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a'A maior recompensa do nosso trabalho não é o que nos pagam por ele,

mas aquilo em que ele nos transforma.ff

John Ruskin
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RESUMO

Biossurfactantes e bioemulsificantes são moléculas de caráter anfifílico que se
destacam respectivamente por suas propriedades tensoativas e estabilizadoras de
emulsões, além de alguns apresentarem atividade antimicrobiana. Pesquisas que
envolvem a busca por micro-organismos produtores dessas moléculas têm crescido em
todo o mundo, devido à eficiência dos biossurfactantes microbianos frente aos
surfactantes químicos e sua possível aplicação na biorremediação de solo e água
contaminados por petróleo e derivados. O presente trabalho teve como objetivo
principal selecionar bactérias promissoras na produção de biossurfactantes ou
bioemulsificantes dentre 100 lüihagens isoladas de amostras de solos de manguezal. A
recuperação das bactérias foi realizada através do tratamento térmico do solo a 80 ° C
por l h seguido de sub-cultivo dos micro-organismos em ATOE (agar, triptona, glucose
e extrato de levedura), incubado a 30 °C por 24 h. Esta metodologia favoreceu a seleção
de bactérias produtoras de esporos, onde se enquadram as espécies do género Bacillus,
conhecidas por produzir biossurfactantes. A seleção das linhagens produtoras das
moléculas de interesse foi realizada através do cultivo dos micro-organismos em Meio
Mineral a 30 °C por 48 h, seguido da análise do sobrenadante da cultura por medida da
tensão superficial e do índice de emulsificação (E24), ensaios que avaliam,
respectivamente, a produção de biossurfactantes e de bioemulsificantes. Em paralelo,
foi realizada a pesquisa do gene da surfactina, o biossurfactante mais eficiente dentre os
produzidos por Bacillus e da iturina, um tensoativo conhecido por suas propriedades
antifüngicas. Os resultados dos experimentos de cultivo foram analisados pelo método
estatístico de agrupamento para seleção de isolados promissores. Cinco isolados foram
detectados como bons produtores de biossurfactantes (Jag248, Jag252, Jag263, Jag263.1
e Jagl732) e seis para síntese de emulsificantes (Jagl85, Jagl91, Jagl98, Jag212,
Jag242, e Jag310). Os isolados Jag245,Jag249,Jag251 e Jag255 produziram moléculas
com as duas propriedades. O sobrenadante de Jag248 apresentou resultados que
sugeriram a produção de um desemulsificante. O gene sjp, ligado à produção de
surfactina, foi detectado apenas nas linhagens Jagl5B, Jagl85 e Jag249. Dentre os
isolados anteriormente descritos, seis (Jagl85, Jag245, Jag248, Jag249, Jag255 e
Jagl732) foram selecionadas para o ensaio de dispersão do óleo, que avaliou a
eficiência dos biossurfactantes na remoção de óleo em água marinha. Jag248,Jag249 e
Jag255 foram os que apresentaram os melhores resultados, com halos superiores a 50%
do diâmetro da placa. Dentre estes últimos, Jag248 foi escolhida para ensaios de
limpeza de solo e água marinha contaminados com petróleo. Jag248 foi identificado
como pertencente ao género Bacillus e mostrou grande eficácia na limpeza de solo
impregnado por petróleo, bem como na remoção de óleo em água marinha, sendo
melhor ainda que os surfactantes químicos utilizados para fins comparativos. Bacillus
Jag248 teve seu produto preliminarmente identificado como iturina, pela amplificação
dos genes ituD e lpaï4 por PCR. Esse isolado mostrou ainda excelente atividade
antifüngica. O tensoativo foi apenas parcialmente purificado por HPLC, e apresentou
formação de micelas intra e intermoleculares, em duas diluições distintas,
significativamente mais baixas que a do surfactante comercial SDS. Os resultados
merecem destaque visto não haver relatos na literatura de iturinas com atividade
tensoativa tão relevante. Nesse contexto, o presente estudo vem reforçar que os
manguezais abrigam inúmeras espécies microbianas ainda desconhecidas, certamente
detentoras de uma rica diversidade genética e potencial biotecnológico.

Palavras-chave: Biossurfactantes,, bioemulsificantes, biorremediação, manguezais, solo.



ABSTRACT

o,

Biosiirfactants and bioemulsifíers are amphiphilic compounds which have antimicrobial
properties and the ability of reducing surface tension, and stabilizing emulsions. These
molecules have attracted major attention worldwide due to their great efficiency over
chemical surfactants in the bioremediation of environments contaminated by oil and
derivatives. The main objective of this study was to select bacteria able to produce
biosurfàctants among 100 strains isolated from soil samples collected in a northeast
Brazil mangrove. For bacteria isolation, soils were submitted to thermal treatment at 80
°C for 1 h, aüning to select only spore producing species. After that, the soils were
cultivated in ATGE medium at 30 °C for 24h for spore germination and growth. This
methodology intended to capture species of the genus Bacillus, which are known
biosurfactant producers. Among the obtained isolates the selection of biosiirfactant
producing strains was carried out through cultivation in Mineral broth at 30 °C for 48h,
followed by supernatant analyses for superficial tension reduction and emulsification, to
evaluate, respectively, production of biosurfactants and bioemulsifiers, and also
antifüngal activity. Simultaneously, the isolates were screened for genes related with
those activities by PCR using primers for surfactin and iturin. The results were
submitted to cluster analysis in order to elect the most efficient strains. Five strains were
selected as good biosurfactant producers: Jag248; Jag252; Jag263; Jag263.1 and
Jagl732; while six strains were considered good bioemulsifiers: Jagl85; Jagl91;
Jagl98; Jag21; Jag242; and Jag310. The strains Jag245, Jag249, Jag251 and Jag255
showed both properties. Interestingly, the supernatant of Jag248 presented demulsifying
activity. The sjp gene, related to surfactin production, was detected only in Jag 15B,
Jagl85 and Jag249. The isolates, Jagl85,Jag245,Jag248,Jag249,Jag255 and Jagl732
were tested for oil dispersion, and Jag248, Jag249 and Jag255 have showed the best
results, with halos greater than 50% of the plate diameter. Among these strains, Jag248
was chosen for further assays, due to its great potential for applications in
bioremediation. Jag248 was identified as Bacillus sp., and showed great effectiveness in
soil and seawater oil clean up, being even better than the synthetic surfactants used for
comparison. Jag248 tensoactive-molecule is probably an iturin, as demonstrated by its
antifungal activity and also by the amplification of ituD and lpal4 by PCR. This
molecule was partially purified by HPLC and presented two low values for the
formation of micelles, being most effective than commercial surfactants. This is the first
study relating iturine to a relevant activity of surface tension reduction. Our results
highlight that mangrove soils represent a rich source of known and new surface active
molecules.

Keywords: Biosurfactants, Bioemulsifiers, Bioremediation, Mangrove Soil.
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l. INTRODUÇÃO

Os micro-organismos representam as formas de vidas mais abundantes no planeta

e sua diversidade global excede, em muito, a dos demais organismos vivos. Adaptados a

praticamente todos os ambientes existentes na Terra, apresentam uma vasta diversidade

metabólica. São capazes de decompor todos os químicos sintetizados por organismos vivos

e são os principais responsáveis pela detoxificação de muitos contaminantes ambientais.

Exercem, portanto, papéis essenciais para a funcionalidade dos ecossistemas.

As bactérias representam o gmpo microbiano com maior plasticidade em seu

metabolismo. Por serem unicelulares e apresentarem uma elevada razão superiïcie/volume

celular, conseguem se multiplicar e se adaptar mais rapidamente que micro-organismos

eucarióticos. A fácil adaptação bacteriana deve-se, em especial, à produção de

exopolímeros e enzimas que viabilizam a utilização de diversos substratos como fonte de

nutrientes e/ou a proteção contra compostos tóxicos à célula.

Dos ambientes naturais estudados para a busca de novos micro-organismos e

genes, o solo é o que tem despertado mais interesse, por apresentar vasta diversidade

microbiana. Estima-se que um grama de solo pode conter até 10 bilhões de células

incluídos em cerca de quatro mil espécies diferentes. Neste contexto, os solos podem

abrigar espécies cujos genes estejam envolvidos na produção de enzimas para degradação e

transfonnação de vários compostos naturais e/ou xenobióticos.

Os manguezais, ecossistemas costeiros de transição entre o ambiente terrestre e

marinho, têm se tomado foco de vários estudos nos últimos anos. Apresentam uma ampla

diversidade de nichos, os quais envolvem alimentação, reprodução, refúgio, criação e

desova para espécies locais e migratórias, sendo, portanto, vital para a manutenção dos

ecossistemas adjacentes. Apesar desse conhecimento, pouco ainda se sabe sobre os micro-

organismos de solos de manguezais, especialmente, a respeito de suas funções e

potencialidades neste ambiente tão peculiar.

Os solos de manguezais são formados pela deposição de partículas orgânicas e

inorgânicas de origem terrestre e marinha, que se movimentam em função das correntes

das marés. Apresentam predominantemente fi-ações finas como a argila e o silte, são pouco
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consolidados e ricos em matéria orgâiúca. Os fatores abióticos que regem a formação do

solo são também determinantes para o estabelecimento das espécies microbianas. Micro-

organismos que colonizam esses solos estão naturalmente adaptados às mudanças bmscas

de salinidade, oxigénio dissolvido, pH que ocorrem diariamente nesses ambientes. Desse

modo, biomoléculas produzidas por essa microbiota tendem a ser mais estáveis sob

condições anibientais oscilantes.

O gmpo Bacillus está entre os mais pesquisados em microbiologia ambiental para

aplicações industriais e biotecnológicas. Micro-organismos desse grupo são isolados

principalmente do solo e sua importância se deve à diversidade de metabólitos produzidos,

em especial, aos seus lipopeptídeos. Algumas dessas moléculas, os biossurfactantes,

apresentam atividade tensoativa e são ecologicamente relevantes, pois atuam na

solubilização de compostos hidrofóbicos, possibilitando a utilização de hidrocarbonetos

por células microbianas. Alguns biossurfactantes também podem apresentar atividade

emulsificante e antimicrobiana, por isso, encontram aplicação nas indústrias cosmética,

alimentícia e fannacêutica.

A solubilização de derivados de petróleo por biossurfactantes tem despertado

grande interesse atualmente, devido à eficácia, biodegradabilidade e baixa toxicidade dos

surfactantes naturais fi-ente aos surfactantes químicos. Entretanto, o custo elevado da

produção desses metabólitos ainda se mostra como obstáculo para utilização em larga

escala. Para vencer esse obstáculo, as pesquisas se concentram em testar o emprego de

substratos de baixo custo, como resíduos industriais, e procurar por linhagens que

produzam biossiirfactantes cada vez mais eficazes e com elevado rendimento.

Diante dessa realidade, desde 2004 nosso gmpo de pesquisa tem investido na

prospecção e estudo de linhagens microbianas promissoras na produção de biossurfactantes

e bioemulsificantes, bem como em soluções ambientalmente amigáveis para problemas

que envolvam contaminação ocasionada por petróleo e derivados. Resultados bem

sucedidos já foram alcançados como fruto desse esforço. Dentre eles, merecem destaque

três patentes envolvendo bioprodutos para utilização em biorremediação e o Prémio

Petrobras de Tecnologia da Preservação Ambiental em 2009, pela pesquisa que utilizou
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técnicas moleculares para avaliar os efeitos do acúmulo de petróleo nas comunidades
microbianas do solo do manguezal da Baía de Todos os Santos.

Nosso atual desafio tem sido conhecer os micro-organismos existentes nos solos
dos manguezais da costa cearense e pesquisar nesta microbiota, atividades de elevado e
relevante valor ambiental e biotecnológico. Com exceção do manguezal do Rio Timonha,
na fronteira com o Piauí, todos os outros treze manguezais existentes no Ceará estão
afetados por alguma forma de impacto tais como urbanização, contaminação por petróleo,
esgotos domésticos ou industriais, carcinicultura, constmção de barragens, erosão, etc. Esta
realidade reforça a urgente necessidade de se conhecer a microbiota nativa e o papel destas
espécies no equilíbrio ecológico dos manguezais, antes que essa valiosa biodiversidade
seja perdida. Este conhecimento também é de fundamental importância para o
planejamento e desenvolvimento de estratégias que visem à recuperação desses ambientes.

Trabalhos recentes têm demonstrado que solos de manguezais albergam micro-
organisinos produtores de biossurfactantes conhecidos e, possivelmente, novos compostos,
tendo em vista a vasta diversidade microbiana não cultivável encontrada nesse

ecossistema. Brito e colaboradores (2006) isolaram bactérias do género Bacillus de
amostras de solo de manguezal contaminadas com hidrocarbonetos e estudaram o potencial
das linhagens obtidas em produzir biossurfactantes. Dias e colaboradores (2009) também
mostraram o potencial biotecnológico de bactérias cultiváveis provenientes de solos de
manguezais, ressaltando a importância de um estudo mais aprofundado visando um
aproveitamento dessa microbiota. Viramontes-Ramos e colaboradores (2010) relataram o
isolamento de bactérias produtoras de surfactina de solos contaminados com
hidrocarbonetos. A relação entre a ocorrência de bactérias produtoras de surfactantes e
ambientes contaminados sugere um papel importante dessas moléculas na sobrevivência
dos micro-organismos produtores nesses ambientes.

Neste sentido, o presente trabalho realizou lima busca por linhagens de bactérias
produtoras de biossurfactantes em amostras de solo do manguezal do Rio Jaguaribe-CE,
com o intuito de encontrar novas linhagens e/ou produtores mais eficazes.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Isolar espécies de bactérias produtoras de compostos tensoativos a partir de solos

de manguezal e selecionar aquelas mais promissoras, visando aplicações em

biorremediação de ambientes contaminados com petróleo.

2.2. Objetivos específicos

l. Isolar e selecionar linhagens com potencial para a produção de compostos

tensoativos.

2. Identificar isolados produtores de biossurfactantes através da pesquisa de genes

para esses compostos.

3. Identificar moleculannente os isolados selecionados.

4. Analisar os sistemas de biossurfactantes ou bioemulsificantes mais promissores.

5. Avaliar a eficiência dos compostos bmtos e parcialmente purificados para limpeza

de óleo da água e solo.

6. Verificar se os compostos tensoativos possuem atividade antifimgica.

"*!>..
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

3.1. Importância ecológica dos manguezais

Manguezais são ecossistemas localizados predominantemente nas regiões tropical

e subtropical, submetidos periodicamente a variações das marés. As mudanças sazonais

que ocorrem nos manguezais atuam de forma a selecionar espécies vegetais e animais

características desses ambientes. Entretanto, apesar da seletividade a que são submetidos,

esses ecossistemas se destacam pela grande abundância das populações que neles vivem.

Por isso são considerados um dos mais produtivos ambientes naturais (SCHAEFFER-

NOVELLI, 1995; DIAS et al., 2009).

Os manguezais estão restritos as latitudes entre 30° Norte e 30° Sul e apresentam

ampla distribuição mundial, estando presentes em 112 países e territórios (Figura l,

destaque em vermelho). A grande iiifluência exercida por fatores como umidade e

temperatura, favoreceu a sua distribuição mais abundante nas Américas e na Ásia

(KATHIRESAN & BINGHAM, 2001).
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Figura l - Distribuição dos manguezais no mundo. Destaque em vermelho (MAIA et al., 2005).
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No Brasil, os manguezais ocorrem em 92% da linha de costa, perfazendo 6.800

km de fornia quase contínua, iniciando no extremo norte no Oiapoque, no Estado do

Amapá, e se estendendo até Santa Catarina. Apenas o Rio Grande do Sul não possui

florestas de manguezais (SCHAEFFER-NOVELLI, 1995).

Os mangues, vegetação típica dos manguezais, são altamente especializados e

adaptados às condições de solos alagados, com baixas concentrações de oxigénio e
salinidade variável. São representados por poucas espécies geralmente abundantes, como
Rhizophora mangle, Laguncularia racemosa, Avicennia tomentosa e Avicennia

schaueriana. Partindo-se do oceano em direção ao continente, espécies de Rhizophora sp.
têm sido amplamente relatadas como dominantes na região naais próxima ao mar, sujeitas a
inundações periódicas. E facilmente reconhecida no ambiente devido às raízes-escora, que

auxiliam a sua fixação. Avicennia sp., por outro lado, apresenta raízes aéreas denominadas

pneumatóforos, que permitem a captura do oxigénio adjacente ao solo pouco aerado. Esse

género do mangue encontra-se nas regiões menos sujeitas a inundações. Espécies de

Laguncularía sp. apresentam em suas folhas glândulas de sal para eliminar o excesso dessa

substância adquirido na água do ambiente. Essa vegetação é típica da porção mediana do

manguezal (TOMLINSON, 1994; SAENGER, 2002; LACERDA et al., 2006).

Os solos de manguezais apresentam uma alta densidade de micro-organismos, os

quais são os principais responsáveis pela degradação da matéria orgânica abundante nesse
ecossistema. Em manguezais tropicais, bactérias e fungos constituem 91% da biomassa
microbiana total, considerando que algas e protozoários representam apenas 7% e 2%

respectivamente (ALONGI, 1988; BANO et al., 1997). O grande número de micro-nichos
no solo e na água, como regiões de maior ou menor oxigenação no solo, teor de ferro,
retenção de sais e concentração de matéria orgânica, favorecem o estabelecimento de uma
enorme diversidade microbiana. Dentre alguns grupos que desempenham funções
importantes podem ser citadas as bactérias redutoras de sulfato, decompositoras primárias
em sedimentos anóxicos de manguezais; fixadoras de nitrogénio, que atuam na ciclagem
de nutrientes; decompositoras de resíduos orgânicos; bactérias que auxiliam a estocagem
de carbono, dentre outras (KATHIRESAN & BINGHAM, 2001; DIAS, 2008).
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Embora existam muitos estudos que explorem o hidrodinamismo em manguezais
e o efeito desse fenómeno nas comunidades de animais e plantas, pouco ainda se conhece a
respeito da inicrobiologia desses ambientes. Neste contexto toma-se urgente o
desenvolvimento de pesquisas que abordem quem são os micro-organismos ali presentes e
o que eles fazem, antes que essa microbiota seja irremediavelmente afetada pêlos impactos
naturals e antrópicos que constantemente atingem esse ecossistema (CURY, TORRADO &
LAMBAIS, 2002). Devido às oscilações de salinidade, temperatura e pH a que os
manguezais são naturalmente expostos por causa das variações diárias de maré, especula-
se que bactérias e fungos que nele residam tenham elevada plasticidade metabólica e
genética. Dessa forma, os manguezais constituem uma fonte valiosa de novas espécies
microbianas e de biomoléculas (KATHIRESAN & BINGHAM, 2001; ZHOU et al., 2006).

A prospecção de micro-organismos em manguezais, baseada em técmcas de
cultivo, mostrou a ocorrência dos géneros bacterianos Azospirillum, Azotobacter,
Rhizobium, Clostridium e Klebsiella em amostras de solos, rizosferas e superfícies de
raízes de várias espécies do mangue (SENGUPTA & CHAUDHURI 1990 e 1991).
Linhagens microbianas resistentes a vários antibióticos também têm sido isoladas de
manguezais (LÊ, MUNEKAGE & KATO, 2005), sugerindo a contaminação desse
ecossistema com insumos utilizados na carcinicultura (LALUMERA et al., 2004), uma das
atividades mais impactantes nos manguezais do Nordeste. Shome et al. (1995) isolaram
trinta e oito bactérias distintas de folha de mangue e sedimentos de um manguezal no sul
da Índia e caracterizaram essa comunidade bacteriana, como sendo na sua maioria Gram-
positiva (76,3%), móveis (87%), fermentadores (82,1%), pigmentados (31%) e resistentes
à polimixina B (100%) e cloranfenicol (50%).

O enfoque atual da ecologia microbiana de manguezais tem sido descrever a
estmtura das comunidades presentes nos mais diversos micro-nichos e as funções de cada
gmpo microbiano dentro dessas comunidades. As metodologias utilizadas para se conhecer
a microbiologia dos manguezais envolvem o cultivo, análises moleculares e estatísticas. A
partir dessas ferramentas, tem-se tomado possível estabelecer a relação entre fatores
ambientais e distribuição dos micro-organismos nesse ambiente (BOUILLON et al., 2004;
BISWAS et al., 2007). Além disso, a prospecção microbiana em manguezais tem buscado
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descobrir novas linhagens, cujo potencial metabólico possa ser explorado

biotecnologicamente (DIAS et al., 2009).

3.2.0 grupo Bacillus

O género Bacillus é fonnado por um gmpo heterogéneo de bactérias Gram-

positivas ou Gram-variáveis, aeróbicas, com formato de bastonete, que podem ocorrer

isolados ou em cadeia, produtores de esporos resistentes a condições adversas, não

apresentando mais de um esporo por célula (HOLT et al., 1994). Esses micro-organismos

apresentam grande plasticidade fisiológica no que se refere às condições de temperatura,

pH e salinidade dos ambientes nos quais são encontrados como água, solo, associadas às
plantas, ambientes poluídos, sedimentos marinhos e etc. (ENCESÍAS et al., 1996). Estão

atjalmente distribuídos em mais de 100 espécies e representam um gmpo importante e
bastante diversificado, com uma extraordinária ecologia de interesse em vários segmentos

da biotecnologia (EICHLER, 2001).

Devido à diversidade de espécies presentes no gmpo Bacillus, a classificação e

identificação de seus membros têm sido feita sob diferentes aspectos com a finalidade de

se obter o maior número possível de informações a respeito das características celulares.

