiu maior indice de
producao (Figura 9).

Apos 48 horas calculou-se a razdo entre a altura da regiao
emulsificada (He) e altura total (Ht). O teste do indice de Emulsificacdo foi conduzido
em triplicatas e os resultados estdo na Tabela 3. De acordo com estudos obtidos por
Soares e colaboradores (2003), a produgao de biossurfactante por uma cepa de
Acinetobacter iwoffii atingiu resultados satisfatérios quando cultivada em meio
contendo glicerol como substrato. No mesmo estudo, quando os cultivos com etanol
foram avaliados, o resultado foi razoavel, e os cultivos em querosene foram

insatisfatério, ou seja, ndo apresentaram atividade surfactante.

Tabela 3 — indice de Estabilidade e Emulsificacdo do biossurfactante produzido
pelas isolados MO12A, MO12B e MO4B

Isolado Tempo 1 — 2 horas Tempo 2 — 48 horas
(He/Ht) (He/Ht)

MO 12A 9,93 % 0,73 %

MO 12B 3,54 % 2,85 %

MO 4B 26,08 % 24,19 %

Segundo Sampaio (1995) existe uma grande quantidade de
microrganismos com a capacidade de degradar e/ou assimilar hidrocarbonetos.
Desse numero de microrganismos, alguns também sdo capazes de emulsificar
esses hidrocarbonetos durante o processo da degradagdo do substrato.
Microrganismos que assimilam petroleo ou derivados sdo comumente encontrados
em locais onde ocorreu alguma contaminagao, ou em areas que historicamente tém
sido expostas a algum tipo de hidrocarboneto. Broderick e Cooney (1982) relataram
que 96% das bactérias isoladas de lagos de agua doce que utilizam hidrocarbonetos

foram capazes de emulsionar querosene, e observaram também que culturas mistas



58

de organismos marinhos e do solo, que eficazmente degradam éleo cru, também
exibem forte atividade emulsificante.

Em estudo conduzido por Martins, Kalil e Costa (2008), sobre a
utilizacdo de microrganismos fermentados em estado solido para degradagédo de
Oleos vegetais e hidrocarbonetos, quando a produgdo de biossurfactante foi
relacionada com a produgao de lipase, foi verificado que os valores encontrados nao
demonstraram uma tendéncia de aumento ou decréscimo das atividades
emulsificantes. As atividades lipoliticas encontradas no suporte inerte apresentaram
resultados muito inferiores aos encontrados para o suporte complexo, porém foram
encontradas atividades emulsificantes agua/éleo e 6leo/agua em ambos suportes.
Em nossos resultados a amostra 4B produziu biossurfactante em quantidades

superiores aos outros isolados, e também demonstrou ser produtora de lipase.

Figura 9 — Produgéao de biossurfactante pela cepa 4B. Linha tracejada corresponde a escala
aproximada (cm).
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Joo e colaboradores (2008) isolaram sete microrganismos de solo
contaminado, que foram cultivados em meio contendo 6leo diesel. Quatro amostras
apresentaram significativamente maior eficiéncia de degradagao de hidrocarbonetos
de cadeia longa. O indice de remog¢do n-hexadecano, 0 componente mais
abundante do petréleo, foi em média de 60% em 4 culturas, e mais de 40% em 2
culturas. A amostra que degradou menos mostrou uma remogao maxima de 45%.
Esta amostra apresentou uma alta de atividade emulsionante, porém esta atividade
nao se traduz em uma alta remocéo do petroleo. Foi observado também que quanto
menor a cadeia de hidrocarbonetos de petrdleo, mais eficaz a degradacgao. Barathi e
Vasudevan (2001) utilizaram uma cepa de Pseudomonas fluorescens isolada de um
solo contaminado com hidrocarbonetos de petrdleo e observaram a producdo de
biossurfactante durante a degradagdo de n-alcanos, principalmente o hexadecano,

seguido do hexano, decano, querosene e 6leo cru.

5.5.1 Avaliagdo do indice de Estabilidade e Emulsificacdo do Biossurfactante em

Diferentes Valores de pH e Temperaturas

Varios biossurfactantes e sua atividade de superficie ndo sao
afetados por condigdes ambientais como temperatura e pH. Mclnerney e
colaboradores (1990) relataram que o bioemulsificante produzido por uma cepa de
Bacillus licheniformis nao foi afetado pelo aumento da temperatura (para até 50 °C),
variacbes de pH (4,5 a 9,0). Uma cepa psicotréfica isolada da Antartida, de
Arthrobacter protophormiae produziu um biossurfactante termoestavel na faixa de 30
°C a 100 °C, e estavel a valores de pH de 2 a 12 (PRUTHI; CAMEOTRA,1997).