Abordagens envolvendo propriedades fenotípicas como perfil bioquímico e fisiológico

(SMITH et al., 1952), constituição dos ácidos graxas da membrana celular (KANEDA,

1977), produção de enzimas (BAPTIST, MANDEL & GHERNA, 1978), tipo e localização

do endósporo (GORDON, HAYNES & PANG, 1973) e composição da parede celular
(STACt^EBRANDT et al., 1987), embora sejam bastante tradicionais, ainda continuam

sendo utilizadas para classificar bactérias do gmpo Bacillus. Métodos moleculares, os

quais utilizam a análise do DNA total e da sequência do gene do rRNA 168, no entanto,

tem permitido uma classificação mais aciirada. O desenvolvimento dessas metodologias

tem permitido não apenas a re-classificação de espécies erroneamente nomeadas, como a

descoberta de novas espécies dentro do gmpo (FREITAS et al., 2008).

Um exemplo das modificações ocorridas após a adoção de métodos moleculares

para classificação microbiana pode ser observado com o gmpo Bacillus subtílis. Antes

considerado apenas uma espécie, o gmpo atualmente é constituído pelas espécies B.

subtilis, B. pumiïus, B. amyloliquefaciens e B. licheniformis, as quais estão estritamente
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relacionadas de acordo com a análise genética. Membros desse grupo são utilizados na

indústria para produção de enzimas, antibióticos, probióticos e têm sido pesquisados para

futuras aplicações na biodegradação de xenobióticos e produção em larga escala de

biossurfactantes (ONGENA & JACQUES, 2008).

3.3. Sistemas de biomoléculas produzidas por espécies de Bacillus

Bactérias do grupo Bacillus produzem uma variedade de compostos bioativos, em

especial antibióticos de natureza lipopeptídica (ONGENA & JACQUES, 2008).

Estruturalmente, os lipopeptídeos são formados por um peptídeo cíclico, geralmente

composto por sete aminoácidos, ligados a uma cadeia de ácido graxo, o que confere a essas

biomoléculas um caráter anfifílico, podendo interagir com superfícies e/ou substâncias de

diferentes polaridades (STEIN, 2005; ONGENA & JACQUES, 2008). Devido a isto, os

lipopeptídeos tomam-se fundamentais para os micro-organismos que os produzem, pois

facilitam o estabelecimento destes em novos nichos, através da ligação e deslocamento em

superfícies; a captura de substratos hidrofóbicos, desenvolvimento de biofilmes e do

mecanismo de quorum sensing, o qual é definido como processo de comunicação entre e

intra-espécies microbianas, que permite aos micro-organismos apresentarem alterações

fenotípicas marcantes quando estes se encontram em altas densidades populacionais. Todas

estas possibilidades de utilização dos lipopeptídeos garantem às bactérias produtoras destas

biomoléculas verdadeiras vantagens ecológicas sobre as não produtoras (STEIN, 2005;

MUKHERJEE & DAS, 2005; NIHORIMBERE et al., 2009).

Estudos sobre lipopeptídeos microbianos têm despertado interesse em várias áreas

da ciência. Na área médica, tem sido pesquisado para o desenvolvimento de antibióticos,

antitumorais e antivirais (CAMEOTRA & MAKKAR, 2004; RODRIGUES et al., 2006;

DAS, MUKHERJEE & SEN, 2008); na agricultura, para o biocontrole de fitopatógenos

economicamente relevantes (YU et al., 2002; ONGENA et al., 2007; ROMERO et al.,

2007; ONGENA & JACQUES, 2008); na indústria cosmética, farmacêutica, de tintas e de

alimentos, utilizados como emulsificantes e estabilizantes (KOSARIC, 1992; DESAI &

BANAT, 1997; BANAT, MAKKAR & CAMEOTRA, 2000) na indústria de detergentes,

para o desenvolvimento de fórmula biodegradáveis e menos tóxicas (MUKHERJEE, 2007)

e na área ambiental, na biorremediação de ambientes contaminados com petróleo e
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derivados, através do uso de biossurfactantes, moléculas anfifílicas com caráter tensoativo,

menos dispendiosas e ecologicamente mais amigáveis que os surfactantes químicos

(BOGNOLO, 1999; MULLIGAN, 2005; DAS & MUKHERJEE, 2007). As diversas

fonnas de aplicação dos lipopeptídeos demonstram sua enorme versatilidade do gmpo

Bacillus (EICHLER, 2001).

Os lipopeptídeos de Bacillus compreendem três famílias: 1a. Família, Iturina,

formado pelas moléculas iturina A e C, bacilomicina D,F e L e micosubtilina; 2a. Família,

Siirfactina, à qual pertencem liquenisina, pumilacidina, esperma e surfactina e 3a Família,

Fengicina, representada por fengicina A e B e por plipastatina A e B. As principais

diferenças entre os membros dessas famílias residem no tipo de ligação da cadeia de ácido

graxo ao peptídeo cíclico, na quantidade de carbonos da cadeia lipídica, e nos aminoácidos

formadores do peptídeo (Tabela l).

As pesquisas relacionadas à iturina e fengicina têm como foco principal a

aplicação dessas moléculas no controle de fungos ïïtopatogênicos (ONGENA et al., 2007;

ROMERO et al., 2007). Isto porque a estmtura molecular dessas substâncias permite que

atuem como antagonistas diretos na inibição de fungos pela formação de canais iônicos

excessivos na membrana celular (ONGENA & JACQUES, 2008). Em relação à surfactina,

os estudos se concentram mais no seu potencial surfactante, o qual possibilita a aplicação

desta molécula principalmente como tensoativo e emulsificante, embora também

demonstre atividade aiitibacteriana (COOPER & ZAJIC, 1980).

Dentre os lipopeptídeos anteriormente citados, iturina A e surfactina estão

atualmente entre os mais estudados. Baseado em um levantamento realizado em maio de

2011 na base de dados Scopus (http://www.scopus.com/home.url), utilizando nomes de

lipopeptídeos produzidos por Bacillus, foram encontrados 108 artigos para a palavra

"fengycin" (fengicina), 260 para "iturin" (iturina) e 657 para surfactin (siufactina). Ao

utilizar "lipopeptide" (lipopeptídeo), 2.602 artigos encontram-se disponíveis, o que pode

indicar o isolamento ou identificação apenas parcial das moléculas estudadas. Embora

sejam moléculas de grande relevância económica e industrial, como anteriormente

descrito, percebe-se que muito ainda está por ser descoberto no que se refere à

lipopeptídeos produzidos por Bacillus.

ç^unuiwc,

PC-7031
Caixa de texto



^.

34

Espécies de Bacillus produtores de lipopeptídeos podem ser isoladas de diversas

amostras ambientais, tais como solo, rizosfera, rizoplano, sedimentos de águas profundas

(TRISCHMAN, JENSEN & FENICAL, 1994) e trato

gastrointestinal humano (HONG et al., 2009). A biossíntese de algumas dessas moléculas,

como iturinas, parece ser limitada a algumas espécies de Bacillus {B. subtilis, B.

amyloliquefaciens, Bacillus pumilus), enquanto que a surfactina e a fengicina tem sua

produção mais generalizada entre múltiplas espécies, incluindo Bacillus

coagulans (HUSZCZA & BURCZYK, 2006), Bacillus pumilus (KALINOVSKAYA et

al., 2002), Bacillus cereus ÇTSVGE et al., 1999), Bacillus thuringiensís (KIM et al.,

2004), Bacillus mojavensis (SNOOK et al., 2009), Bacillus megaterium

(PUEYO et al., 2009), Bacillus polyfermenticus (KIM et al., 2009) e Brevibacillu brevis

(HADDAD, WANG & MU, 2008).

Em um estudo comparativo de mais de 50 cepas de B. subtilis e B. licheniformis

isoladas de sete ambientes diversos e exti-emos que vão desde a geleira até o deserto, Price

e colaboradores (2007) descreveram uma correlação entre a produção de lipopeptídeos e a

origem geográfica das estirpes. Isso levou os autores a especular que a especificidade de

produção de lipopeptídeos permite uma melhor competição entre as populações de

Bacillus e a comunidade microbiana indígena. Analisando sob uma perspectiva ecológica,

a capacidade de Bacillus prodiizir estruturalmente diferentes tipos de lipopeptídeos pode

permitir e favorecer uma resposta mais rápida e adequada às mudanças dos fatores

abióticos do ambiente (RAAÜMAKERS et al., 2010).

•il.
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3.3.1. Biossurfactantes e bioemulsificantes

Os compostos ativadores de superfície (SACs, do inglês Surface Active

Compounds) conhecidos como biossurfactantes são, em geral, compostos aiififílicos de

baixo peso molecular que tem a capacidade de formar micelas. Sua parte hidrofóbica é

fomiada por hidrocarbonetos com cerca de 10 a 18 átomos de carbono, mas podem ser

encontradas cadeias de ácidos graxas ligadas a proteínas ou peptídeos. A parte hidrofílica é

variável, podendo ser carboidrato, éster, hidroxila, fosfato ou grupo carboxílico. Em geral,

biossurfactantes de baixo peso molecular (glicolipídeos e lipopeptídeos) são capazes de

reduzir a tensão superficial de líquidos, mas não formam emulsões estáveis. Em

contrapartida, os biossurfactantes de alto peso molecular, chamados bioemulsificantes, são

menos eficazes na diminuição da tensão superficial. Porém, a maioria deles é capaz de

fonnar emulsões estáveis, através da dispersão de imia fase líquida em outra de diferente

polaridade, como óleo-em-água ou água-em-óleo. Dessa forma, nem todos os

biossurfactantes são bioemulsificantes (NEU, 1996; RON & ROSENBERG, 2001;

NITSCHKE & PASTORE, 2002; VIRAMONTES-RAMOS et al., 2010).

Os biossurfactantes e os bioemulsificantes são sintetizados por bactérias,

leveduras e fungos filamentosos durante o crescimento em diferentes fontes de carbono,

desde substâncias hidrofílicas como a glicose, até substratos hidrofóbicos como os

hidrocarbonetos (ROSENBERG & RON, 1999; MULLIGAN, 2005). O principal papel

fisiológico atribuído aos biossurfactantes é permitir que os microrganismos cresçam em

substratos imiscíveis em água, pela redução da tensão superficial, tomando-o mais

disponível para a captação e metabolismo. Os microrganismos podem aumentar a taxa de

captação e biodegradação como resultado da produção de biossurfactantes ou

emulsificantes. Primeiramente, eles podem efetivamente aumentar a solubilidade do

composto orgânico através da fonnação de nücelas ou vesículas que se associam com os

hidrocarbonetos. A seguir, podem facilitar o contato das células ao hidrocarboneto,

transformando a superfície celular para mais hidrofóbica, com maior atração pelas

gotículas emulsificadas de óleo (MAIER, 2003; BENTO, CAMARGO & GAYLARDE,
2008).
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A produção de biossurfactantes e bioemulsificantes geralmente tem sido associada

com o crescimento celular em meios de cultura ou em meios mínimos (mineral) com a

fonte de carbono (solúvel ou insolúvel) a ser investigada. Alguns autores reportam a

redução da tensão superficial do meio na fase exponencial de crescimento (WILLUMSEN

& KARLSON, 1997) e muitos outros apenas na fase estacionária, sendo considerados por

muitos autores como metabólitos secundários (WILLUMSEN & KARLSON, 1997;

DESAI & BANAT, 1997; RON & ROSENBERG, 2002; PRUTHI & CAMEOTRA,

2003). Os bioemulsificantes são geralmente produzidos quando as culturas atingem a fase

estacionária de crescimento. Em vários casos foi demonstrado que a produção de

emulsificantes é induzida por sinais moleculares envolvendo quorum-sensing. Esta

característica regulatória parece ser geral e provavelmente se aplica a produção de ambos

os emulsificantes de alto e baixo peso molecular (RON & ROSENBERG, 2001; BENTO,

CAMARGO & GAYLARDE, 2008).

A capacidade de produção dessas biomoléculas confere aos micro-organismos

diversas vantagens no ambiente. Uma vez produzidos, os biossurfactantes podem ser

liberados para o meio ou podem permanecer na superfície celular microbiana. Quando

ficam retidos na parede, essas biomoléculas auxiliam no transporte de substratos insolúveis

através da membrana. Quando excretados, são capazes de emulsionar e solubilizar

hidrocarbonetos ou compostos insolúveis em água, permitindo o crescimento e

desenvolvimento desses micro-organismos em substratos de natureza apoiar. Além dessa

função, influenciam também a adesão e liberação da célula a superfícies e podem

apresentar atividade antibiótica (BOSCH, 1988; NITSCHKE & PASTURE, 2002;

MANEERAT & PHETRONG, 2007; VIRAMONTES-RAMOS et al., 2010).

O estudo dos biossurfactantes vem se intensificando nas últimas décadas, frente às

diversas vantagens oferecidas por eles quando comparados aos surfactantes sintéticos.

Dentre as principais vantagens, temos a biodegradabilidade dessas moléculas, a menor

toxicidade para o meio ambiente, a biocompatibilidade, pennitindo sua aplicação em

cosméticos, medicamentos farmacêuticos e em aditivos na indústria alimentícia, e sua alta

especificidade, podendo atuar na detoxificação de um poluente específico em determinado

ambiente (RAHMAN & GAKJPE, 2008). Além disso, surfactantes de origem natural
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apresentam uma ampla variedade de estruturas e demonstram eficácia em condições

extremas de temperatura, pH e salinidade (BENTO, CAMARGO & GAYLARDE, 2008).

Muitos dos biossurfactantes já descobertos são úteis para aplicações industriais.

Os lipopeptídeos produzidos por bactérias do género Bacillus, são ecológica e

industrialmente relevantes. Eles podem atuar como smalizadores químicos na formação

dos biofilmes, de modo a controlar a densidade das populações microbianas; como

antimicrobianos, aluando na diversidade de espécies de micro-organismos nas

comunidades, além de auxiliar o processo de biorremediação natural de ambientes

impactados por hidrocarbonetos (RON & ROSENBERG, 2001; ONGENA et al., 2007).

As pesquisas relacionadas à surfactina, biossurfactante mais potente produzido

por Bacillus, exploram sua excepcional atividade surfactante para atoar como

antibacteriano, emulsificante, anti-espumante e tensoativo. Esse lipopeptídeo foi

inicialmente descrito por Arima, Kakinuma e Tamura, em 1968 e foi assim denominado

devido a seu caráter tensoativo bastante evidente, o qual somente começou a ser explorado

a partir de 1980 (PEYPOUX, BONMATIN & WALLACH, 1999). Em concentrações de

0,005%, a surfactina reduz a tensão superficial da água de 72,0 mN/m para 27,0 mN/m

(COOPER & ZAJIC, 1980). Embora tenha sido descoberta há 43 anos, pesquisas à respeito

desta molécula e dos micro-organismos produtores ainda são bastante intensas. Isto se

deve, especialmente, à demanda crescente por biossurfactantes efetivos, economicamente

viáveis, que possam ser utilizados em substituição aos surfactantes químicos, para

recuperação de áreas contaminadas por derivados de petróleo (BANAT et al., 2010). Após

a descoberta da surfactina, o género Bacillus passou a ser bastante visado em pesquisas

relacionadas à produção de biossurfactantes, sendo crescente a procura por novas fontes

dessas biomoléculas que apresentem alta eficácia e rendimento, aliado a um baixo custo de

produção.

A surfactina produzida por Bacillus subtilis é composta por um heptapeptídeo

cíclico (Glu-Leu-D-Leu-Val-Asp-D-Leu-Leu) ligado a uma porção de ácidos graxas com

13 a 15 átomos de carbono, sendo o ácido 3-hidroxi-13-metiltetradecanóico como principal

componente. O sistema de biomoléculas da surfactina é produzido durante a ti-ansição da

fase exponencial para a fase estacionária, por via não-ribossomal, por um complexo



39

enzimático formado por três proteínas: surfactina sintetase, acil transferase e a

fosfopanteteinil transferase. Estudos bioquímicos de moléculas da família Surfactina

revelam que seus membros diferem entre si somente nos resíduos de L-aminoácidos, nas

posições 2, 4 e/ou 7 e que a posição 4 é que apresenta a maior variabilidade (PEYPOUX,

BONMATIN & WALLACH, 1999; RAAJIMAKERS et al., 2010).

Apesar de bastante promissoras, a utilização de biossurfactantes microbianos em

larga escala ainda encontra-se em fase incipiente. Os motivos pêlos quais essas moléculas

ainda não são amplamente utilizadas são o alto custo de produção associado ao uso de

substratos caros, os métodos de recuperação dos produtos nem senipre eficientes e o baixo

rendimento por parte das cepas produtoras. Segundo Hsieh e colaboradores (2004), apenas

20 linhagens de Bacillus, de bancos públicos e privados, têm sido registradas como

produtoras de surfactina. Para fins científicos, a surfactina padrão é comercializada por R$

78,30/mg, e a iturina por R$ 491,00/mg (SIGMA). A fengicina ainda não é comercializada.

Os valores elevados tomam urgente a busca por novas cepas produtoras desses e de outros

lipopeptídeos, os quais, embora ainda não sejam comercializados, certamente possuem

aplicações relevantes.

3.3.1.1. Propriedades funcionais dos biossurfactantes e bioemulsificantes

Para propósitos práticos, é importante distinguir dois termos empregados na

caracterização de biossurfáctantes: eficiência e eficácia. A eficiência diz respeito à

concentração de biossurfactante requerida para produzir uma significante redução da

tensão superficial da água, enquanto que a eficácia está relacionada ao mínimo valor ao

qual a tensão pode ser reduzida. Com esse enfoque, para caracterizar biossurfactantes e

bioemulsificantes faz-se necessário uma análise das propriedades de redução das tensões

superficial e interfacial, da atividade emulsificante e desemulsificante da concentração

micelar crítica (CMC) (LEE et al., 2008; VAN HAMME & URBAN, 2009).

Denomina-se tensão superficial e interfacial o efeito de forças coesivas entre

moléculas de água, de modo que estas permaneçam unidas fortemente (Figura 2A e 2B).

Na tensão superficial, as forças se acumulam na interface ar-água, enquanto que na tensão

interfacial, entre óleo e água. Esse parâmetro revela sua importância quando se pretende



40

comparar efeitos de diversos tensoativos. Os melhores serão aqueles que em menores

concentrações apresentarem reduções significativas nos valores de tensão superficial ou

interfacial (TANIYAVARN et al., 2003).

A B

Tensão
Superficial

ar
-\

^•s^.,^"^
00^^
0000

óleo

água

;i:
i'"--!

i- •VL • • 'Vi i'

ÍXÍX1XÍ
jt j»ï it .rf Xfc jr'ï"l

sïsïs^

»j
)<(^^)^-»<_>*-»C

Tensão
Interfacial

Figura 2 - Organização das moléculas na (A) tensão superficial e (B) interfacial (Adaptado de Satpute et al.,

2010).
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A dispersão de um líquido em outro, na forma de gotas microscópicas, levando à

mistura de dois líquidos imiscíveis é o que caracteriza uma emulsão (Figura 3A). As

emulsões representam uma grande área interfacial e se formam à medida que a tensão é

reduzida, e a estabilidade dependerá da natureza do emulsificante e das condições do meio

(MAIER, 2003). A desemulsificação, por outro lado, é a quebra de emulsões através do

rompimento da superfície estável entre as fases (Figura 3B). O poder desemulsificante

conferido a alguns biossurfàctantes encontra importante aplicabilidade na exti-ação de

petróleo, para desfazer as emulsões de água e óleo, que são fonnadas diirante a

recuperação do óleo da rocha-matriz (NADARAJAH, SINGH & WARD, 2002; BOSCH &

AXCELL, 2005). A B

Er
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o
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Figura 3 - Ilustração dos processos de (A) emulsifícação (B) desemulsifícação (Adaptado de Satpute et al.,

2010).
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A concenü-ação micelar crítica, conhecida como CMC diz respeito à menor

quantidade do biossurfactante necessário para a formação de micelas. Uma vez atingida a

CMC, a tensão superficial ou interfacial não sofrerá mais nenhuma redução. Acima dessa

concentração, as moléculas do tensoativo formam grandes agregados moleculares de

dimensões coloidais (Figura 4). A esses agregados, que geralmente contém de 60 a 100

moléculas do tensoativo, dá-se o nome de micelas. Geralmente, em solução aquosa, as

moléculas dos surfactantes agregam-se fonnando uma esfera com caudas hidrofóbicas

voltadas para o seu interior e os gnipos hidrofílicos ou carregados, voltados para fora.

Abaixo da CMC, o tensoativo está predominantemente na fonna de monômeros. A CMC

depende da estrutura do surfactante (tamanho da cadeia do hidrocarboneto) e das condições

do meio (concentração iônica, contra-íons, temperatura etc.). A formação de micelas está

associada com a solubilização de compostos hidrofóbicos em água. Tradicionalmente, os

métodos envolvidos para a determinação da CMC são tensão superficial, condutividade

elétrica e espectrometria (MANIASSO, 2001; MORAES & REZENDE, 2004; CORRER et

al., 2007, BENTO, CAMARGO & GAYLARDE, 2008).

A presença de surfactantes em meios aquosos provoca a redução da tensão

superficial. Baseado neste fenómeno, a medida de tensão pode ser utilizada para

detenninação da concentração micelar crítica. Na prática, essa concentração é encontrada

quando a tensão superficial permanece estável, independente da adição de surfactantes,

momento no qual as micelas predominam no sistema (Figura 4) (PACWA-

PLOCINICZAK et al., 2011).
í\
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Figura 4 - (A) Relação das variações de tensão superficial e interfacial com a concentração de surfactante no

sistema. (B) Formas de organização das moléculas de biossurfactante acima da concentração

micelar crítica (BENTO, CAMARGO & GAYLARDE, 2008).

Na determinação da CMC por medida de condutividade, método escolhido neste

trabalho, pode-se determinar no ponto de modificação da condutividade, a transição do

estágio de monômero para micela do tensoativo. Antes da CMC, a variação da

condutividade é devida à adição de moléculas do tensoativo à solução. Após a CMC, a

variação da condutividade deve-se ao aumento de micelas no meio (MORAES &

REZENDE, 2004).

O método de análise da CMC por espectroscopia de absorção UV-VIS baseia-se

na variação do espectro de absorção do corante Sudan III (504nm) em função da

concentração do tensoativo. Aiunentando-se a concentração de surfactante, há formação de

micelas, as quais irão solubilizar o corante, modificando o comportamento da curva de

absorção. O ponto máximo da curva indica o valor da CMC (MORAES & RESENDE,

2004).

v-.-
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3.3.1.2. Métodos de estudos para detecção de biossurfactantes

e

•Í-.

l— -

A maioria das metodologias para detecção de micro-organismos produtores de

biossurfactantes tem sido realizada cultivando-se as linhagens microbianas em meios

indutores para produção dessas moléculas. No caso de bactérias do gmpo Bacillus, os

meios têm, preferencialmente, glucose como fonte de carbono, além da fonte de nitrogénio,

vitaminas e alguns metais traço como ferro, manganês. Embora os biossurfáctantes sejam

moléculas que viabilizam a captura de hidrocarbonetos, no caso de Bacillus, eles são bem

produzidos mesmo em meios que não apresentem compostos hidrofóbicos. (ONGENA &

JACQUES, 2008) Em geral, os principais fatores que influenciam a produção de

biossurfactantes são o pH, salinidade do meio, fonte de carbono e nitrogénio (RAHMAN

& GAKPE, 2008; PRIYA & USHARANI, 2009). No caso da surfactina, outros fatores

como a concentração e fonte de ferro e manganês, e a concentração de oxigénio também

podem influenciar a produção dessa molécula (WEI & CHU, 1998; WEI & CHU, 2002).

Os métodos que dependeni de cultivo se baseiam nas mudanças da tensão

superficial ocorridas nos meios de cultura após 24 à 48 h de crescimento, para pesquisar

quais as linhagens tem potencial para produzir biossurfactantes e/ou bioemulsificantes.

Desse modo, verifica-se a produção de agentes tensoativos pela medida das tensões

superficiais antes e depois do cultivo e avalia-se a presença de substâncias emulsificaates

por ensaios de emulsificação com hidrocarbonetos. Metodologias de cultivo mais recentes

utilizam pequenas frações dos sobrenadantes, analisadas em placa multi-poços,

caracterizando ensaios high-throughput. Embora tenham execução mais rápida, estas

metodologias são de difícil reprodutibilidade (RAHMAN & GAKPE, 2008).

Iniciando o estudo de bactérias produtoras de biossurfactantes baseado em

métodos moleculares, Hsieh e colaboradores (2004) propuseram a pesquisa de genes para

produção de surfactina em linhagens de Bacillus através da Reação em Cadeia da

Polimerase (PCR) utilizando iniciadores específicos para o gene sjp, responsável pela

produção de enzimas relacionadas à síntese da surfactma. O gene sfp é fonnado por 675

pares de bases.
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Bento, Camargo e Gaylarde (2008) relacionaram diferentes metodologias para

detectar a produção de biossurfactantes por isolados microbianos. Youssef e colaboradores
(2004) compararam os métodos existentes, relacionando suas vantagens e desvantagens. E

mais recentemente, Satpute e colaboradores (2010) publicaram uma longa revisão sobre

métodos para investigar micro-organismos produtores de biossurfactantes e

bioemulsificantes. Dentre as metodologias mais utilizadas, encontram-se:

a) Método do anel de Noüy - Amplamente utilizado por sua fácil reprodutibilidade e

capacidade de detecção da presença de biossurfactantes de qualquer natureza. Mede a força

necessária para romper a tensão superficial, através da retirada de um anel de platina

imerso no sobrenadante da cultiira. Exige a medida de tensão superficial e amostras à

temperatura de 30 °C (Du NOÜY, 1925).

b) Teste do Colapso da Gota - O teste é realizado adicionando-se uma gota do

sobrenadante livre de células sobre uma gota de óleo previamente estabilizada por 24h em

uma superfície lisa de polipropileno. Caso haja a produção de biossurfactante pela cultura

testada, haverá o colapso da gota do sobrenadante quando em contato com a gota de óleo.

Em suspensões sem surfactante a gota do sobrenadante pennanece em sua fornia original.

Para amostras contendo baixas quantidades de biossurfactantes o teste pode indicar falso-

negativo, devido sua baixa sensibilidade QASN et al., 1991; BODOUR & MILLER-

MAIER, 1998).

c) Teste da microplaca - Baseia-se na distorção óptica causada pela presença de

biossurfactantes em solução aquosa. Consiste em adicionar 100 |^L do sobrenadante da

cultura livre de células em uma microplaca de poliestireno (superfície hidrofóbica) e

visualizar contra um fundo quadriculado. O efeito de molhabilidade do biossurfactante faz

com que a superfície do líquido pareça côncava, como lente divergente (VAUX &

COTTINGHAM,2001).

d) Teste do espalhamento do óleo - Também conhecido como oil spreading este ensaio

consiste em adicionar 10 ^iL de sobrenadante livre de células sobre um filme de 20 [iL de

óleo cuidadosamente depositado na superfície de 50 mL de água, em uma placa de Petn. A

fonnação de halos de ruptura do óleo indica a presença de tensoativos na amostra. É
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considerado um dos melhores testes para detectar micro-orgamsmos produtores de

biossurfactantes (MORIKAWA, HIRATA & IMANAKA, 2000).

d) Lâmina de vidro inclinada - E uma técnica qualitativa, onde após o crescimento em

placa, uma colónia do micro-organismo é misturada a uma gotícula de solução de Cloreto

de Sódio 0,9% (m/v) e depositada sobre a extremidade de uma lâmina de vidro. Ao se

inclinar a lâmina o movimento da gotícula indica a presença do biossurfàctante. O teste é

rápido e prático, mas apresenta a desvantagem de muitas vezes produzir resultados falso-

positivos (PERSSON & MOLIN, 1987).

e) Hemólise - Baseia-se na propriedade que alguns biossurfactantes têm de lisar hemácias.

Dessa forma, uma vez cultivadas em meio Agar sangue, a presença do biossurfactante é

detectada pela observação de halos ou zonas de hemólise ao redor das colónias. O teste

apresenta como desvantagens o fato de não detectar todos os tipos de biossurfactantes e o

fato de poder gerar falsos positivos, decorrentes da produção de enzimas como a

hemolisina, que também ocasiona a formação dos halos (CARRILLO et al., 1996;

SATPUTE et al., 2008).

f) Análise do perfil da gota - Consiste em adicionar 100 ^il de uma cultura de bactéria

após 12 h de crescimento, em uma superfície de teflon. A forma da gota é então

acompanhada por vídeo, sendo esta um indicativo da presença/ausência do biossurfactante.

Apresenta a vantagem de poder ser realizada com pequeno número de células, porém

necessita de captação de imagem com camera especial, avaliação do contorno da gota por

até duas horas e software para conversão dos dados (VAN der VEGT et al., 1991).

g) índice de emulsificação (E24) - Técnica bastante simples, consiste em adicionar 2 mL

do sobrenadante livre de células a 2 mL de hidrocarboneto teste em um tubo de ensaio.

Agita-se a solução por dois minutos em vortex e, após 24 h, realiza-se a leitura do

resultado, dividindo-se a altura da emulsão formada pela altura do volume total da solução,

multiplicando o resultado por 100. Este ensaio detecta a presença de emulsificantes no

sobrenadante da cultura, bem como sua capacidade de formar emulsão com o

hidrocarboneto testado (COOPER & GOLDEBBERG, 1987).
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h) Camada de petróleo em agar - Nesta técnica, o micro-organismo é cultivado em uma

placa contendo agar coberto com petróleo e incubado por uma semana na temperatura

desejada. A leitura do resultado positivo é dada pela presença de um halo de espalhamento

de óleo ao redor da colónia, mdicando a produção de biossurfactantes pela cultura testada.

(MORIKAWA, ITO & IMANAKA, 1992).

Essas técnicas apresentam diversidade quanto à velocidade de resposta,

reprodutibilidade e sensibilidade. A Tabela 2 apresenta um comparativo entre esses

parâmetros.

Tabela 2 - Comparação entre as prmcipais técnicas de detecção de micro-organismos produtores de

biossurfactantes. Análise qualitativa (++) = muito eficiente, (+) = eficiente; análise quantitativa

(+) = sim, (-) = não; tempo: (min) = minutos, (h) = horas e (d) = dias; aplicação em alto

desempenho: (+) = sun, (-) = não.
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3.4. Utilização de micro-organismos e seus produtos em biorremediação

O crescimento da indústria do petróleo tem ocasionado um rápido aumento no

número de acidentes envolvendo derrame de óleo nas regiões costeiras e estuarinas. Esses

acidentes decorrem principalmente das atividades de exploração, perfuração, produção,

transporte, refino e distribuição nos quais grandes volumes de óleo estão envolvidos

(SHIRAKAWA et al., 2001). O transporte de petróleo e derivados pode causar descargas
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de portes variáveis, desde as maiores proporcionadas por acidentes com peti-oleiros até as

relativamente pequenas, mas frequentes, como descargas operacionais. Mundialmente o

transporte lança no ambiente cerca de 100.000 toneladas de hidrocarbonetos por ano.

Comparando-o a outras fontes de hidrocarbonetos e apenas às fontes antrópicas, este

volume representa 7,7% e 14,3%, respectivamente, do total de hidrocarbonetos lançados

anualmente no meio ambiente (WALKER et al., 2003). Em relação aos manguezais, os

efeitos dos hidrocarbonetos do petróleo sobre a microbiota do solo são pouco conhecidos,

mas sabe-se que estes xenobióticos podem persistir por mais de 20 anos, dada à lenta

biodegradação limitada pela pouca oxigenação do ambiente (PEREIRA & GOMES, 2002).

Quando o petróleo é den-amado no ambiente, vários processos físico-químicos e

biológicos são passíveis de ocorrer e a intensidade de cada um deles varia ao longo do

tempo. Dentre estes estão o espalhamento, a evaporação e a solubilização. Além disso,

pode correr a emulsificação, caracterizada pela agregação e pelo aumento de peso e de

volume de partículas; o fracionamento mecânico e a submersão, que consistem,

respectivamente, na quebra e no afimdamento de partículas devido a seu aumento de

volume; a foto-oxidação, que pode ü-ansfonnar certos hidrocarbonetos em outras

substâncias como os aldeídos (os quais são muito mais danosos que os produtos originais)

e a biodegradação, que consiste na degradação do petróleo por ação microbiana (PEREIRA

& GOMES, 2002). Em geral, quanto maior é o número de átomos de carbono do composto

presente no petróleo, maior será sua persistência no ambiente, mais lenta sua evaporação e

sua solubilidade (GAYLARDE; BELLINASO; MANFIO, 2005). Considerando que a

biodegradação dos contaminantes está diretamente relacionada com o seu estado de

dispersão, quando tratamos de substratos hidrofóbicos, estes precisam se tomar solúveis ou

serem emulsionados, para serem degradados de maneira mais eficaz (MANEERAT &

PHETRONG, 2007).

De todos os componentes presentes no petróleo, cerca de 60% a 90% é passível de

biodegradação. Entretanto, o restante bmto ou refinado é recalcitrante. Mesmo tratando-se

de uma fração menor (de 10% a 40%), deve-se ressaltar que isso significa toneladas de

material poluente impactando o ambiente e podendo ser bioacumulado nos seres vivos.

Assim, o destmo dessas substâncias, após um derrame de óleo, dependerá da interação de

vários fatores bióticos e abióticos (CRAPEZ et al., 2002).
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As técnicas utilizadas para a remoção de hidrocarbonetos de ambientes

impactados envolvem principalmente a utilização de redes de contenção física da mancha

de óleo, bem como a aplicação de emulsificantes químicos que auxiliam na dissolução dos

hidrocarbonetos. Apesar de minimizar os impactos dos danos causados pelo derrame de

petróleo, essas técnicas ainda não são suficientes para a recuperação completa do ambiente,

pois em muitos casos os resíduos dos poluentes ainda podem se acumular nos sedimentos,

intoxicando muitos organismos (GAYLARDE; BELLINASO; MANFIO, 2005).

Os processos biológicos de descontaminação, representados de forma abrangente

pelas técnicas de biorremediação, utilizam micro-organismos com capacidade de

biodegradar xenobióticos, resultando em produtos com estmtura menos recalcitrante em

relação à molécula original, ou na mineralização completa dos compostos tóxicos. Esta

tecnologia teni sido vastamente estadada, pois além de ecologicamente correta, pode ser

realizada in situ ou ex situ, por uma espécie ou por consórcios microbianos, os quais

promovem o metabolismo integrado da estrutura alvo de biodegradação (MILLS et al.,

2003). A biorremediação pode ser realizada de duas formas. Na primeira delas, o

bioestímulo, a microbiota autóctone é estimulada pela adição de nutrientes no ambiente,

em especial nitrogénio, fósforo e potássio. Na segunda, o bioaumento, micro-orgamsmos

são adicionados ao local contaminado, a fim de aumentar o potencial de biodegradação dos

poluentes (TYAGI, FONSECA, CARVALHO, 2011). Todavia, qualquer tentativa de

aplicação das técnicas de biorremediação in situ requer um conhecimento prévio da

comunidade microbiana autóctone, do seu potencial de biodegradação, bem como das

condições ambientais predominantes na área contaminada (IWAMOTO & NASU, 2001).

Qualquer que seja o processo de biorremediação escolhido, a etapa limitante diz

respeito à disponibilidade do poluente para ser biodegradado. Alguns hidrocarbonetos do

petróleo, pertencentes às frações pesadas, como asfaltenos e piches, adsorvem fortemente

na matriz do solo e apresentam baixa solubilidade, fatores que dificultam ou até impedem

o acesso microbiano a essas substâncias. Uma das esti-atégias para contornar este problema

refere-se à aplicação de surfactantes nos ambientes contaminados, promovendo o aumento

da solubilidade dos hidrocarbonetos, e da superfície de contato entre estes e as células

microbianas, através da pseudo-solubilização dos compostos hidrofóbicos e da formação

de micro-emulsões (MÒRAN et al., 2000; VAN HAMME & URBAN, 2009).
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Biossurfàctantes de origem microbiana têm sido intensamente pesquisados para

substituir, em um futuro próximo, os surfactantes químicos e atenuar os efeitos que estes

causam no ambiente. Diversidade estrutural, biodegradabilidade, estabilidade, seletividade

e baixa concentração micelar crítica são os principais atrativos que favorecem a escolha

dessas moléculas ao invés de tensoativos químicos. A literatura relata que ramnolipídeos

de Pseudomonas aeruginosa e o bioemulsificante denominado Emulsan, sintetizado pela

cepa Acinetobacter calcoaceticus RAG-1 já estão comercialmente disponíveis (SUTHAR

et al., 2008; BANAT et al., 2010). No entanto, os custos elevados de produção, decorrentes

dos substratos utilizados para sua síntese, das etapas de purificação e dos baixos

rendimentos, ainda impedem que outros biossurfactantes tão eficientes quanto os descritos,

sejam fabricados em larga escala (MUKHERJEE, DAS & SEN, 2006; THAVASI et al.

2008;BANATetal.,2010).

•s

A utilização de micro-organismos ou de seus produtos também poder aplicada

para a recuperação melhorada do petróleo (MEOR - Microbial Enhanced Oil Recovery). A

aplicação desta estratégia tem sido investigada em várias etapas que envolvem desde a

extração do petróleo da rocha, utilizando surfactantes microbianos ou liiihagens produtoras

dessas moléculas, até a etapa de refino do óleo, onde a atividade enzimática microbiana é

mais requisitada (Tabela 3). Tecnologias envolvendo MEOR têm sido intensamente

pesquisadas visto que os métodos tradicionais de recuperação do petróleo conseguem

retirar apenas 40 a 45% do óleo aprisionado nas rochas (BANAT et al., 2010) Atualmente,

mais de 400 testes em MEOR estão em desenvolvimento nos Estados Unidos, utilizando

várias espécies microbianas, dentre as quais se destacam cepas de Xanthomonas

campestris. Bacillus licheniformis, Pseudomonas aeruginosa e Desulfovibrio

desulfuricans. Os resultados são bastante animadores, quando se observa que por injeção

dessas bactérias em tanques de estocagem de óleo consegue-se recuperar em tomo de 30 a

200% a mais desse produto (SINGH; VAN HAMME; WARD, 2007).
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Tabela 3 - Aplicações da recuperação melhorada do petróleo por ação microbiana (MEOR). (Adaptado de
Ward et al., 2009)

Aplicação Processos Micro-organismos/biocatálise Atividades microbianas

Recuperação do
petróleo

Acinetobacter calcoaceticus
Arthrobacter paraffineus
Bacillus licheniformis
Clostridium acetobutylicum
Leuconostoc mesenteroides
Xanthomonas campestris
Zymomonas mobilis

Produção de
biossurfactantes auxilia na
dissolução, redução da
viscosidade, aumento da
permeabilidade e da
pressão

Recuperação de
óleo

Desemulsifícação

Acinetobacter calcoaceticus
Bacillus subtilis
Corynebacterium petrophilum
Nocardia amarae
Pseudomonas aeruginosa
Rhodococcus globerulus

Desemulsificação de
emulsões contendo óleo,
redução da viscosidade e
molhabilidade

Outras aplicações
de recuperação de
óleo

Acínetobacter calcoaceticus
RAG-1

Recuperação de óleo cru
de tanques utilizando
biossurfactantes

Biodesulfürização

/

Agrobacterium MC501
Arthrobacter sp.
Corynebacterium sp. SY1
Gordona CYKS1
Nocardia sp.
Rhodococcus erythropoïis H2
Rhodococcus sp. IGTS8

Remoção seletiva de
enxofre de óleo cm ou de
produtos de refino

Bio-refíno e

bioprocesso
Biodesnitrogenação

Comamonas acidovorans
Nocardioides sp.
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas ayucida
Rhodococcus sp.

Remoção de nitrogénio

Biodesmetalização
Bacillus megaterium
Caldariomyces fumago
Escherichia coli

Remoção enzimática de Ni
e V de óleo cru utilizando
enzimas específicas

Bioprocesso

Mono-oxigenases
Di-oxigenases
Lipoxigenases
Peroxidases

Biotransfonnação de
componentes do petróleo
em produtos químicos
finos
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Acinetobacter spp.
Pseudomonas spp.
Rhodococcus spp.
Sphingomonas spp.
Alguns fungos

Biodegradação e

biorremediação

Biorremediação

Emulsificação através da
aderência aos
hidrocarbonetos e
dispersão

Monitoramento de
sítios contaminados

Pseudomonasfluorescens
HK44
Pseudomonas putida RB 1401

Biossensores bacterianos
em sítios contaminados e
em processo de
biorremediação

Biofiltração

Acinetobacter spp.
Pseudomonas spp.
Rhodococcus spp.
Sphingomonas spp.

Biodegradaçâo de
hidrocarbonetos voláteis

Thioalcalobacteria spp.
Remoção biológica Thiobacillus spp.
de H2S Thiocalovibrio spp.

Thiomicrospira spp.

Biotransfonnação de HzS
a enxofire elementar e
sulfato

^

No caso de micro-organismos produtores de biossurfactantes, a MEOR pode ser
utilizada em três estratégias. A primeira delas envolve a produção off site dessas
biomoléculas, em reatares, com subsequente adição aos reservatórios de óleo. Esta técnica
é considerada a mais factível, embora ainda demande maior custo de produção. A segunda
corresponde à injeção de micro-organismos alóctones produtores de biossurfactantes no
local a ser tratado e a terceira diz respeito à adição de nutrientes no reservatório para
estimular a produção de tensoativos pela microbiota indígena (SINGH; VAN HAMME;
WARD, 2007; BANAT et al., 2010). Dentre os biossurfactantes mais pesquisados para
essas aplicações, destacam-se os ramnolipídeos, os lipopeptídeos surfactina e liquenisina e
oemulsan(SEN,2008).

Os micro-organismos capazes de degradar hidrocarbonetos estão largamente
distribuídos nos oceanos e nas regiões estuarinas, tanto na água quanto nos solos de áreas
impactadas por óleo, como em manguezais contaminados. A existência de micro-
organismos capazes de degradar os hidrocarbonetos do petróleo utilizando-os como fonte
de carbono foi demonstrada primeü-amente por Zobell (1964), que observou que esses
organismos eram amplamente distribuídos na natureza. Populações de bactérias
hidrocarbonoclásticas em sedimentos contaminados por óleo são até dez vezes maiores do
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que nos não-contaminados (ATLAS, 1995; BRADDOCK et al., 1996). Alcanivorax
borkumensis, Pseudomonas putida, Methylobium petrophilum, Desulfovibrio vulgaris,
Dechloromonas aromática, estão dentre as bactérias consideradas como excelentes

biodegradadoras (WARD et al., 2009).

Em geral, micro-organismos que degradam hidrocarbonetos também apresentam

genes para a produção de biossurfactantes. Portanto, é de se esperar que plasmídios para a
produção de biossiirfactantes sejam mais facilmente detectados em populações
microbianas que habitam regiões contaminadas por derivados de petróleo (VAN HAMME,
SINGH, WARD, 2003).