O pH do emulsificante produzido, antes dos testes foi de 7,0. Os
testes relataram a queda do indice de estabilidade e emulsificacdo em pH 5,0 e 6,0,
e uma sensivel diminuicdo em pH 8,0 e 9,0, para todas as amostras, sendo que o
isolado 4B obteve uma queda maior do indice, de 45 % para 35%. Os indices de
emulsificacdo foram calculados apos 2 horas da adigdo do n-dodecano e agitagcéo
em vortex por 2 minutos (Figura 10). Em funcdo da total desestabilizagdo do

emulsificante em pH acido, os dados nao foram demonstrados na figura.



60

BD% -
O12a o1 | P11
50%
ﬁ 40% -
B
i
3
=
é 30% - ‘
2 ) .
8 |
‘E 20% |
= |
|
10% -
0% . |
pH=T.0 pH=80 pH=90
valores de pH

Figura 10 — indice de Estabilidade e Emulsificacdo dos biossurfactantes produzidos
pelos microrganismos 12A, 12B e 4B, em diferentes valores de pH

Quando submetidos a diferentes temperaturas, os biossurfactantes
apresentaram pouca variagdo no indice de estabilidade e emulsificacdo. As
emulsdes produzidas pelas cepas 12A, 12B se mantiveram relativamente estaveis, e
o isolado 4B sofreu uma queda no indice de 30% para 16,6, % (Figura 11). Para
Nitschke e Pastore (2002), uma emulsao produzida pela cepa de B. licheniformis JF-
2 permaneceu estavel a temperaturas em torno de 75 °C por até 140 h e pH entre 6
e 11.

E importante ressaltar que o valor maximo da atividade emulsificante
foi determinado com relagdo a presenga do biossurfactante no sobrenadante do
cultivo, isto &, a substancia biossurfactante nao foi ainda isolada e purificada,

portanto tais indices tendem a aumentar apos estas etapas.
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Figura 11 — indice de Estabilidade e Emulsificacdo dos biossurfactantes produzidos
pelos microrganismos 12A, 12B e 4B, em diferentes temperaturas

Para a remocao de 6leo derramado pelo navio “Exxon Valdez”, no
Alaska, foi utilizado biossurfactante produzido a partir da bactéria Pseudomonas
aeruginosa. Os resultados demonstraram que o bioemulsificante se tornou mais
efetivo na remocgao do 6leo na temperatura de 50 °C. Além da melhoria quantitativa
na remogao, o biossurfactante ndo apresentou toxicidade e promoveu uma maior
biodegradabilidade ao ser aquecido (HARVEY et al., 1990).

Os processos industriais frequentemente envolvem a exposicao dos
surfactantes a temperaturas extremas, presséao, pH e forga idnica, portanto, ha uma
continua necessidade de isolar microrganismos que produzam emulsdes capazes de
funcionar sob estas condi¢gdes (CAMEOTRA; MAKKAR, 1998). Segundo Nitschke e
Costa (2007), a producédo de surfactantes a partir de microrganismos extremofilos
ganhou a atencdo dos pesquisadores nos ultimos anos, uma vez que as

propriedades unicas destes compostos sao consideradas de interesse comercial.
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CONCLUSOES

» Através das andlises moleculares, pode-se sugerir uma alta diversidade

intergenérica no solo contaminado, com baixo numero de espécies;

» Concluir que os isolados com maior capacidade de utilizacdo de petroleo
como fonte de carbono sdo pertencentes ao género Bacillus sp., confirmando

as analises morfosioldgicas e bioquimicas;

» A extracdo de DNA deve ser otimizada para todos os grupos microbianos

encontrados, pois a reagdo de PCR nao foi abrangente a todos os isolados;

» Os isolados 12A, 12B e 4B, que utilizaram o petréleo como fonte de carbono
produziram boas quantidades de biossurfactante, com indices de
emulsificacao de 9,935 %, 3,546 % e 26,087 %, e lipase, com 0,211 U/mL,
0,100U/mL e 0,948 U/mL de atividade, respectivamente; verifica-se a
viabilidade da aplicacdo biotecnoldgica destes isolados bacterianos em
estudos de biorremediacao, visto que mostraram-se com elevado potencial de

degradacéao de petréleo;

» Mesmo com a produgao de biossurfactante e lipase entre os isolados 12A,
12B e 4B, verificou-se a auséncia de correlagdo entre a capacidade de
utilizacdo de petréleo nos ensaios in vitro, indicando que n&o séo parametros
eficientes para a selecdo de microrganismos com potencial de degradacéao de

petroleo.
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