Tecnologias recentes de biorremediação vêm pesquisando a aplicação de micro-

organismos imobilizados em suportes para biodegradar hidrocarbonetos. A principal
vantagem desse método encontra-se no melhor monitoramento do metabolismo microbiano

e, consequentemente, maior estabilidade operacional. Por estarem protegidas contra a ação
tóxica do poluente, células ünobilizadas são comprovadamente mais eficazes que células

livres como agentes nos processos de biodegradação (BARRETO et al., 2010).



;,

Materiais e Métodos
''^

^ïg%-,.^,|:t^€-

e.y^1^'f€^'^
%^^
s? ^^

^

<.

\^



54

4. MATERIAIS E MÉTODOS

4.1 IVEateriais

As linhagens microbianas estudadas neste trabalho foram isoladas de amostras do

solo do manguezal do Rio Jaguaribe, Ceará, e encontram-se atualmente depositadas na

coleção de bactérias do Laboratório de Ecologia Microbiana e Biotecnologia

(LEMBiotech) do Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceará.

Os reagentes qmmicos utilizados foram de grau analítico (PA) e a água utilizada no

preparo de meios e soluções foi destilada (destilador Quimis 341-25) ou grau Milli-Q

(Millipore).

O petróleo utilizado nas simulações dos experimentos de bion-emediação foi

coletado na Fazenda Belém em Icapuí-CE.

4.2. Metodologia

4.2.1. Coleta do solo

As amostragens dos solos do manguezal foram realizadas durante maré de sizígia

(amplitude 0,1) à profundidade de 0-10 cm. Foram estabelecidos três sítios de coleta ao

longo do manguezal, partindo da proximidade do rio e seguindo em direção ao interior do

continente. Os pontos foram marcados com o uso de um GPS portátil (Etrex H, GARMESÍ),

sendo denominados P1(S 04°26,718' W 37°46,984'), situado nas proximidades do Rio

Jaguaribe; P2 (S 04°26,731' W 37°46,985') na área colonizada pela espécie Rhizophora

mangle; e P3(S 04°26,756' W 37°46,994') em uma área povoada por Avicennia

schaueriana (Figura 5).

'-
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Figura 5 - (A) Mapa dos estuários do Ceará, destacando em vermelho a localização do estuário do Rio
Jaguaribe. (B) Imagem de satélite do estuário, mostrando os pontos de coleta no manguezal.
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Em cada ponto, cinco amostras de solo foram retiradas em uma área de l m , com

a utilização de um amostrador cilíndrico de PVC com 10 cm de diâmetro, e transferidas

para frascos esterilizados. As amostras de solos foram conduzidas ao laboratório em uma

caixa resfriada, mantendo a condição da temperatura em tomo de 4-8 °C. Os solos frescos

foram homogeneizados de maneira unifonne. Posteriormente, a mistura de solo obtida foi

fracionada para duas finalidades. Uma amostra de lOg foi utilizada para isolamento dos

micro-organismos e o restante, para caracterização físico-química.
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4.2.2. Análise dos parâmetros ambientais e caracterização das amostras de solos

Os parâmetros ambientais (temperatura, salinidade e pH) foram medidos in situ

com a utilização de uma sonda multiparâmetro (YSI, modelo 85, USA) e um pHmetro

(Hama Instruments, HI 98107, Brasil).

A análise de granulometria foi realizada segundo a metodologia de

peneiramento proposta por Suguio (1973). Inicialmente, sub-amostras do solo, reservadas

exclusivamente para esta finalidade, foram secas a 60 °C, fracionadas em porções de lOOg

e, posteriormente, submetidas ao mecanismo de peneiramento úmido, onde há a separação

da fração lamosa da arenosa (limites das classes = 0,062 mm de diâmetro). O material

retido na peneira (fração arenosa) foi novamente seco a 60 °C e submetido ao

peneiramento mecânico em um conjunto de 12 peneiras, onde se separam as classes

arenosas e cascalhas (frações de 0,062 a 4,75 mm). As frações retidas em cada peneira

foram pesadas e os dados analisados no programa de análise granulométrica ANASED 5j,

desenvolvido pelo Laboratório de Geologia Marinha e Aplicada da Universidade Federal

do Ceará. A classificação nominal do solo foi dada segundo Folk e Ward (1957) e os

percentuais de areia, silte e argila, na escala de Wentworth (1922).

O teor de matéria orgânica foi determinado pelo método de perda de peso por

ignição (PPI), descrito por Schulte e Hopkins (1996). As amostras de solo foram secas em

estufa a 60 °C e postas em cadinhos, previamente secos em dessecador, em triplicatas de

0,5 g. As amostras foram colocadas em mufla a 550 °C por quatro horas. Após o

resfriamento, as amostras foram novamente pesadas e o teor de matéria orgânica foi

calculado pela fórmula: M.0 (g/Kg) =: [(Mi - Mf) /Mi] * 1000, na qual M.0 é a matéria

orgânica, Mfé a massa após a combustão e Mi, a massa inicial.

4.2.3. Isolamento de linhagens produtoras de esporos

Para recuperação majoritária de bactérias do género Bacillus, utilizou-se a

estratégia do aquecimento do solo a 80°C por 60 min, metodologia conhecida como heat-

test. Esta técnica pennite, através da utilização do calor como agente seletivo, a separação

de bactérias produtoras de esporos termorresistentes, como Bacillus, dentre milhares de

espécies existentes naturalmente no solo. Durante o aquecimento, células microbianas que



57

<

•i

•^

t^-y

não apresentam esporos são destmídas, permanecendo apenas as linhagens de interesse

neste trabalho, as quais podem ser recuperadas viáveis através de cultivo em meio sólido.

Seguindo este método, o solo foi micialmente aquecido e, em seguida, diluído

seriadamente em NaCl 0,9% até 10 . Alíquotas de 100 p.1 de cada diluição foram

inoculados em duplicata em meio ATGE (Agar Triptona, Glucose e Extrato de levedura,

Difco - USA) e as placas incubadas a 30 °C por 48 h. As colónias com características

culturais distintas foram sub-cultivadas em ATGE para obtenção de culturas puras. Os

isolados foram caracterizados preliminannente pela análise das colónias crescidas a 30°C

em meio ATGE, e pela análise morfológica, através da visualização de lâminas por

coloração de Gram. Após os estudos iniciais, os isolados foram estocados a -80 °C em

Caldo Nutritivo (Difco - USA) contendo glicerol a 15%.

4.2.4. Seleção de bactérias produtoras de biossurfactantes

A seleção de espécies produtoras de tensoativos foi realizada através de cultivo

em Meio Mineral (MORAN et al., 2000, com modificações) contendo 10,0 g de glicose;

5,0 g de extraio de levedura; 1,0 g de (NN4)2804; 6,0 g de Nâ2HP04; 3,0 g de KH2PÜ4; 2,7

g de NaCl e 0,6 g de MgS04.7H20 por litro de água destilada. Ao meio pronto foi

acrescido 0,1% (v/v) de solução de micronutrientes formada por 10,95 g de ZnS04.7H20;

5,0 g de FeS04.7H20; 1,54 g de MnS04.H20; 0,39 g de CuS04.5H2Ü; 0,25 g de

Co(N03)2.6H20 e 0,17 g Na2B407.10H20 por litro de água. Uma alíquota de 10% (v/v) da

cultura em fase exponencial de crescimento, com absorbância ajustada para 0,150 ± 0,030

(10-10 UFC/mL), foi utilizada como inoculo. As culturas foram incubadas sob agitação

contínua de 150 rpm, a 30 °C por 48 h, após o que foram centrifúgadas a 10.000 g por 15

min. Os sobrenadantes livres de células foram utilizados para avaliação da atividade

emulsificante (E24) e medida da tensão superficial.

4.2.4.1. Análise da atividade emulsifícante (E24)

A determinação da capacidade emulsificante foi avaliada de acordo com a

metodologia proposta por Iqbal, Khalid e Malik (1995). O método consistiu em adicionar

2,0 mL de querosene à mesma quantidade de sobrenadante em um tubo de ensaio com

tampa rosqueada, e agitar vigorosamente (yortex) por 2 minutos. Os tubos foram deixados

em repouso por 24 h, a 25 °C, e o percentual de emulsificação (E24) foi calculado
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dividindo-se a altura da camada emulsificada (mm) pela altura da camada total de líquido

(mm), multiplicando-se por 100. Para facilitar a visualização das camadas, 200 [iL de uma

solução a 0,05% do corante Rosa Bengala foram acrescentados antes da agitação. Ao longo

do experimento foram monitorados os parâmetros pH e salinidade, visto que estas

variáveis podem interferir na formação das emulsões.

4.2.4.2. Medida da Tensão Superficial

As medidas de tensão superficial dos sobrenadantes foram realizadas em

tensiômetro Krüss, modelo K6 utilizando o método de Du Nõuy (du NÕUY, 1925), no

qual se observa a resistência do anel de platina em romper a tensão de superfície do líquido

testado. Para cada amostra analisada foram necessários 30 mL de sobrenadante livre de

células, mantido a 30 °C. O equipamento foi previamente calibrado com água destilada na

mesma temperatura e o Meio Mineral estéril foi utilizado como branco.

4.2.4.3. Análise estatística dos dados

Os dados obtidos com os experimentos de atividade emulsificante e tensão

superficial forain submetidos à análise de agrupamento K-means Cluster, utilizando o

programa Tanagra versão 1.4, disponível gratuitamente em http://chirouble.univ-

lvon2.fr/~ricco/tanagra/en/tanagra.html.

4.2.5. Seleção de bactérias produtoras de biossurfactantes por métodos moleculares

4.2.5.1. Pesquisa do gene sfp

A amplificação do gene sjp tem sido sugerida como um método rápido e preciso

para indicação de bactérias produtores de surfactina (HSIEH et al., 2004). Para tanto, o

DNA genômico dos isolados foi amplificado com os primers sjp-ç (5'-

ATGAAGATTTACGGAATTTA-3') e S^J-R (5'-TTATAA AAGCTCTTCGTACG-3')

usando a seguinte programação da PCR: desnaturação a 94 °C por 30 segundos; 25 ciclos

de desnaturação a 94 °C por l min, anelamento a 46 °C por 30 segundos e extensão a 72 °C

por l min, e 72 °C por 10 min. Os produtos de PCR foram visualizados através de

eletroforese em gel de agarose 1%, marcado com SYBR-5'q/è DNA em 0,5X TBE
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(Invitrogen). A cepa B. subtilis LAMI008, reconhecidamente produtora de surfactina

(BARRETO et al., 2010), foi utilizada como controle positivo.

^
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4.2.5.2. Pesquisa dos genes ituD e lpal4

Os genes ituD e lpaï4 ("ïipopeptide antibiotic production" da cepa B.subtilis

RB 14) foram utilizados para pesquisa de linhagens produtoras de iturina que, embora seja

primordiaünente um antifúngico, já foi citado por alguns autores como biossurfàctante,

devido à semelhança estrutural com a surfactina (AHIMOU, JACQUES & DELEU, 2000;

VATER et al., 2002; DAS & MUKHERJEE, 2007). Para esta análise, O DNA genômico

foi amplificado com dois pares de iniciadores: ituD-f (5'-ATG AAC AAT CTT GCC TTT

TTA-3') e ituQ-R (5'-TTA TTT TAA AAT CCG CAA TT-3'), e ïpa-l4f (5'-ATG AAA

ATT TAC GOA GTA TA-3') e Ipa-UR (5'-TTA TAA CAG CTC TTC ATA CG-3'). A

reação de amplificação obedeceu à seguinte sequência: desnaturação a 94 °C por 30

segundos; 30 ciclos de desnaturação a 94 °C por l min, anelamento a 50 OC por l min e

extensão a 72 °C por 1,5 min, e 72 °C por 10 min. Os produtos de PCR foram visualizados

através de eletroforese em gel de agarose 1%, marcado com SYBR™ Safe DNA. A cepa B.

subtilis LAMI009 foi utilizada como controle positivo. Para a região amplificada o

tamanho das bandas foi de 1203 pb para o gene ituD e 675 pb para lpaï4 (HSIEH et al.,

2008).

4.2.6. Ensaio de atividade antifúngica

A pesquisa de atividade antifüngica foi realizada para ratificar os resultados

encontrados na prospecção dos genes para iturina. Para este teste, uma colónia bacteriana

com 18 h de crescimento foi diluída em 5,0 mL de caldo nutritivo e 10,0 [il desta cultura

foi inoculada em meio ANÃS, formado por Agar Nutritivo e Agar Sabouraund na

proporção 1:1 (m/m). Simultaneamente, foram semeados os inóculos da bactéria e do

fungo, que consistiu de uma suspensão de esporos recuperados de um cultivo prévio de 72

h em Agar Sabouraund. Os fungos utilizados no experimento foram Aspergillus niger,

Penicillium herguei, Fusarium oxysporum, Mucor sp. e Pythium oligandrum. As placas

•5
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foram incubadas a 30 °C por sete dias, em câmara úmida. A cada dia, as culturas foram

verificadas para analisar a velocidade de crescimento dos fungos em relação ao grupo

controle, formado apenas por inoculo dos fungos em meio ANÃS (SOUTO et al., 2004).

4.2.7. Teste da dispersão do óleo com linhagens promissoras

O teste da dispersão do óleo mede o diâmetro de superfícies limpas formadas

qiiando uma alíquota de uma solução contendo biossurfactante enti-a em contato com

sistema bifásico óleo-água. Antes da realização desse teste, foi necessário estabelecer,

através de um experimento preliminar, qual volume de sobrenadante seria considerado

ideal, de modo a permitir não apenas visualização dos halos, mas a comparação entre eles,

mesmo que os biossurfàctantes estivessem bastante diluídos nas amostras analisadas.

Foram testados, individualmente, em um sistema formado por óleo e água, os volumes 10,

50, 100 200 e 300 [iL de sobrenadantes de três culturas com diferentes valores de tensão

superficial final. Este critério foi adotado visto que, de acordo com Afshar e colaboradores

(2008) os valores de tensão superficial estão inversamente relacionados ao tamanho dos

halos de espalhamento de óleo. Dessa forma, linhagens cujos valores para tensão

superficial foram baixos (menos que 50% do valor inicial), tendem a apresentar halos de

espalhamento de óleo acima de 50% do tamanho da placa. Ao final deste ensaio, foi

determinado que 200 [iL seria o volume mínimo de sobrenadante que permitiria melhores

comparações de tamanho de halo de espalhamento de óleo, de modo a facilitar a

identificação das melhores linhagens para a produção de tensoativos.

Determinado o volume ideal, o ensaio de espalhamento de óleo foi realizado

utilizando 0,5 g de petróleo que foi cuidadosamente derramado sobre 50 mL de água

destilada em placas de Petri de 15 cm de diâmetro. Em seguida, 200 [^1 do sobrenadante de

cada cultura testada, foram depositados sobre a superfície da interface óleo-água. Após a

adição do sobrenadante, foi observado o comportamento de quebra da tensão interfacial

seguida do espalhamento do óleo e formação de um halo centi-al (YOUSSEF et al., 2004,

com modificações). O resultado foi avaliado pela medida do halo de ruptura do óleo. Os

ensaios foram feitos em duplicata.
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4.2.8. Ensaios de simulação em biorremediação

4.2.8.1. Limpeza de solo contaminado com petróleo

Para este experimento utilizou-se uni solo oriundo do manguezal da Baía de

Todos os Santos, onde se encontra instalada, há 50 anos, a Refinaria Landulpho Alves -

Mataripe (RLAM), que extrai diariamente 307 mil barris de petróleo, sendo a segunda

maior refinaria do país. Segundo observações de campo realizadas por Veiga (2003), o

manguezal da porção norte da Baía de Todos os Santos está completamente degradado,

sendo atravessado por sistema de dutos, sofire a ação direta dos diversos derrames

ocorrentes na região. Neste contexto, o solo encontra-se completamente impregnado com

petróleo, devido ao acúmulo de frações pesadas de hidrocarbonetos. Esse material,

portanto, foi escolhido para os ensaios de limpeza de solo utilizando biossurfactantes.

O ensaio consistiu em adicionar 150 ml de sobrenadante bmto, de uma das

culturas com melhores resultados para produção de biossurfactantes, a 50 g de solo

impregnado com petróleo e deixar esse sistema sob agitação de 150 rpm por 24 h. Como

controle, uma porção equivalente do mesmo solo foi colocada em água do mar. Para

avaliar o resultado, o sobrenadante e a água foram filtrados em nylon e o solo retido, seco

em estufa a 60 °C por 24 h e pesado.

*-
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4.2.8.2. Remoção de óleo na superfície de água do mar

A simulação de derrame foi realizada utilizando 2000 mL de água marinha a 30

°C e 10 g de petróleo depositado cuidadosamente sobre a água. Após estabilização da

mancha, 50 mL do sobrenadante bruto de uma das culturas promissoras foi borrifado sobre

o óleo a fim de avaliar a mptiira do filme. O ensaio também foi feito aplicando o

sobrenadante no centro e nas extremidades da mancha, para avaliar a movimentação do

óleo na superfície da água marinha.
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4.2.9. Extração e análise dos biossurfactantes parcialmente purificados

O tratamento dos sobrenadantes para pesquisa e extração de biossurfactantes foi

feito confonne Yeh, Wei e Chang (2005), com modificações. Inicialmente os

sobrenadantes livres de células foram acidificados a pH 2.0 e deixados overnight a 4 °C

para precipitação de todo o biossurfàctante. Posteriormente, as amostras foram

centrifúgadas a 10.000 g por 15 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado,

recuperado com 10 mL de água. A mistura bifásica foi alcalinizada a pH 8.0, permitindo a

completa dissolução do precipitado. A solução obtida foi filtrada em membrana de 0,45

p,m (Millipore, USA) após o que foi misturada por cinco minutos ao mesmo volume de

acetato de etila. A mistura ficou em repouso por l h em um funil de separação, e as fases

foram cuidadosamente separadas. O processo foi realizado três vezes para completa

recuperação dos biossiirfactantes. Posteriormente, o solvente foi evaporado e o sistema de

biomoléculas analisado em HPLC. Os parâmetros cromatográficos encontram-se na Tabela

4. Além do acetato de etila, foram testados diclorometano e butanol como solventes de

extração. A atividade do sistema de biomoléculas pré-purificado foi analisada sob dois

aspectos. Inicialmente pela propriedade surfactaate, através do ensaio de espalhamento do

óleo. Além disso, foi feita também análise de atividade antifüngica, visto que alguns

lipopeptídeos de Bacillus são bioativos contra fungos filamentosos.

Tabela 4 - Condições operacionais do sistema HPLC (Waters).

Parâmetros do sistema HPLC Descrição / Valores

Fase móvel

Vazão

Volume de injeção
Detector

Absorbância

20% de ácido trifluoracético (3,8 mM) +
80% de acetonitrila

1,0 mL/min

20 ^L
uv
205 mn

Parâmetros da Coluna Descrição / Valores

Nome (coluna de fase reversa)

Espessura

Column Symetric C18 - Waters

5^im
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4.2.10. Estudo da formação de micelas por condutividade

Para este ensaio foram preparadas diluições seriadas do biossurfactante produzido

por Jag248. Em seguida, triplicatas de cada diluição foram inicialmente termostatizadas a

25 °C e então submetidas à leitura de condutividade (Condutivímetro Melter-Toledo, São

Paulo, Brasil). Os valores de condutividade foram plotados contra as diluições do

tensoativo para a determinação do ponto de interseção das duas retas, que correspondente a

passagem do estado de monômero para o de micela. Dodecil Sulfato de Sódio (SDS) foi

utilizado para calibrar o condutivímetro e como surfactante controle (MORAES &

REZENDE, 2004).

4.2.11. Identificação molecular e análise filogenética das linhagens promissoras

Para extração do DNA, os isolados selecionados foram crescidos em 5,0 mL de

Caldo Nutritivo por 18 h a 30 °C sob agitação de 150 rpm, distribuídos em tubos de 1,5

mL e centi'ifugados por 5 minutos a 12.000 g (Mini Spin - Eppendorf, USA). Os

sedimentos foram lavados com 1,0 mL de água destilada estéril e novamente centrifugados

por 5 minutos a 12000 g. Foram adicionados 750 ^L de solução CTAB 2X (Tris-HCl 100

mM; EDTA 20 mM; NaCl 14M) pré aquecido a 60 °C contendo p-mercaptoetanol 0,2%

v/v e os tubos incubados em banho-maria a 60 °C por 4 h. Após esse período foram

adicionados 750 p,L de clorofónnio: álcool isoamílico (24:1) e os tubos novamente

centriíügados por 30 minutos a 12000 g. A fase aquosa foi transferida para um microtubo

Eppendorf, onde foi acrescido 400 (J,L de isopropanol 100%. A mistura foi centriíügada

por 5 minutos a 12000 g, o sobrenadante, descartado e o sedimento, lavado com 300 |iL de

etanol 70%, sendo novamente centriíügado. O sobrenadante foi descartado e o sedimento

(DNA) foi ressuspendido em 75 ^iL de TE-RNAse (Tris- EDTA 10 mM: NaCl 10 mM, pH

8,0; RNAse a 20 ^iL/mL). O DNA extraído foi analisado pela medida da absorbância a 260

mn (NANODROP, ND 1000, USA).

A identificação molecular foi realizada baseada no gene do RNA ribossomal

(rRNA) 16S, amplificado por reação em cadeia da polimerase (PCR) utilizando os

iniciadores 27F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG -3') e 1525R (5'-

AAGGAGGTGATCCAGCC-3'). As reações de PCR foram feitas usando 100 ng de DNA,

5 [iM de cada um dos iniciadores, 10 mM de cada um dos dNTP's (Invitrogen), 5U de Taq
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DNA polimerase (Invitrogen), tampão de PCR 10X (Invitrogen), 20 mM de MgCl2

(Invitrogen), em um volume final de 25 p,L. A amplificação foi realizada em tennociclador

(Master-cycler MJ Research) com o seguinte programa: desnaturação a 94 °C durante 2

minutos, desnaturação a 94 °C durante l minuto, anelamento a 51 OC durante 2 minutos,

extensão a 72 °C durante 2 minutos (25 ciclos) e, para finalizar, 10 minutos de incubação à

temperatura de 72 °C. Os produtos da PCR foram visualizados em gel de agarose 1%

corado com Sybr® Green (Invitrogen), sob luz ultravioleta. Os produtos foram purificados

usando kit comercial (Invitrogen) e enviados para sequenciamento no Macrogen (Korea).

As sequências obtidas foram comparadas com sequências depositadas no GenBank do

NCBI (National Center of Biotechnology Information') e no RDP (Ribosomal Database

Project) para análise de similaridade. Para classificação dos isolados foi utilizado o

programa Classifier do RDP e a árvore fílogenética foi construída por Neighbor-joining

usando o programa CodonCode Aligner versão 3.7.1 (CodonCode Corporation).
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterização físico-química dos solos

Os resultados das análises físico-químicas das amostras de solos revelaram

diferenças entre os pontos de coleta, sendo os pontos relativos às áreas florestadas P2 e P3

os mais ricos em silte-argila e matéria orgânica, e de maiores salinidades (Tabela 5).

Tabela 5 — Análise dos parâmetros físico-químicos dos solos do manguezal do Rio Jaguaribe em novembro

de 2008 (período seco).

Parâmetros Ponto Valores

pH

Pl

P2

P3

7,5 ± 0,21

7,3 ± 0,08

7,3 ±0,16

Temperatura (°C)

Pl

P2

P3

33 ± 1,24

29 ±1,24

30 ±1,70

Salinidade

Pl

P2

P3

35 ± 0,47

45 ± 0,94

45 ±0,81

Silte + Argila (%)

Pl

P2

P3

20,8 ± 2,01

62,3 ± 2,70

67,5 ± 4,62

Matéria Orgânica (%)

Pl

P2

P3

3,0 ± 0,20

9,3 ± 0,25

7,6 ±0,33
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5.2. Isolamento de linhagens produtoras de esporos do solo do manguezal

Após o aquecimento das amostras de solo a 80°C por Ih, foram recuperados 150

isolados, sendo que para esse estado foram avaliados 100 isolados. Destes micro-

organismos, 35 foram provenientes das amostras do ponto PI (proximidades do Rio

Jaguaribe), 35 do ponto P2 (área colonizada pela espécie R. mangle) e 30 de P3 (área

povoada por A. schaueriana) (Figura 6). A maioria dos isolados apresentou caracteristicas

morfológicas típicas de bactérias do género Bacillus, ou seja, bastonetes Gram-positivos,

produtores de esporo (Figura 7). Após o isolamento, as bactérias foram armazenadas a -80

°C em caldo nutritivo com glicerol a 15%. Para identificar a origem de cada uma das

linhagens, optou-se por enumerar, após a abreviação Jag, referente a Jaguaribe, o número

de cada um dos pontos. Dessa fornia, linhagens que foram enumeradas com Jag seguida de

números começando em l, pertenceriam ao ponto Pl. A mesma nomenclatura foi adotada

para os pontos P2 e P3.

0|

A B c

-.

h

^.

^
'SEBS^[ww^yS'-

BÊ1

ss

Figura 6 - Aspecto das amostras de solo coletados (A) à beira do Rio Jaguaribe (PI), (B) na rizosfera de R.

mangle (P2) e (C) na rizosfera de A. schaueriana (P3) e seus respectivos isolados obtidos após o

choque térmico.
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Figura 7 - Características morfológicas de isolados do Rio Jaguaribe, cujos aspectos referem-se ao gmpo
Bacillus. (A) Jagl732; (B) Jag248; (C) Jag310. Seta indicando célula com esporo. Lâminas
coradas pelo método de Gram e fotografadas em microscópio óptico com aumento de 1000 x.

5.3. Seleção de linhagens produtoras de biossurfactantes

Para a seleção de linhagens produtoras de biossurfactantes, dois parâmetros foram

analisados. O primeiro deles, diz respeito à redução de tensão superficial e o segundo, à
formação de emulsões estáveis. O critério adotado para selecionar um micro-organismo
como bom produtor de tensoativos foi apresentar valor de tensão superficial final abaixo de
40 mN/m (COOPER, 1986); enquanto que como bom produtor de emulsificante foi
considerado todo aquele cujo valor de emulsificação foi maior ou igual a 40% (YOUSSEF
et al., 2004). Baseado nestes limites, através da análise de cluster de todos os dados
obtidos, foram fonnados quatro agrupamentos para cada um dos ensaios realizados. Dessa
forma, foram selecionadas nove linhagens produtoras de biossurfactantes e dez de
emulsificantes (Figuras 8, 9 e 10). Os resultados de todos os isolados encontram-se nos
anexos A e B.
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Figura 8 - Análise de agrupamento dos valores obtidos nos ensaios de (A) tensão superficial e (B) índice de
emulsifícação. Quadrados venneUios em atnbos os gráficos indicam os meUiores resultados.
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Figura 9 - Medida da tensão superficial fmal após o crescimento das culturas em Meio Mineral por 48 h.
Seta indicando valor da tensão superficial inicial, antes do crescimento microbiano.
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Figura 10 - Medida do índice de emulsifícação do querosene com sobrenadante das culturas, após o
crescünento em Meio Mineral por 48 h. Seta indicando o valor de emulsificação do meio
esterilizado.
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O sobrenadante da linhagem Jag248 chamou atenção por formar uma camada de

emulsão de 100% no ensaio de E24 que, no entanto, se desfez rápida e completamente,
após 24 h de repouso da mistura. Observado este fenómeno, decidiu-se avaliar o potencial
emulsificante dos produtos desse micro-organismo, adicionando-se 300 [iL do
sobrenadante bmto da cultura em uma emulsão estável formada por Meio Mineral,
querosene e Tween 80, um surfactante comercial utilizado como controle positivo para o

ensaio de emulsificação. Através deste teste, foi possível perceber nitidamente, ao longo de

30 dias, a quebra completa da emulsão formada por Tween 80, sugerindo que a linhagem

Jag248 produziu um desemulsificante (Figura 11).

A B c

i

Figura 11 - (A) Atívidade emulsificante formada com o sobrenadante da cultura Jag248. (B) Controle do
ensaio, formado pela mistura de Meio Mineral, querosene e Tween 80, evidenciando a camada
emulsificada. (C) Emulsão após 30 dias: üibo à esquerda, controle sem adição do sobrenadante e,
tudo à direita, acrescido do sobrenadante.

5.4. Pesquisa dos genes sfp, ituD e lpal4

O gene sfp, ligado à produção de surfactina, foi detectado apenas nas linhagens
Jagl5B, Jagl85 e Jag249. Em relação aos genes para iturina ituD e lpaí4, foram positivas
as linhagens Jag227, Jag230, Jag248 e Jag255 (Figura 12).

i*.
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Figura 12 - (A) Pesquisa do gene sfp. M - marcador; (l) Jagl5B; (2) Jagl85, (3) Jag249 e (4) B.subtilis
LAMI008. (B) Pesquisa dos genes itvD e IpaU. M - marcador; (l) B. subtilis LAMI009 para o
gene lpal4; (2) Jag248 para o gene iluD; (3) Jag248 para o gene lpal4; (4) Jag255 para ituD e
IpaU. Tamanho dos fragmentos: lpal4 - 675 pb; ituD - 1203 pb.

A pesquisa da expressão dos genes ituD e lpal4, cujos produtos estão envolvidos

na atividade antifüngica, foi feita através da pesquisa dessa atividade contra os fungos

filamentosos Aspergillus niger, Penicillium herguei, Fusarium oxysporum, Mucor sp. e

Pythium oligandrum. Em ensaio de antibiose em placa, a colónia de Jag248 inibiu o

crescimento de todos os fungos testados (Figura 13). Um exemplo dessa atividade, contra

Mucor sp., pode ser visualizada com detalhes na Figura 14. Neste caso percebe-se
nitidamente a inibição não apenas das hifas vegetativas, mas em especial, das hifas aéreas,

responsáveis pela produção de esporos.
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Figura 13 - Atividade da Imhagem Jag248 contra os fungos (A) Fusarium oxysporum; (B) Mucor sp.; (C)
Pythium oligandrum; (D) Penicillium herguei e (E) Aspergillus niger.



74

A B

»j

l

1

Figura 14 - (A) Inibição de Mucor sp. por Jag248. (B) Detalhe evidenciando (l) a presença exclusiva de
bifas vegetativas na porção mais próxima ao crescimento bacteriano e (2) hifas reprodutivas
(aéreas) apenas na porção mais distante. Lâminas coradas com azul algodão de lacto-fenol e
fotografadas em microscópio óptico com aumento de 400 x.

5.5. Ensaio de dispersão do óleo

O ensaio preliminar para determinação do volume ideal de sobrenadante a ser

adicionado no teste de dispersão de óleo mostrou que 200 (iL seria o mínimo ideal para
permitir comparações de tamanho de halo, independentemente da concentração do
biossiirfactante nas amostras analisadas (Figura 15).
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Figura 15 - Relação entre o tamanho dos halos de dispersão de óleo e o volume de sobrenadante adicionado
ao sistema óleo-água.
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O ensaio de dispersão de óleo foi realizado com as linhagens selecionadas nos
experimentos de emulsificação e de redução da tensão superficial. Jag248, Jag249 e Jag255
foram as únicas bactérias que produziram resultados positivos, com halos superiores a 50%
do diâmetro da placa (Figura 16).
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Figura 16 - Comportamento de dispersão do óleo após adição dos sobrenadantes bmtos das bactérias
isoladas do manguezal (A) Jagl85; (B) Jag245; (C) Jag248; (D) Jag249; (E) Jag255 e
(F)Jagl732.

Os halos formados após a aplicação dos 200 [^1 do sobrenadante das culturas
foram medidos nas duplicatas, e os resultados podem ser vistos na Figura 17.

A:
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Figura 17 - Diâmetro (cm) das zonas limpas formadas na superfície do fibne de petróleo, com o
sobrenadante da cultura dos seis isolados selecionados.

Devido ao fato da linhagem Jag248 ter mostrado resultados promissores tanto
para produção de um desemulsificante, pelo ensaio de E24, como de biossurfactante, pela
dispersão do óleo e redução da tensão superficial do meio, este micro-organismo foi
selecionado para os testes de biorremediação. Estes experimentos envolveram a limpeza de
uma amostra de solo da Baía de Todos os Santos e a remoção de uma mancha de óleo em
uma siniulação de derrame de petróleo em água marinha.

Além desses ensaios, foram realizados os experimentos de curva de crescimento
para detectar em que momento Jag248 começava a produção do surfactante; análises do
sobrenadante frente a variações de pH e temperatura a fim de entender como esses
parâmetros influenciavam nas atividades estudadas e purificação do biossurfactante
prodiizido por esta linhagem, conforme descrito no item 4.2.9.

5.6. Construção da curya de crescimento e ensaios de caracterização do
biossurfactante

A curva de crescimento foi construída baseada na contagem de células viáveis a
cada duas horas durante 48 h, bem como a análise do sobrenadante da cultura em cada um
dos tempos para verificar a produção de biossurfactantes e do desemulsificante por Jag248,
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através de ensaios de emulsificação e de espalhamento do óleo. O cultivo foi realizado
confonne descrito no item 4.2.4. A Figura 18 mostra que a cultura começou a produzir
emulsificante após 7 h de incubação, mas que essa produção foi momentânea, cessando
com 11 h de crescimento. Após este período, todas as emulsões foram bastante instáveis,
sugermdo a produção do desemulsificante. Em relação ao comportamento tensoativo,
observado nos experimentos de espalhamento de óleo, o melhor resultado foi obtido após
40 h de incubação de Jag248.

>
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Figura 18 - (A) Ciirva de crescimento do isolado Jag248 em Meio Mineral, incubada por 48 h a 30°C sob
agitação de 150 rpm. Em destaque, os pontos 7h, llh e 40h, mostrando a dinâmica da
produção do biossurfactante e do desemulsificante. Valores acima das figuras indicam as
medidas de emulsificação (E24 - %) e de tamanho de halo de dispersão de óleo (em cm).
Todos com os respectivos desvios. (B) Aspecto da cultura com 7 h de crescimento, mostrando
espuma abundante. (C) Subcultivo de Jag248 em Agar Nutritivo contendo petróleo na
superficie, em diferentes tempos de incubação. Halos de afastamento do óleo ao redor das
colónias sugerem a produção de tensoativos pela cultura.
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Os ensaios para verificação do efeito do pH revelaram que o biossurfactante
produzido por Jag248 atua melhor em pH 7.0 (Figura 19). Em relação ao ensaio de
variação de temperatura, a atividade tensoativa permaneceu estável mesmo após o
sobrenadante ter sido aquecido a 121 °C por l hora.
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Figura 19 - Aspecto do espalhamento do óleo em diferentes valores de pH. (A) pH 2.0; (B) pH 4.0; (C) pH

5.0; (D) pH 7.0; (E) pH 8.0; (F) pH 9.0; (G) pH 10.0. (H) Comparação entre os tamanhos dos
halos de espalhamento de óleo (cm) de acordo com as mudanças de pH.
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5.6.1. Estudo da formação de micelas por condutividade

Segundo a análise de condutividade, o sistema de biomoléculas de Jag248
apresenta duas formas de interações inicelares. Na diluição 1/950 ocorre a conversão dos
monômeros, formando a micelas intramoleculares. Da interação dessas micelas, na
diluição 1/550, observa-se o surgimento das micelas intennoleculares. Para o SDS,
surfactante padrão para esta metodologia, observa-se a formação apenas das micelas
intramoleculares, na diluição 1/16 (Figura 20).
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Figura 20 - Relação entre condutividade e diluições na formação de micelas (A) do biossurfactante de
Bacillus sp. Jag248 e (B) do surfactante dodecil sulfato de sódio (SDS).
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5.7. Testes de simulação em biorremediação com amostras reais

5.7.1. Limpeza de solo contaminado com petróleo

Nos ensaios de limpeza do solo do manguezal da Baía de Todos os Santos,
contammado com peti-óleo (Figura 21 A e 21 B), foi possível observar o desligamento do
óleo imediatamente após a imersão do solo no sobrenadante bmto da cultura Jag248
(Figura 21 C e21 D). Após 24 h de agitação, foi possível realizar a recuperação de 6,8 g de
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solo do gmpo experimental contra 2,1 g do grupo controle, no qual o solo estava imerso

apenas em água do mar (Figura 21 E e21 F).

A

s*í

"t

9

•*~

»

>,»

c

m»

K'<(,
ï

^

E

»

B

virwy'.
ï.

s»
K-

I*.
v

^

m

!lfc,s:

D

k

F

'•"^i.^-lvllt-

m

Figura 21 - (A) Aspecto do solo no manguezal da Baía de Todos os Santos, mostrando o petróleo
impregnado ao longo dos anos. (B) Amostra utilizada nos ensaios de limpeza de solo. (C)
Preparo das amostras. Lado esquerdo - solo com água marinha (controle negativo); lado
direito - solo imerso no sobrenadante de Jag248. (D) Detalhe do solo desligado do petróleo
imediatamente após a ünersão no sobrenadante da cultura. (E) Solo recuperado após 12 h de
agitação. Amostra esquerda, controle e amostra dü-eita, experimental, mostrando o solo
acumulado no fundo da vidraria. (F) Aspecto dos solos recuperados, após a secagem. Placa

esquerda, controle e direita, experimental.
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Este resultado nos despertou para a possibilidade do produto microbiano

produzido por Bacillus sp. Jag248 ser utilizado em procedimentos de MEOR (recuperação
melhorada do petróleo por ação microbiana). Desta forma, fizemos ensaios de agitação
vigorosa em vortex, por 2 minutos, de 5,0 mL de petróleo juntamente com o mesmo
volume de sobrenadante. Após a agitação, o petróleo apresentou-se fluido, conforme pode

ser visualizado na Figura 22.
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Figura 22 - (A) Aspecto do petróleo após agitação com sobrenadante de Jag248. (B) Controle, agitado com
água marinha.

5.7.2. Remoção de petróleo da água do mar

\

A aplicação do sobrenadante não purificado de Jag248 na superfície do petróleo
causou o rompimento aleatório da mancha na superfície da água (Figura 23 A). No caso da
aplicação do sobrenadante no centi-o da mancha, esta se desfez de forma simétrica,
colapsando no centro e aumentando o diâmetro de forma contínua no decorrer do tempo
(Figura 23 B). A aplicação do sobrenadante nas extremidades da mancha fez com que o
petróleo ficasse contido em um só ponto, facilitando posterior remoção (Figura 23 C).
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Figura 23 - Comportamento de mptura da mancha de petróleo na superfície da água do mar após adição do
sobrenadante não purificado de Jag248. (A) Sobrenadante borrifado sobre a mancha. (B)
Sobrenadante gotejado no centro da mancha. (C) Sobrenadante adicionado nas extremidades da
mancha.

Para fins comparativos, o ensaio de limpeza de água manilha também foi
realizado utilizando surfactantes comerciais. Neste experimento foram utilizados 50 mL de
água, 0,5 g de petróleo e 0,5 mL do surfactante teste. Foram analisados dodecil sulfato de
sódio (8DS) a 10% v/v, Tween 80 e quaternário de amónio (QUAT) puro. Agua destilada
foi utilizada com controle negativo. O QUAT foi o único surfactante que causou ruptwa
total da camada de petróleo, semelhante ao biossurfactante de Jag248 (Figura 24).

A B c D E

Figura 24 - Ensaio de espalhamento do óleo. (A) Sobrenadante da cultura Jag248; (B) SDS a 10%; (C)
Tween 80; (D) QUAT puro; (E) Água destilada (controle negativo).

x

5.8. Purificação parcial do biossurfactante

Como mostrado na Figiu-a 25 A, o cromatograma do sistema de biomoléculas pré-
purificado de Jag248 foi diferente do perfil da surfactina, biossurfactante conhecido como
o mais potente dentre os produzidos por cepas de Bacillus. O perfil de Jag248 apresentou
intervalo de eluição dos picos semelhante ao exibido pela cepa B. subtilis RB 14,
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reconhecidamente produtora dos lipopeptídeos iturina, plispastatina e surfactina (TSUGE
et al, 2005). O aquecimento da amostra pré-purificada reduziu o tamanho dos picos,
conforme observado no cromatograma em preto da figura 25 B.
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% Figura 25 - (A) Cromatograma do sobrenadante parciaünente purificado não aquecido (azul), aquecido
(preto) de Jag248 e da surfactina comercial a 0,5mg/mL (verde). (B) Destaque para o perfil
cromatográfico dos produtos de Jag248. Setas vermelhas indicam os picos detectados. (C)
Cromatograma dos lipopeptídeos produzidos por B. subtilis RB 14, onde IT:= liturina, PL=
Plipastatina e SF = Surfactina (TSUGE et al., 2005), destacando o perfil para iturina. Em
vermeUio, destaque para os picos com tempos de eluição semelhantes.
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Após a purificação parcial, um novo ensaio de espalhamento de óleo foi realizado
com os produtos obtidos. Foi observado que o sistema de biomoléculas de Jag248 atuou
melhor que a surfactina e que não houve perda da atividade após o aquecimento (Figura
26).

A c

•^

B

*•

•ï
m

?s

IJ-i?;W

Figura 26 - Ensaio de espalhamento de óleo após purificação do sobrenadante de Jag248. (A) Purificado de
Jag248 não aquecido; (B) Purificado de Jag248 aquecido e (C) Surfactina comercial a 0,5
mg/mL.

Como esta linhagem apresentou forte atividade antifüngica e foi positiva para o
gene da iturina, resolveu-se realizar também o ensaio de inibição de fungos com o
sobrenadante não tratado e após a pimficação. Conforme observado na Figura 27, a
inibição ocorreu apenas quando se utilizou o próprio micro-organismo ou seu produto
piuificado. Esta atividade não foi detectada no sobrenadante bruto.
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Figura 27 - Placa A. (l) Inibição de Aspergillus niger por Jag248; (2) Controle negativo (água); (3) e (4)
sobrenadante filtrado e não tratado, (5) células lisadas de Jag248. Placa B. (6) Controle
negativo - extração com diclorometano; (7) Fração extraída com diclorometano; (8) Fração
extraída com acetato de etila; (9) Controle negativo - extração com acetato de etila; (10) Fração
aquosa; (l l) Fração extraída com n-butanol.

5.9. Identificação molecular das linhagens selecionadas

A identificação das bactérias do manguezal do Rio Jaguaribe foi realizada apenas
coin as linhagens promissoras. Os fragmentos obtidos através do sequenciamento foram
utilizados de forma a gerar uma sequência única ou consenso de cada isolado (ANEXO C).
Segundo análise do rRNA 168, com a ferramenta BLASTn do GenBank, todas as seis
bactérias foram classificadas como Bacillus sp. (Tabela 6). A caracterização cultural dos
isolados selecionados revelou morfologia distinta entre as seis linhagens, evidenciada pela
forma, tamanho, coloração e aspecto superficial das colónias (Figura 28).

s.
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Tabela 6 - Análise das sequências obtidas do gene do rRNA 16S de cada isolado, utilizando a ferramenta
BLASTn do GenBank.

Linhagem
Espécies com maior

identidade no GenBank
Número de acesso % de Identidade

Bacillus cereus

Bacillus thuringiensis
Bacillus mycoides

HM161852.1

AM747223.1

AB363736.1

99%

99%

99%

Bacillus megaterium
Jag245 Bacillus subtilis

Bacillus horikoshu

HM104232. l
EU257452.1
GU232770.2

99%
99%
99%

Bacillus subtilis

Jag248 Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus velenzensis

HM224387.1
FJ889057.1
FJ713021.1

100%
100%

100%

Jag249
Bacillus subtilis

Bacillus licheniformis

HQ236066.1
GQ903333.1

100%

99%

Bacillus subtilis

Jag255 Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus polyfermenticus

AY775778.1
HM150666. l
AY149473.2

100%

99%
99%

Jagl732 Bacillus pumilus

Bacillus safensis

HQ122449.1
AY030327.1

100%

100%

cBA

mm

D E F

Figura 28 - Caracterização cultural das lüihagens selecionadas dentre os isolados do solo do manguezal.
Cultivo em meio ATOE a 30 °C por 24 h (Aumento de 6,4x). Escala de 1,0 mm. (A) Jagl85;
(B) Jag245; (C) Jag248; (D) Jag249; (E)Jag255;(F)Jagl732.
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Em relação à análise filogenética dos selecionados do manguezal, o dendograma
mostrou a formação de três grupos principais (Figura 29). O primeiro grupo reuniu quatro
linhagens (Jag255, Jag248, Jag249 e Jagl 732) juntamente com 11 sequências provenientes
do GenBank. O segundo grupo foi formado pelo isolado Jag245 e mais cinco sequências
provenientes do GenBank, enquanto o terceiro gmpo, por Jagl85 e mais três sequências do
GenBank. Dessa maneira, das seis linhagens, Jag245 e Jagl85 apresentam menor
similaridade com os demais.

>
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Jag255

\A~Y71577SÏS.subtï!is
LiIM150666 15. amyloïiquefacieris

iFJ713Q21 15, vekzensis

JFJ889Q57 15. amyloïiquefctciens
Jag248

I HN.C243S7 l JB. subttíis

L AY149473 2 S. polyfermenïicus
ÏF433407 l B, vekzensis

Jag249

\í!Q236Q66 ï B. subtilis
- GQ903333 1 S, lickem/brmis

Jagl732
-ïiqi22449 ï B. pumilus
- A^Q30321 ï B. sq/ensis
,mJ257452ïB.subïiKs

•HM104232 ï B. megatermm

Jag245
-mJ22UÏ3lB./!exus
, GU23.2770 2 B. horikoskií

. EF114313 2 5. cyyabhaítai

Jagl85
\ïïMï6ÏS52 ï B. cereus

•AM747223 l B. thuringiensis

•AB363736 l B, mycoïííes

0.03 -+ + + +
O 0.025 O.Ú20 0.015 0.010 0.005 0.000

Figura 29 - Árvore fílogenética constmída pelo método de Neighbour-Joining (SAITOU & NEI, 1987)
demonstrando as relações evolutivas entre as lüihagens de bactérias estudadas e linhagens de
micro-organismos relacionados com base na sequência do gene ribossomal 16S.
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6. DISCUSSÃO

A pesquisa dos micro-organismos foi feita em três regiões distintas do manguezal

do Jaguaribe, visando cobrir diferentes habitats do ecossistema e aumentar as chances de

encontrar micro-organismos produtores de surfactantes. Cada um dos ambientes analisados

apresentou características abióticas bem distintas, devido principalmente ao grau de

iiifluência da maré. Avaliando os parâmetros abióticos (Tabela 5, página 66), percebe-se

que as maiores diferenças entre os pontos estão na relação silte e argila e no teor de matéria

orgânica. Os maiores valores para cada uma dessas variáveis foram encontrados nos pontos

P2 e P3, os quais apresentaram respectivamente 62,3% ± 2,70 e 67,5% ± 4,62 de silte e

argila e 9,3% ± 0,25 e 7,6% ± 0,33 de matéria orgânica. Esses resultados podem ser

entendidos quando se analisa que nestes pontos a vegetação é bastante desenvolvida e a

área está sujeita à menor hidrodinamismo, favorecendo o acúmulo de matéria orgânica.

Sendo o ponto P2 corresponde à região de rizosfera de Rhizophora e o P3, a de Avicennia,

a baixa influência da maré aliada às raízes pronunciadas e de penetração profunda,

reduzem as correntes e favorecem a retenção de grãos mais finos. A baixa energia com

predomínio de acúmulo de frações finas explica a granulometria enconti-ada para cada uma

das amostras. Nos manguezais a hidrodinâmica local exerce papel fundamental na seleção

da granulometria do solo, interferindo diretamente no acúmulo de matéria orgânica

(FERREIRA et al., 2007). Os valores de salinidade variaram de 35 a 45, o que mostra uma

forte influência marinha neste ecossistema, cujos teores foram superiores a da água do mar.

Isso pode ser entendido como uma reflexo de mudanças globais que têm alterado a

dinâmica costeira, provocando o avanço do mar sobre no continente (MAIA & LIMA,

2004). Analisando os valores de pH, estes não oscilaram na profundidade estudada (0-10

cm) confirmando o efeito tamponante da água marinha que percola no solo do manguezal.

A manutenção do pH proximo à neutralidade é fundamental para garantir a viabilidade dos

macro e micro-organismos que residem nesse ecossistema.

Os resultados de isolamento microbiano mostraram que o aquecimento do solo do

manguezal a 80 °C por uma hora foi uma estratégia eficaz para selecionar bactérias com

características de Bacillus, ou seja, Gram positivas, com fonnato de bastonete e produtoras

de esporos (Figura 7, página 68). Os esporos são estmturas altamente resistentes que

garantem a manutenção da viabilidade celular por um longo período de tempo, mesmo
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quando as condições externas são desfavoráveis para o crescimento do micro-organismo.
Quando em condições ideais, tomam-se potencialmente capazes de originar uma nova
célula vegetativa, através do processo de germinação (MADIGAN et al., 2010). Selecionar

bactérias com essa característica foi uma forma de facilitar a recuperação de linhagens de
Bacillus, já que esse género abrange espécies produtoras do biossurfactante mais eficiente

que se conhece, a surfactina, a qual pode ser sintetizada por B. subtilis (MIZUMOTO;

HIRAI; SHODA, 2007), B. coagulans (HUSZCZA & BURCZYK, 2006), B. pumilus e B.
licheniformis (NEU, 1996; PEYPOUX, BONMATIN & WALLACH, 1999).

Para avaliar a produção de biossurfactantes e/ou bioemulsificantes pêlos isolados
do manguezal do Rio Jaguaribe foram utilizadas respectivamente as metodologias de

redução da tensão superficial e atividade emulsificante. Todos os procedimentos foram

realizados com o sobrenadante livre de células, de culturas com 48 h de crescimento. Os

resultados gerais destes ensaios mostraram características bastante diversificadas entre os

micro-organismos analisados. O critério adotado para selecionar um micro-organismo

como bom produtor de tensoativos foi apresentar valor de tensão superficial final abaixo de
40 mN/m (COOPER, 1986); enquanto que como bom produtor de emulsificante foi
considerado todo aquele cujo valor de emulsificação foi maior ou igual a 40% (YOUSSEF
et al., 2004). De acordo com a análise estatística de agrupamento (Figura 8, página 69),

foram selecionadas cinco linhagens como boas produtores de biossurfactantes - Jag248,
Jag252, Jag263, Jag263.1 e Jag 1732 (Figura 9, página 70) - enquanto que para síntese de
emulsificantes foram escolhidos seis isolados: Jagl85, Jagl91, Jagl98, Jag212, Jag242 e

Jag310 (Figura 10, página 70). As linhagens do ponto P2 Jag245,Jag249,Jag251 e Jag255
(Figuras 9 e 10, página 70) foram eficientes tanto para a produção de biossiu-factantes
como de emulsificantes. Já o sobrenadante de Jag248 apresentou resultados que sugerem a

produção de um desemulsificante (Figura 11, página 71). Com base nesses resultados
observamos a eficiência da análise utilizada que tem como pnncípio agmpar os dados com
maior semelhança entre si. A escolha da estatística por agmpamento foi fundamental para
que linhagens em potencial não fossem perdidas, caso a seleção fosse baseada apenas nos
dados brutos dos experimentos. A análise apenas visual dos resultados certamente excluiria
as linhagens Jag251, Jag252, Jag263 e Jag263/l, devido aos valores ainda elevados de
tensão superficial final se comparado às outras linhagens selecionadas. Dessa forma, pode-
se perceber com maior clareza a importância da aplicação do teste estatístico.
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A literatura reporta alguns estudos nos quais foram pesquisados micro-organismos

do solo para a produção de biossurfactantes. Ruggeri e colaboradores (2009) pesquisaram a

produção de biossurfactantes e bioemulsificantes em 80 linhagens recuperadas de 13

amostras de solo e água contaminados com derivados de petróleo. Esses autores

conseguiram selecionar isolados com potencial para produzir biossurfactantes ou

emulsificantes. Apenas uma linhagem identificada como Cupriavidus sp. BSNC28C foi

capaz de produzir as duas moléculas. Esta linhagem, juntamente com duas de

Pseudomonas sp. foram as únicas que conseguiram reduzir a tensão superficial do meio a

valores abaixo de 40 mN/m, podendo, por isso, serem consideradas promissoras. Mercadé

e colaboradores (1996) isolaram 44 linhagens de solo contaminado. Cinco destas

apresentaram capacidade de degradar óleo lubrificante mediada pela produção de

biossurfactantes. Willumsen e Karlson (1997), a partü" de solo contaminado por

hidrocarbonetos poli-aromáticos (HPA), recuperaram 57 isolados capazes de crescer em

meio contendo HPA. Apenas quatro deles apresentaram atividade tensoativa. Rahman e

colaboradores (2003) isolaram 130 linhagens de solo contaminado por petróleo sendo que

apenas duas foram capazes de crescer em óleo bruto e produzir biossurfactantes.

Confrontando os trabalhos anteriormente citados com o presente estudo, concluímos que os

resultados de seleção de micro-organismos produtores de biossurfactantes foram bastante

promissores. De 100 linhagens recuperadas do solo, obtivemos seis potencialmente

produtoras de emulsificantes, cinco, de biossurfactantes, quatro que sintetizam moléculas

com essas duas características e uma que produz um desemulsificante.

Das nove linhagens indicadas como melhores produtoras de biossurfactantes

(Figura 9, página 70), algumas conseguiram reduzir a tensão superficial em tomo de 50%.

A produção de emulsificantes e biossurfactantes por Bacillus é constitutivamente

estimulada por glicose e pode ser induzida por compostos hidrofóbicos (HAFERBURG et

al., 1986). No manguezal estudado, estas bionaoléculas podem desempenhar funções

ecologicamente importantes para os micro-organismos produtores. Segundo Raajimakers e

colaboradores (2010) os lipopeptídeos de Bacillus apresentam três funções naturais, as

quais envolvem o antagonismo contra outros micro-organismos, a motilidade e a adesão a

superfícies. Outros autores ainda destacam a importância dessas moléculas como

sinalizadoras no crescimento e diferenciação celular (ONGENA & JACQUES, 2008,

LOPEZ et al., 2009).
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Ainda se tratando do isolamento, observamos que a maioria das bactérias

selecionadas como produtoras de biossurfactantes e bioemulsificantes foi recuperada do

solo de rizosfera de Rhizophora mangle, ponto P2. Isto pode ser entendido ao analisarmos

que neste ponto o teor de matéria orgânica foi o mais elevado (Tabela 5, página 66), o que

favorece a ocorrência de comunidades microbianas mais densas e com maior diversidade,

aumentando, portanto, a probabilidade de se encontrarem linhagens microbianas

produtoras de lipopeptídeos. Nos micro-nichos, essas biomoléculas têm grande

importância ecológica, pois regulam, através de sinalizações quíniicas, o tamanho das

populações microbianas por quorum sensing. (ONGENA & JACQUES, 2008). Esse fator

aliado ao tamanho das partículas do solo, atua na seleção e distribuição dos micro-

organismos no ambiente, pois fornece substratos e nutrientes essenciais ao crescimento

microbiano ÇVan GESTEL, MERCKX & VLASSEK, 1996). Segundo Sessistsch e

colaboradores (2001), não apenas a biomassa, mas também a estmtura da comunidade é

significativamente afetada pelo tamanho da partícula do solo, sendo a maior diversidade

microbiana observada em frações de argila (0,1 -2 p.m) e de silte (2 - 63 p.m), as quais

também consistiram na fração mais significativa do solo no ponto P2.

Outro importante fator que pode explicar a maioria dos produtores de

biossurfactantes ter sido proveniente de P2 é a concentração de ferro no solo. Por meio de

análises físico-qiiímicas do solo foram detectados 65,8% de ferro na forma de pirita na

amostra rizosfera de Rhizophora mangle contra 20,8% nas proximidades do Rio Jaguaribe

e 0,63% na rizosfera de Avicenma schaueriana (NOGUEIRA (2011), comunicação

pessoal). Essa diferença nas concentrações de ferro, além de promover três ambientes bem

distintos dentro do manguezal, atua como fator seletivo sobre as comunidades microbianas

de cada local, tanto no que se refere à diversidade de espécies, como na abundância de

cada uma delas. Analisando sob a óptica da produção dos biossurfactantes, outra

observação que merece ser reforçada é a de que micro-organismos produtores dessas

moléculas o fazem melhor quando na presença de ferro. Segundo Cooper e colaboradores

(1981) a adição de ferro no meio para produção de biossurfactantes aumenta o rendimento

de surfactina sintetizada por B.subtilis. Wei & Chu (1998) relataram um aumento de dez

vezes na produção de surfàctina quando a concentração de ferro no meio foi aumentada

para 4[iM, resultando em níveis maiores que os atribuídos a cepas geneticamente

selecionadas.



95

Nossos resultados referentes à produção de tensoativos e emulsificantes (Figuras 9

elO, página 70) corroboram com a observação de Ron e Rosenberg (2001), segundo a qiial

nem todo biossiirfàctante constitui um bioemulsificante, e que as duas propriedades

estudadas não apresentam, obrigatoriamente, correlação. Foram observados diversos perfis

de produção dessas moléculas dentro de um gmpo de micro-organismos pertencentes à

mesma amostra de solo; o que, do ponto de vista ecológico, certamente agrega vantagens à

comunidade microbiana, pois possibilita a adesão a diversos nichos (ONGENA &

JACQUES, 2008). Algumas moléculas podem reduzir a tensão interfacial, desestabilizando

a organização entre duas fases, como fazem os surfactantes, mas não obrigatoriamente

estabilizar emulsões formadas pela mistura dessas duas fases, atividade conferida aos

emulsificantes (RON & ROSENBERG, 2001; YOUSSEF et al., 2004; BENTO,

CAMARGO & GAYLARDE, 2008).

Tendo a surfactina isolada por Yeh, Wei e Chang (2005) como referencial, que

reduz a tensão superficial da água de 72 mN/m para 27 mN/m a concentrações abaixo de

20|^M podemos ressaltar a importância dos resultados obtidos neste trabalho, pois os

micro-organismos estudados conseguiram reduzir de fonna acentuada a tensão inicial do

meio de cultura, o qual era de 60mN/m para em tomo de 30 mN/m, em alguns casos

(Figura 9, página 70). Importante destacar que os valores alcançados foram registrados a

partir da análise dos biossurfàctantes bmtos, isto é, com os sobrenadantes das culturas.

Segundo Cooper (1986), micro-organismos que apresentam reduções na tensão superficial

menores que 40 mN/m são promissores para produção de biossurfactantes. As linhagens

selecionadas neste trabalho encaixam-se neste perfil.

Os resultados de atividade emulsificante dos sobrenadantes livres de células

mostraram que 10 linhagens apresentaram valores de E24 entre 40,5% e 61,6% (Figura 9,

página 70). Segundo Youssef et al. (2004), valores de emulsificações maiores ou iguais a

40% são encorajadores, merecendo um estudo mais aprofundado dos micro-organismos

produtores. É possível que o número de bactérias produtoras de emulsificantes dentre os

testados fosse maior. Este resultado pode variar de acordo com o hidrocarboneto utilizado

no teste, fator de certo modo, seletivo. Priya e Usharani (2009) estudaram a produção de

biossurfactantes por oito bactérias isoladas através de ensaios de emulsificação utilizando

querosene, petróleo, diesel e óleo vegetal. No trabalho citado, foi possível observar a
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variação do índice de emulsificação obtido para uma mesma bactéria, quando modificada a
fonte de hidrocarboneto utilizada. Essa variação reflete seletividade do biossurfactante,
ratificando a propriedade dessas moléculas de apresentarem alta especificidade com o
substrato apoiar que interagem. Dessa forma, índices de emulsificação diferentes poderiam
ter sido observados com outros hidrocarbonetos ou outras linhagens produtoras poderiam
ter sido detectadas. Navon-Venezia e colaboradores (1995) mostraram que o emulsificante
Alasan, produzido por Acinetobacter radioresistens, foi eficiente em emulsificar
compostos alifáticos de cadeia longa, mas não apresentou os mesmos resultados com os de
cadeia curta, como o pentano e compostos aromáticos como o benzeno e o xileno. Liu e
colaboradores (2010) também obtiveram valores de emulsificação que oscilaram entre 60 e
100% de acordo com o hidrocarboneto-teste. Foram testados beirzeno, xileno, n-pentano,
n-nonano, gasolina e óleo diesel com um biossurfactante de B. subtüis AB93108.

Muitos trabalhos registraram a produção de biossiirfactantes por cepas de Bacillus
com emulsificações de querosene de 40 até 65 %, como observado por Prufhi e Cameotra
(1997), Davis, Lynch e Varley (2001), Gouveia e colaboradores (2003) e Nitschke e
Pastore (2003). Todos esses autores obtiveram valores de emulsificação superiores a 40%
após um crescimento de, no mínimo 48 h, tempo necessário para as linhagens deste
trabalho, expressarem a produção dos biossurfãctantes.

O experimento de emulsificação utilizando o sobrenadante de Jag248 nos
despertou a atenção (Figura 11, página 71). Após a agitação vigorosa do sistema
sobrenadante e querosene, observou-se a formação de uma intensa e estável camada
emulsificante. Entretanto, após 24 h, esta mistura se desfez de tal modo que foi possível
recuperar praticamente todo o querosene inicial utilizado no experimento. Este fenómeno
nos levou a verificar a possibilidade desse sobrenadante romper emulsões bastante
estáveis, como as promovidas por Tween 80, o qual foi utilizado como controle positivo. A
adição de 300 p,L do sobrenadante da cultura de Jag248 na emulsão Tween 80-querosene
ocasionou a separação conipleta destes compostos após 30 dias de repouso do sistema. Da
mesma forma, foi possível recuperar o querosene. A capacidade de separar emulsões nos
levou a inferir que no sobrenadante da cultura analisada haveria moléculas com
propriedades desemulsificantes.
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As emulsões estáveis de óleo são necessariamente produzidas diirante as várias
etapas de produção e processamento do petróleo, a fim de se reduzir a viscosidade do óleo
e facilitar o seu transporte. No entanto, essas emulsões tomaram-se um dos maiores
problemas para a indústria petroquímica, pois precisam ser desfeitas em algum momento
de modo a possibilitar a recuperação das fases de interesse. A estabilidade dessas emulsões
é diretamente afetada pela viscosidade do óleo, razão superfïcie/volume das gotículas na
emulsão, temperatura, pH, tempo de formação da emulsão, tipo de agente emulsificaate,
densidade e agitação. Agua e resíduos dentro dos tanques de armazenamento e nas
tubulações de transporte de petróleo podem causar corrosão, sendo necessários diversos
tratamentos dispendiosos com calor e detergentes para remoção desses contaminantes
(DAS, 2001; VAN HAMME & URBAN, 2009).

Neste contexto, os desemulsificantes microbianos têm atraído bastante atenção
em pesquisas recentes devido à baixa toxicidade, fácil biodegradabilidade e viabilidade
económica, se comparado aos desemulsificantes químicos (SINGH; VAN HAMME;
WARD, 2007). Espécies de Nocardia, Corynebacterium, Rhodococcus, Bacillus,
Micrococcus, Toruïopsis, Acinetobacter, Alteromonas, Aeromonas e algumas culturas
mistas são conhecidas por possuírem propriedades desemulsificantes. Entretanto, a
aplicação dos desemulsificantes in situ ainda encontra-se em fase de testes, devido ao fato
dessas moléculas apresentarem diferentes níveis de resposta de acordo com as
características do óleo e das condições ambientais (ZAKI, 1997; SINGH; VAN HAMME;,
2007; WARD et al., 2009).

5?

A análise molecular para pesquisa do gene sjp, gene indicador de espécies de
Bacillus produtores de surfactina, mostrou que apenas as linhagens Jagl5B, Jagl85 e
Jag249 apresentaram este gene (Figura 12 A, página 72). No trabalho desenvolvido por
Hsieh e colaboradores (2004) 35 cepas de Bacillus, sendo 15 padrões e 20 obtidas de
amostras ambientais, foram avaliadas quanto à produção de surfactina através dos
experimentos de atividade hemolítica, reação em cadeia da polimerase (PCR), e por
quantificação em HPLC. Os resultados das análises por PCR e por HPLC foram idênticos,
confirmando quais cepas eram realmente produtoras do biossurfactante.
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Em nosso trabalho, a detecção de apenas três lüihagens produtoras de surfáctina
não nos pareceu um resultado desanimador, visto que encontrar em um ambiente tão
complexo como o solo de manguezal, micro-organismos produtores especificamente desse
biossurfactante não se constitui uma tarefa fácil (DANIEL, 2004). Hsieh e colaboradores
(2004) citam que somente em tomo de 20 cepas de Bacillus, pertencentes a bancos
públicos ou privados, têm sido listadas como produtoras desse lipopeptídeo. Ainda, o fato
das outras linhagens não terem apresentado o gene em questão, não exclui a possibilidade
desses micro-organismos produzirem outros tipos de biossurfactantes. Isso pode ser
facilmente confirmado ao confi-ontar os dados da frequência do gene sfp nos isolados com
os de tensão superficial, o que nos permite concluir que outros tipos de biossurfactantes,
que não a surfactina, foram produzidos por algumas das linhagens estudadas (Figura 9,
página 70).

Observando apenas os valores de redução de tensão superficial das linhagens
possuidoras do gene sfp, Jagl5B (41,8 mN/m ± 1,5), Jagl85 (46,0 mN/m) e Jag249 (29,4
mN/m ± 1,4) - dados em ANEXO B, página 142 - temos que Jag249 foi a mais eficiente na
produção de biossurfactante. Em se tratando dos índices de emulsificação, os quais foram,
respectivamente, 13,4% ± 3,6; 57,0% e 54,6% ± 2,5 - dados em ANEXO A, página 139 -
Jag 18 5 e Jag249 apresentaram os melhores resultados, sugerindo a produção de
emulsificantes por estas linhagens. Estes dados reforçam a ideia de que a expressão dos
genes para a produção de tensoativos está diretamente relacionada às condições de cultivo
microbiano e que a intensidade de síntese dessas moléculas pode variar muito, mesmo em
micro-orgamsmos da mesma espécie (HSIEH et al., 2004). Além disso, algumas cepas
produtoras de lipopeptídeos podem gerar mais de um tipo dessas moléculas, tais como B.
subtilis RB14, YB8 e ATCC6633 as quais são produtoras respectivamente de surfactina,
iturina A e plipastatina; surfactina e plipastatina Bl; surfactina e micosubtilina. Essa
produção depende diretamente das condições de crescimento fornecidas (HUANG, ANO
& SHODA, 1993; TSUGE, ANO & SHODA, 1996; DUITMAN et al., 1999; VAN
HAMME & URBAN, 2009).

Tendo isso em mente, resolvemos realizar ensaios paralelos ao trabalho principal
desta tese, nos quais outro lipopeptídeo de Bacillus, a iturina, foi pesquisado por PCR. Esta
molécula apresenta grande semelhança estrutural com a surfactina e é considerada, por
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muitos autores, um excelente antifüngico. Esse potencial já foi investigado em diversos
trabalhos, tendo como referenciais mais recentes as revisões de Ongena e Jacques(2008)e
de Raaij makers e colaboradores (2010). Nossa curiosidade para verificar a presença deste
gene nos isolados do solo do Jaguaribe foi despertada quando não encontramos correlação
entre a presença do gene para surfactina e a síntese de biossurfactantes tão eficientes como
o de Jag248. Embora ihirina seja primordialmente citada como antifúngico, alguns autores
classificam esse lipopeptídeo também como um biossurfactante (AHIMOU, JACQUES &
DELEU, 2000; MUKHERJEE & DAS, 2005).

Os genes utilizados para pesquisa das liiihagens produtoras de iturina foram UuD e
lpaï4, que codificam respectivamente a coenzima manolil A transacilase, sem a qual a
iturina não pode ser sintetizada (TSUGE, AKIYAMA & SHODA, 2001), e fosfopanteteinil
transferase, requerida para a maturação da iturina após sua síntese. Segundo Hsieh e
colaboradores (2008), ambos os genes são fundamentais para a produção de iturina e, por
isso, são pesquisados em conjunto para identificação de linhagens de Bacillus produtoras
desse lipopeptídeo.

O ensaio de PCR utilizando os primers lpa\4 e ituD, permitiu detectar a presença
dos genes para síntese desta molécula nas liiihagens Jag227, Jag230, Jag248 e Jag255
(Figura 12 B, página 72). Ensaios paralelos de atividade antifüngica foram realizados com
esses isolados contra Aspergillus niger, Penicillium herguei, Fusarium oxysporum, Mucor
sp. e Pythium oligandrum, sendo Jag248 a única que inibiu o crescimento de todos os
fungos testados. Importante destacar a atividade esporicida bastante efetiva, observada
contra Mucor sp. e Penicülium herguei (Figura 13, página 73 e Figura 14, página 74). As
espécies de fungos utilizadas neste ensaio foram escolhidas devido a sua importância
económica, por serem fitopatógenos e pelo potencial em contaminar e deteriorar alimentos.
Além disso, neste teste procurou-se investigar a capacidade das linhagens microbianas em
inibir o crescimento de fungos com diferentes constituições de parede celular. Com
exceção de Mucor sp., que apresenta parede de celulose, os outros fungos apresentam
parede formada por quitina. A inibição de todos os fungos por Jag248 permitiu reafirmar
que esta ação deveu-se à produção de iturina e não de enzimas de degradação das paredes
fúngicas. Como não estava no enfoque deste estudo, a pesquisa aprofundada dessa
atividade ficou reservada para uma abordagem em outro trabalho desenvolvido por nosso
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gmpo. No entanto, não podemos deixar de comentar que a existência de bactérias
produtoras de antifúngicos em solo de manguezal certamente tem um valor ecológico
importante, no que diz respeito ao controle do equilíbrio das comunidades microbianas do
solo.

Em posse desses resultados, as linhagens Jagl85,Jag245,Jag248,Jag249, Jag255
e Jagl732 foram selecionadas para prosseguimento dos ensaios de dispersão do óleo. Esses
isolados foram os que apresentaram os melhores valores de redução de tensão superficial
e/ou de emulsificação. Antes do ensaio de dispersão, foi realizado um teste preliminar para
se determinar qual o volume ideal de sobrenadante seria utilizado a fim de se verificar
diferenças de tamanho de áreas limpas na superfície do óleo. Segundo a Figura 15 (página
74) observamos que o volume de 200 \iL foi considerado ideal para se perceber as
diferenças desejadas, visto que a partir desse volume, os halos foram máximos para cada
um dos micro-organismos utilizados neste ensaio.

No teste de dispersão do óleo com as linhagens selecionadas, Jag248, Jag249 e
Jag255 foram os que apresentaram resultados positivos, com halos superiores a 50% do
diâmetro da placa (Figura 16, página 75). Destacam-se neste gmpo Jag248 e Jag255,cuja
dispersão foi estável, ou seja, sem retomo do óleo, e ocorreu rapidamente, segundos após a
adição do sobrenadante no filme de óleo. Interessante notar que essas duas linhagens foram
positivas para os genes de iturina, o que nos permitiu questionar se essa atividade
tensoativa era devido a esse lipopeptídeo.

Os resultados de dispersão de óleo em água revelaram-se bastante promissores
(Figura 16, página 75). Comparado com os existentes na literatura, as dispersões obtidas
destacam-se em dois aspectos: o primeiro deles trata-se da quantidade de óleo utilizada no
experimento. Em geral, este ensaio é realizado com 20 pl de óleo (YOUSSEF et al., 2004).
Neste trabalho, foi utilizado 0,5 g de petróleo pesado, correspondente a aproximadamente
2,0 mL, ou seja, 100 vezes mais que o padrão. O segundo aspecto diz respeito ao fato dos
sobrenadantes não terem sido purificados antes do ensaio. Dessa fornia, podemos especular
que halos maiores de dispersão de óleo poderão ser obtidos ao utilizar os produtos
purificados.
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Satpute e colaboradores (2008) trabalharam com 112 isolados e testaram oito
técnicas de seleção de produtores de biossurfactantes. Concluíram que a combinação das
técnicas de espalhamento de óleo, atividade emulsificante e colapso da gota são as mais
adequadas para uma seleção inicial de grande número de linhagens. Youssef e
colaboradores (2004), utilizando 205 linhagens, analisaram quatro métodos de detecção de
micro-organismos produtores de biossurfactantes: espalhamento do óleo, atividade
hemolítica, tensão superficial e teste do colapso da gota. Analisando o teste do
espalhamento do óleo, esses autores afimiam a ocorrência de uma relação linear entre
quantidade de biossurfáctante na cultura e tamanho do halo, bem como uma relação
inversa deste último valor com os de tensão superficial. Nossos dados concordam com esta
relação, mesmo que de forma bastante sutil. Para Jag248 os valores de tensão e tamanho do
halo foram respectivamente 30,6 mN/m ± 0,6 e 8,85cm ± 0,3, enquanto que para Jag255
foram 29,6 mN/m ± 0,6 e 9,00cm ± 0,2. O método de espalhamento do óleo foi
considerado o melhor utilizado por esses autores, inclusive na realização de análises com
grande número de linhagens, como a realizada neste estudo.

A identificação molecular das seis linhagens selecionadas mostrou que todas elas
pertencem ao género Bacillus (Tabela 6, página 87). No entanto, como o percentual de
identidade foi muito elevado com espécies distintas, não foi possível inferir a espécie exata
para cada isolado. No dendograma, observa-se que diferentes espécies algumas vezes
distaram entre si valores próximos ou equivalentes a 0.001, dificultando a determinação
das espécies para as linhagens do manguezal. Novamente, agora baseado na análise do
rRNA 16S, Bacillus sp. Jag248 e Bacillus sp. Jag255 permaneceram no mesmo grupo e
apresentaram maior identidade com duas cepas de B. subtüis, indicando uma proximidade
entre essas linhagens (Figura 29, página 89). Importante destacar que ambas as cepas
apresentaram elevada similaridade com micro-organismos não patogênicos, reforçando
ainda mais o valor desses micro-organismos para aplicações práticas seguras.

Priest, Goodfellow e Todd (1988) relataram as dificuldades da diferenciação de
espécies pertencentes ao género Bacillus, principalmente com a classificação que vigorava
anteriormente, onde o género era constituído por mais de 150 espécies, tendo por base
características fisiológicas e ecológicas. Em seguida, métodos de classificação baseados na
forma, tamanho e localização dos esporos, sugeriram a reclassificação do género, onde o
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número de espécies foi reduzido para 19. Com o surgimento dos métodos moleculares e o
estudo do rRNA 16S, a inadequação dessa classificação tomou-se clara. O estudo em
questão faz uso de diversas técnicas, tais como testes enzimáticos, análise dos esporos,
morfologia da colónia, ensaios de resistência a antimicrobianos, entre outros, para a
diferenciação de espécies deste género.

Em um artigo recente, Miranda, Martins e Clementino (2008) descreveram o
isolamento de 23 bacténas pertencentes ao género Bacillus de sedimentos marinhos,
identificando-os como B. licheniformis, B. cereus, B. subtilis e B. pumilus. O trabalho
destaca a importância do advento dos métodos moleculares especialmente para estudos de
bactérias do género Bacillus, o qual foi diversas vezes submetido a re-classificações
taxonômicas nos últimos anos. Essas informações permitem-nos concluir que mais
informações, sejam elas de caráter fisiológico, genético, ecológico ou morfológico,
tomam-se necessárias para a identificação e classificação dos isolados selecionados neste
trabalho (LIMA, 2010).

Após a realização dos experimentos preliminares de isolamento, seleção
microbiana para produção de tensoativos e pesquisa de genes para lipopeptídeos, a cepa
Bacillus sp. Jag248 foi selecionada, dentre as 100 linhagens estudadas, para produção de
biossurfactantes e para os testes de simulação de limpeza de solo e água contaminados com
petróleo. Os motivos pêlos quais este micro-organismo foi o escolhido referem-se ao fato
de Jag248 ter apresentado um perfil de resultados, no mínimo, intrigante. Embora tenha
sido negativo para o gene da surfactina, esse micro-organismo apresentou resultados
excelentes de redução de tensão superficial do meio (Figura 9, página 70), de atividade
desemulsificante (Figura 11, página 71) e de espalhamento de óleo pesado em água (Figura
16, página 75). Aliado a isso, ainda na mesma linhagem foram detectados os genes para o
lipopeptídeo iturina (Figura 12, página 72) e excepcional atividade conti-a fungos com
diferentes estmturas de parede celular. Outro fator que impulsionou investigações mais
acuradas em Bacillus sp. Jag248 foi vislumbrar a possibilidade de utilização deste micro-
organismo para produção de biossurfactantes em larga escala, visto se tratar de uma cepa
inócua, com elevada similaridade molecular com micro-organismos não-patogênicos
CFigura 29, página 89). Todas estas características reunidas em uma só linhagem
bacteriana, isolada do solo do manguezal do Jaguaribe, nos levaram a questionar se estas



103

atividades eram provenientes do mesmo sistema de moléculas ou se derivavam de
moléculas de diferentes famílias.

Os ensaios de produção de biossurfactantes por Jag248 iniciaram com a
construção da curva, de crescimento dessa bactéria em Meio Mineral, conforme proposto
por Morán e colaboradores (2000). Para preparar a curva de crescimento foram feitas
leituras a cada duas horas, durante 48 h, envolvendo a contagem do número de células
viáveis, atividade emulsificante e ensaios de espalhamento de óleo, sendo esses dois
últimos com o sobrenadante livre de células.

Os prüneiros resultados desta etapa do trabalho, observados nas imagens aliadas
ao gráfico da Figura 18 (página 78), mostraram que Bacillus sp. Jag248 produziu
emulsificantes após sete horas de incubação, já no início da fase estacionária, e que a
síntese desses compostos foi reduzida bmscamente coin 11 h. A síntese de biossurfactante
prosseguiu durante a fase estacionária até 40 h de cultivo, onde foi possível observar os
maiores tamanhos de halos de espalhamento de óleo. A cada leitura, alíquotas de 10 i^L da
cultura foram subcultivadas em Agar nutritivo coberto com petróleo e, após a incubação,
foi possível detectar a produção de biossurfactantes ao redor das colónias, aü-avés da
formação de halos bem definidos (Figura 18C, página 78). Esses resultados nos permitiram
inferir que a produção dessa molécula não está diretamente relacionada com o crescimento
celular. A atividade desemulsificante foi detectada apenas com 40 h de cultivo. Em
paralelo, o ensaio de espalhamento de óleo mostrou que a produção de tensoativos
aumentou com o aumento da biomassa, tendo seu ápice também com 40 h (Figura 18A,
página 78). Analisando do ponto de vista industrial, tanto a produção de emulsificantes
quanta a de biossurfactantes por esta cepa, em larga escala, parecem interessantes, visto
que ocorrem em fases distintas da curva de crescimento. Este comportamento metabólico
permite a manipulação da cultura de forma a produzir o produto desejado e, em caso da
produção dos dois sistemas de biomoléculas, dispensa as etapas de separação, já que estas
podem ser recuperadas em diferentes momentos. Consequentemente, os custos de
piirifícação, que podem chegar até 60% do valor fínal no caso de produtos biotecnológicos,
seriam reduzidos (MUKHERJEE, DAS & SEN, 2006). Em estudos anteriores, Sheppard e
Mulligan (1987) relataram que a produção de surfactina por B. subtüis ATCC21332, cepa
padrão para produção de biossurfactantes, ocorria principalmente a partir do final da fase



104

exponencial de crescimento. Esses dados concordam com os encontrados por Nitschke e
Pastore (2006), que pesquisaram a produção de biossurfactantes por B. subtílis LB5a
utilizando manipueira como substrato, e com os do presente trabalho.

Após 11 h de cultivo observou-se uma queda na atividade emulsifícante. Isso pode
ter acontecido por alguns motivos. O primeiro deles diz respeito ao acúmulo de espuma no
sistema (Figura 18B, página 78), a qual sequestra o biossurfactante disponível na cultura,
podendo também provocar uma mibição da síntese dessas moléculas (COOPER et al.,
1981; DAVIS, LYNCH & VARLEY, 2001). Em segundo temos que, a produção de
biossurfactantes em sistemas fechados pode atingir concentrações danosas às células, de

modo que estas moléculas podem interagir com a membrana celular causando-lhe danos
irreversíveis (SHEPPARD et al., 1991; PEYPOUX, BONMATIN & WALLACH, 1999).

Uma estratégia para contornar este problema seria a degradação do biossurfactante. De
fato, alguns autores descreveram que a produção de surfactina por B. subtilis ATCC21332
pode ser inibida pelo produto final (COOPER et al.,1981; SEN, 1997; NITSCHKE, 2004).
Como a produção de lipopeptídeos por Bacillus também apresenta uma função ecológica,
outra razão para a queda na atividade emulsificante seria a densidade celular elevada que

inibe a produção de lipopeptídeos pelo mecanismo de quorum sensing. E por último, mas
não menos importante, sob estresse fisiológico, os emulsificantes, ricos em aminoácidos e
carbono, podem ter sido utilizados pelas células como fonte de nutrientes e energia,

necessários para miciar o processo de espomlação.

Os expermientos de resistência do biossurfactante de Bacillus sp. Jag248 a
variações de pH mostraram que essa molécula apresentou melhor atividade tensoativa em
pH 7,0 (Figura 19, página 79). Wei e Chu (1998) observaram uma queda nos níveis de
surfactina quando da adição de ferro ao meio de cultura de B. subtilis ATCC21332, porém
o decréscimo foi devido à acidificação do meio, que provocou a precipitação do
surfactante. A redução nos níveis de biossurfactante no sobrenadante da cultura em pHs
ácidos pode justificar os pequenos halos de espalhamento de óleo no experimento de
caracterização em diferentes valores de pH (Figura 19, página 79). Em pH ácido, a
natureza anfifílica da molécula foi modificada, predominando os sítios protonados.
Modificações na configuração da molécula também foram observadas em pH alcalino.
Quando neutralizadas novamente, tanto as amostras de pH ácido como as de pH alcalino
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apenas uma. Essa característica destaca outra diferença entre esses dois grupos de
biossurfactantes microbianos.

Ao ser vigorosamente misturado com o sobrenadante de Bacillus sp. Jag248
observamos que amostras de petróleo apresentaram uma bmsca mudança na viscosidade,outro ponto que favorece futuras aplicações deste produto em MEOR (Figura 22, página82). Uma das formas de extração das porções residuais de petróleo nas rochas, fração quepode constituir até 60% do óleo aprisionado, é através da adição de surfactantes quereduzem a viscosidade do óleo, formando emulsões que podem ser mais facilmentebombeadas para superfície. A utilização de biossurfactantes para a limpeza de tanques, emsubstituição aos surfactantes convencionais, pode promover a recuperação de até 90% doshidrocarbonetos presentes no resíduo (VAN HAMME & URBAN, 2009; BANAT et al.,

2010).

Os resultados do ensaio de limpeza de solo contaminado por petróleo foram
promissores. Primeiramente pela velocidade com que parte do solo foi desligada do óleo.A dessorção foi imediata (Figura 21C e D, página 81), mesmo sendo um solo contaminadocom frações mais recalcitrantes. Além disso, neste experimento foi utilizado osobrenadante não tratado de Bacillus sp. Jag248 o que nos permite inferir que a aplicaçãodo produto purificado nos forneceria ainda melhores resultados. Como o ensaio foirealizado apenas durante 24 h e mostrou a recuperação de três vezes mais solo limpo doque o obtido no gmpo controle, no qual foi utilizado somente água do mar, podemosespecular que aumentando o tempo de contato com o biossurfactante, mais solo pudesseser recuperado. A dessorção no grupo controle pode ser explicada pela liberação apenasdos grãos de areia que se encontravam na porção superficial da mistura solo e óleo.

Na remediação de solos, as soluções de surfactantes são usadas para transferir amatriz de contaminantes para a fase liquida da solução, onde se medirá a biodegradação doóleo. Mas essa aplicação depende tanto da natureza físico-química do surfactante, quantodo solo contaminado. A remoção dos contaminantes do solo ocorre em duas etapas:mobilização e solubilização. A mobilização, também conhecida como rollup, ocorre numaconcentração abaixo da CMC, reduzindo a tensão superficial e interfacial entre ossistemas: óleo/água e solo/água. As moléculas de surfactantes adsorvidas na superfície do
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óleo causam lima repulsão entre a porção polar do surfactante e o solo, promovendo a

separação. Por outro lado, a solubilização ocorre numa concentração acima da CMC, por
partição do contaminante dentro do núcleo hidrofóbico da micela. Com o aiunento do

número de micelas ocorre um aumento na solubilização (DESHPANDE et al., 1999;

CORRER et al., 2007). A lavagem do solo (soil washing) é uma tecnologia inovadora,
devido seu potencial para o tratamento de solos contaminados por petróleo e metais

pesados. E um método que consiste na remoção dos contaminantes adsorvidos nas

partículas mais finas do solo, além de consumir menos tempo, quando comparado com a

biorremediação e fitorremediação (URUM, PEKDEMIR & COPUR, 2004). Os resultados

de remoção de óleo em solo, obtidos neste trabalho, mostraram que o sistema de

biomoléculas com características tensoativas, detectadas ao longo dos experimentos,

apresenta possibilidades de ser testado nesta tecnologia.

Os testes de remoção do petróleo em água marinha também foram promissores.

Observamos que, de acordo com a estratégia utilizada para aplicação do biossurfactante, a

mancha de petróleo pode se dispersar através da abertura de regiões limpas na superfície da

água ou se aglutinar, facilitando sua posterior remoção mecânica (Figura 23, página 83).

Embora após o derrame de óleo no ambiente parte dele possa submergir e se acumular no
fundo oceânico, é fundamental para a sobrevivência dos organismos da coluna d'água a

remoção rápida do filme de óleo da superfície, o qual dificulta as trocas gasosas e bloqueia
a passagem de luz solar, indispensável para os produtores. Neste contexto, o ideal é que os
detergentes utilizados possam sejam biodegradáveis, como os surfactantes microbianos.
Caso contrário, outros compostos tóxicos serão acrescidos ao ambiente já impactado.

Vislumbrando uma aplicação prática do biossurfactante de Bacillus sp. Jag248
para remoção de petróleo do ambiente, concluímos que nosso produto pode ser bastante
eficiente para essa finalidade. Imcialmente devido aos resultados obtidos nos ensaios de
espalhamento de óleo utilizando surfáctantes químicos, no qual observamos que apenas
QUAT puro, um detergente potente, mas de elevada toxicidade, foi capaz de fonnar um
halo equivalente ao nosso biossurfactante não purificado (Figura 24, página 83). Além
disso, o tensoativo microbiano foco desse estudo possibilitou a remoção do óleo sem
aparentemente comprometer suas características físicas. Essa observação tem grande valor
quando se akneja recuperar o petróleo derramado. Segundo Banat (1995) e Mulligan
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(2005), os biossurfactantes são mais efetivos e eficientes que os surfactantes químicos, pois
conduzem a baixos valores de tensão superficial e interfacial mesmo em baixas
concentrações.

A análise de HPLC confinnou o obtido por análise molecular, pois descartou a
produção de surfactina por esse micro-organismo, cujos genes amplificaram somente para
os iniciadores de iturina (Figura 12 B, página 72 e Figura 25 A, página 84). Além disso, o
cromatograma do sistema de biossurfactantes em estudo exibiu picos bem definidos

sugerindo sucesso nas etapas de pré-purifícação (Figura 25 B, página 84). Comparado ao
perfil cromatográfico da cepa padrão para a produção de iturina, B.subtilis RB 14 (TSUGE,

AKIYAMA & SHODA, 2001), temos que os picos maiores do sistema de moléculas pré-
purificado de Jag248 foram detectados no mesmo intervalo do exibido pela cepa padrão,
entre 12 e 16 minutos (Figura 25 C, página 84). Importante destacar ainda que para RB 14,
plipastatina e surfactina eluem em momentos distintos da iturina, não ocorrendo
sobreposição de picos quando dos produtos purificados. A literatura descreve que para
outras cepas de B. subtilis, como NB22 (PHAE & SHODA, 1991) e AP-3 (ARAÚJO,
HENNING & HUNGRIA, 2005) o perfil de biomoléculas antifüngicas pode apresentar até
seis picos, cuja eluição ocorre entre 15 e 30 minutos. Para Jag248 foram detectados 11
picos, que eluiram entre 4 e 18 minutos (Figura 25 B, página 84). Estes resultados refletem
que dentro de uma mesma família de lipopeptídeos pode ocorrer uma variedade de
isofonnas que, reuiúdas, caracterizam um sistema de biomoléculas com propriedades
particulares. Podem ser biossurfactantes como as isoformas apresentadas no perfil da
surfactina ou antifungicos, como o da iturina. Mesmo que o cromatograma de Jag248 não
tenha sido conclusivo, o sistema de biomoléculas fonnado por essa bactéria revela-se, no

mínimo, interessante, visto que apresenta simultaneamente propriedades antifungicas e
tensoativas. As comparações realizadas com o perfil cromatográfico de RB 14,
especificamente, reforçam a suspeita de que iturina seja um dos lipopeptídeos principais no
sistema apresentado por Bacillus sp. Jag248. Enti-etanto, a dupla atividade no mesmo
sistema pode sugerir ainda tratar-se de uma nova família de biomoléculas.

Outra importante evidência verificada na análise em HPLC foi a degradação de
parte da molécula pelo calor, conforme visualizamos na Figura 25 B (página 84,
cromatograma em preto). Entretanto, a quantidade que permaneceu na amostra analisada
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ainda foi bastante eficiente no que se refere à atividade tensoativa, fato confirmado nos
ensaios posteriores de espalhamento de óleo (Figura 26 B, página 85). Certamente, esta
eficiência decorre dos baixos valores de CMC sugeridos para o sistema de biossurfactantes
de Jag248.

Como Bacillus sp. Jag248 foi positivo para o gene da iturina (Figura 9, página 70)
e foi capaz de inibir o crescimento dos fungos testados (Figura 10, página 70), realizamos
um ensaio paralelo com o sobrenadante não tratado e após a pré-purificação, a fim de
avaliar se as atividades de espalhamento de óleo e antiíüngica ocorriam nas mesmas
condições. Os resultados mostraram que o sobrenadante bmto de Bacillus sp. Jag248 não
inibiu o crescimento dos fungos testados, mas a fração pré-purifícada com acetato de etila
sim (Figura 27, página 86). Essa diferença de resultados pode ser explicada possivelmente
devido à baixa concentração do produto no sobrenadante não tratado. A detecção de
atividade positiva do sistema dessas biomoléculas depois da caracterização parcial
coiifinnou essa hipótese (Figura 27, página 86). Ainda em relação ao resultado do
experimento de pré-purificação, tivemos que as células lisadas não inibiram o crescimento
de Aspergillus niger (Figura 27 A, página 86). Esta informação fortaleceu a suspeita de que
o produto pesquisado era liberado no meio de cultura, quando do crescimento de Jag248
em meio líquido.

Apesar dos resultados interessantes obtidos neste trabalho no que se refere à
produção de tensoativos e antifüngicos por Bacillus sp. Jag248, é importante destacar que a
condição ótima para síntese dessas biomoléculas por essa bactéria não foi ainda
determinada. É possível que, modificando algumas características do meio, como a
concentração de alguns nutrientes, em especial Fe e N, e das condições de cultivo, como
temperatura e aeração, obtenhamos melhores resultados. Vale lembrar que esta cultura
produziu muita espuma ao longo da fennentação e que esta atua como interferente,
comprometendo a produção de biossurfactantes a mveis máximos. Em sistema fechado,
parte do surfactante tende a ficar aprisionado na espuma aderida às paredes do reatar
(DAVIS, LYNCH & VARLEY, 2001).

A análise geral dos resultados obtidos, nos permite inferir que a substância
tensoativa produzida pela cepa Bacillus sp. Jag248 seja realmente um lipopeptídeo do tipo
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iturina. Vários são os motivos que fortalecem essa ideia. Inicialmente, o micro-organismo

em questão não apresentou o gene para surfactina, apenas para iturina. Em segundo, a

produção do biossurfàctante foi máxima na fase final do crescimento (Figura 18 A, página

78). Em geral, dentre diversas espécies de Bacillus, os lipopeptídeos são produzidos em

diferentes fases do crescimento celular. Na transição da fase exponencial para a fase

estacionária ocorre a síntese principalmente de surfactinas, no início da fase estacionária,

de fengicina e ao fim da curva de crescimento, ocorre o acúmulo de iturina (ONGENA &

JACQUES, 2008). Em terceiro, observamos uma incompatibilidade entre o perfil

cromatográfico da molécula estudada e da surfactina (Figura 25 A, página 84). E ainda, o

fato de Bacillus sp. Jag248 ter apresentado uma excelente atividade contra fungos com

diferentes constituição de parede celular. Este resultado, especificamente, eliminou a

possibilidade dessa inibição ser provocada por ação enzimática, reforçando a ação de um

provável sistema de biomoléculas do tipo iturina. A atividade antifüngica foi visualizada

após o cultivo pareado dessa bactéria com cinco linhagens de fungos e também foi

detectada na forma pré-purificada do sobrenadante da cultura com acetato de etila (Figura

27, página 86), fi-ação que tanibém demostrou máxima atividade de espalhamento do óleo

(Figura 26, página 85).

Os resultados neste trabalho trazem contribuições importantes para a pesquisa de

biossurfáctantes no Brasil. A seleção de 15 linhagens microbianas produtoras de

biossurfactantes, bioemulsificantes e compostos antifúngicos oriundas de solos de

manguezal demostra o valor desse ecossistema para garimpagem de organismos e/ou genes

de valor biotecnológico.
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7. CONCLUSÕES

Ao finalizarmos este trabalho, pudemos responder aos objetivos propostos
concluindo que:

Os solos de manguezaís representam ricas fontes de mícro-organismos produtores
de tensoativos, os quais podem pertencer a classes conhecidas ou novas classes dessas
biomoléculas. A estratégia de aquecimento prévio do solo foi bastante efetiva para
selecionar espécies de bactérias produtoras de esporos e de tensoativos. Os micro-
organismos selecionados foram identificados através da sequência do gene da subunidade
16S do RNA ribossomal e apresentaram similaridade exclusiva com linhagens de Bacillus
depositadas nas bases de dados.

As técnicas de espalhamento de óleo e de índice de emulsificação foram eficazes
para selecionar, respectivamente, linhagens produtoras de biossurfactantes e
emulsificantes, dentre 100 isolados bacterianos avaliados neste estudo. Quinze se
destacaram como promissores para a síntese desses compostos.

A pesquisa de genes envolvidos com a síntese de surfàctina e iturina permitiu a

identificação de isolados produtores dessas biomoléculas. Interessantemente, além de
atividades tensoativas, alguns lipopeptídeos também demonstraram atividade antifüngica, o
que sugere o envolvimento biomoléculas em interações ecológicas em seus habitats
naturais.

Um dos isolados identificado como Bacillus sp. Jag248 se mostrou promissor para
ser explorado com vistas à produção em larga escala de substâncias antifüngica,
biossurfactante e desemulsificante. A síntese de emulsifícantes e tensoativos por esta cepa
ocorreu de forma independente, em diferentes momentos de crescimento da cultura, o que
facilita futuramente a produção em larga escala e minimiza os custos finais de recuperação
desses produtos.

O sistema de biomoléculas produzido por Bacillus sp. Jag248 foi resistente ao
aquecimento a 121 °C por l hora e apresentou excelente atividade em pH 7,0, independente
de ter sido submetido a variações de pH bruscas. Além disso, os produtos dessa cepa foram
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melhores para remoção de petróleo de água do mar que os surfactantes químicos e
puderam alterar a viscosidade do petróleo. Essas propriedades reunidas fazem desta cepa
uma forte candidata para testes em MEOR.

A fração pré-purificada em acetato de etila do sobrenadante de Jag248 apresentou
simultaneamente as atividades de espalhamento de óleo e de imbição de fungos, sugerindo
tratar-se de um novo sistema de tensoativos, sendo que essas propriedades para um mesmo
sistema de tensoativos não se encontram relatadas na literatura.

Embora o rendimento não tenha sido determinado nesse estudo, todas as

atividades observadas no sistema de biomoléculas produzidas por Jag248 foram detectadas
em preparações brutas ou parcialmente purificadas. Isso serve para ressaltar o potencial
dessa linhagem, visto que seus produtos podem ser usados sem posterior tratamento, o que
significa economia do processo.
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS

• Identificar o sistema de biomoléculas via HPLC/MS (do inglês: "High-Performance
Liquid Chromatography - Mass Spectrometry" ou cromatografía líquida de alto
desempenho acoplada à espectrometria de massa).

• Estabelecer, por metodologia de superfície de resposta, as melhores condições de
crescimento e produção de biossurfactantes por Bacillus sp. Jag248.

• Pesquisar substratos alternativos, de baixo custo, que possam ser utilizados na síntese de
biossurfactantes pela linhagem Jag248.

• Avaliar o efeito da adição do biossurfàctante estudado na velocidade de biodegradação
de hidrocarbonetos em solo e água marinha, e na estrutura das comunidades
microbianas nativas.

• Estudar a aplicação do biossurfactante na mobilização do petróleo em rochas e seus
efeitos na viscosidade do óleo.

• Verificar a possível produção dos biossurfactantes por células de Bacillus sp. Jag248
quando imobilizadas em quitosana.

• Aprofundar os estudos sobre a relação surfactante e atividade antifüngica.
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10. ANEXOS

ANEXO A - Resultados dos ensaios de atividade emulsificante (E24) com as 100 linhagens isoladas do solo
do manguezal do Rio Jaguaribe. Em destaque, as bactérias que apresentaram os melhores
valores.

Linhagem

14
15
15B
16
18
19
112
114
115
117
118
122
123
124
125
126
127
129
130
134
137
142
145
154
171
173
174
182
183
184

E241
(%)

29,4
23,6
16,8
o

13,7
22,5
32,3
15,2
23
12,5
20,1
28,2
24,3
18,3
26,8
23,5
28,5
16
o

25,6
21,5
17,9
o

21,6
10
o
o

32,8
o

17,8

28,8
23,6
16,2
o

13,6
22,3
30,2
15,4
23,5
12,3
20
28,2
24
18

26,5
22
29
17
o
26
20,8
18
o

20,2
9,7
o
o
33
o

16,5

E24
média l

29,1
23,6
16,5
0,0
13,7
22,4
31,3
15,3
23,3
12,4
20,1
28,2
24,2
18,2
26,7
22,8
28,8
16,5
0,0
25,8
21,2
18,0
0,0
20,9
9,9
0,0
0,0
48,0
0,0
17,2

E24
Desvio

padrão l

0,4
0,0
0,4
0,0
0,1
0,1
1,5
0,1
0,4
OJ
0,1
0,0
0,2
0,2
0,2
u
0,4
0,7
0,0
0,3
0,5
0,1
0,0
1,0
0,2
0,0
0,0
0,1
0,0
0,9

E242
(%)

28,6
23,5
10,4
o

16,7
20,9
35
15,8
23,5
11,5
20,1
28

24,5
20,2
27
24
31
17,8
o
26

21,8
19
o
22
11,2
o
o

31,5
o
17

28,9
23,9
10,2
o

17,1
20,3
33,7
16

23,5
12

19,8
27,8
25
19,5
27
25
30
18,3
o

27,2
21
17,8
o

21,8
10,4
o
o
30
o

17,8

E24
média 2

28,8
23,7
10,3
0,0
16,9
20,6
34,4
15,9
23,5
11,8
20,0
27,9
24,8
19,9
27,0
24,5
30,5
18,1
0,0
26,6
21,4
18,4
0,0
21,9
10,8
0,0
0,0
30,8
0,0
17,4

E24
Desvio

padrão 2

0,2
0,3
0,1
0,0
0,3
0,4
0,9
0,1
0,0
0,4
0,2
04
0,4
0,5
0,0
0,7
0,7
0,4
0,0
0,8
0,6
0,8
0,0
0,1
0,6
0,0
0,0
1,1
0,0
0,6

E24
média
final

28,9
23,7
13,4
0,0
15,3
21,5
32,8
15,6
23,4
12,1
20,0
28,1
24,5
19,0
26,8
23,6
29,6
17,3
0,0
26,2
21,3
18,2
0,0
21,4
10,3
0,0
0,0
39,4
0,0
17,3

E24
Desvio

padrão
final

0,3
0,2
3,6
0,0
1,9
1,1
2,1
0,4
0,3
0,4
0,1
0,2
0,4
1,0
0,2
1,3
1,1
1,0
0,0
0,7
0,5
0,6
0,0
0,8
0,7
0,0
0,0
1,4
0,0
0,6

185 57 57 57 0,0 57 57 57,0 0,0 57 0,0

191 45,2 39,5 42,4 4,0 46 41 43,5 3,5 42,9 3,2

195 15,5 14,8 15,2 0,5 15,3 15,8 15,6 0,4 15,4 0,4

198

1732

48 48

o o

48,0

0,0

0,0

0,0

48 48

o o

48,0

0,0

0,0

0,0

48,0

0,0
0,0
0,0
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21
27
29
212

15,3

21,7
29,2

15,8
21,9
28,5

15,6
21,8
28,9

0,4
0,1
0,5

16,3
21,5
28,6

15,8
21
28

16,1
21,3
28,3

45,4 42 43,7 2,4 43,7 44,7 44,2

0,4
0,4
0,4
0,7

15,8
21,5
28,6
44,0

0,4
0,4
0,5
1,5

212(2)
214
220
222
227
230
234
236
237
238
239
240
241

o

11,9
37,5
18,5
5

36,9
o

28,7
1,5
37,8
26
28,2
32,6

o
12,5
37,5
18
4,8
36,7
o

28,5
o

38,2
26,2
28,3
33

0,0
12,2
37,5
18,3
4,9
36,8
0,0
28,6
0,8
38,0
26,1
28,3
32,8

0,0
0,4
0,0
0,4
0,1
0,1
0,0
0,1
1,1
0,3
0,1
0,1
0,3

o

12
36,8
17,6
4,5
36,5
o

29,3
1,8
40,5
26
28,2
32,8

o
12,9
37,2
18

5,2
36,5
o

30,2
1,6
39

26,7
28

32,9

0,0
12,5
37,0
17,8
4,9
36,5
0,0
29,8
u
39,8
26,4
28,1
32,9

0,0
0,6
0,3
0,3
0,5
0,0
0,0

0,6
0,1
1,1
0,5
0,1
0,1

0,0
12,3

37,3
18,0

4,9
36,7
0,0
29,2
1,2
38,9
26,2
28,2
32,8

0,0
0,5
Q,3
0,4
0,3
0,2
0,0
0,8
0,8
1,2
0,3
0,1
0,2

242 44,1 42,3 43,2 1,3 42,3 40,5 41,4 1,3 42,3 1,5
245 55,6 54 54,8 1,1 52,3 52,7 52,5 0,3 53,7 1,5
246
247
248

36,2
26
5

34
28,5
6,5

35,1
27,3
5,8

1,6
1,8
1,1

33,6
30
4,3

34
28
7

33,8
29,0
5,7

0,3
1,4
1,9

34,5
28,1
5,7

1,2
1,7
1,3

249 56 52,3 54,2 2,6 52,8 57,4 55,1 3,3 54,6 J_l
250 36,7 34,5 35,6 1,6 38 37,5 37,8 0,4 36,7 1,5

{ 251 40,5 40,5 40,5 0,0 40,5 40,5 40,5 0,0 40,5 0,0

252
253
254

5,5
24,5
26

5,4
24,1
26,7

5,5
24,3
26,4

0,1
0,3
0,5

5,5
24,5
26

5,6
24,5
28

5,6
24,5
27,0

0,1
0,0
1,4

5,5
24,4
26,7

0,1
0,2
0,9

255 61,6 61,6 61,6 0,0 61,6 61,6 61,6 0,0 61,6 0,0 I
263

263,1
264
272
280
2102
31
32
32P
32E
33
34
35
37

o
13

30,9
23,8
2,5
5,4
o

33,2
o
o

18,4

24,1
32,8
24,8

o
13

31,4
23,5
2,4
5,5
o

32,7
o
o

19,2
23,8
33,5
24,2

0,0
13,0
31,2
23,7
2,5
5,5
0,0
33,0
0,0
0,0
18,8
24,0
33,2
24,5

0,0
0,0
0,4
0,2
0,1
0,1
0,0
0,4
0,0
0,0
0,6
0,2
0,5
0,4

o
13
31

23,5
2,5
5,5
o

31,4
o
o

17,5
23,4
33,2
33,2

o
13

31,2
24

2,5
5,5
o

33,2
o
o

17,7
23,8
33
33

0,0
13,0

31,1
23,8
2,5
5,5
0,0
32,3
0,0
0,0
17,6
23,6
33,1
33,1

0,0
0,0

0,1
0,4
0,0
0,0
0,0
1,3
0,0
0,0
0,1
0,3
0,1
0,1

0,0
13,0
31,1
23,7

2,5
5,5
0,0
32,6

0,0
0,0
18,2
23,8
33,1
28,8

0,0

0,0
0,2
0,2
0,0
0,0
0,0
0,9
0,0
0,0
0,8
0,3
0,3
5,0
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38
39

310

27,2
19,2
41

28,5
19,7

27,9
19,5

0,9
0,4

29,7
20,1

28,9
19,8

29,3
20,0

41,7 41,4 0,5 42,1 40,5 41,3

0,6
0,2
1,1

28,6
19,7

41,3

1,0
0,4
0,7

311
319
321
322
324
325
327
330
331
332
341
346

346,1
346,2
358
360
3100
3103
3104

33,5
o

24,7
23
16,5
30,5
o
o
o
21
29
o
5
8

28,5
o

21,6
6,6
9,5

33
o

24,8
25
17

32,4
o
o
o

25,8
28,5
o

5,2
8

26,9
o
21

6,7
9

33,3
0,0
24,8
24,0
16,8
31,5
0,0
0,0
0,0
23,4
28,8
0,0
5,1
8,0
27,7
0,0
21,3
6,7
9,3

0,4
0,0
0,1
1,4
0,4
1,3
0,0
0,0
0,0
3,4
0,4
0,0
0,1
0,0
1,1
0,0
0,4
0,1
0,4

31,8
o

24,3
22,5
15,8
33,5
o
o
o

22,5
28,7
o

5,1
8,1
29,5
o

21,3
6,5
9,1

32,7
o

24,5
23
16

32,8
o
o
o

23,5
29
o

5,1
8

27,9
o
21

6,5
9,3

32,3
0,0
24,4
22,8
15,9
33,2
0,0
0,0
0,0
23,0
28,9
0,0
5,1
8,1
28,7
0,0
21,2

6,5
6,5

0,6
0,0
0,1
0,4
0,1
0,5
0,0
0,0
0,0
0,7
0,2
0,0
0,0
0,1
1,1
0,0
0,2
0,0
0,1

32,8
0,0
24,6
23,4
16,3
32,3
0,0
0,0
0,0
23,2
28,8
0,0
5,1
8,0
28,2
0,0
21,2
6,6
7,9

0,7
0,0
0,2
1,1
0,5
1,3
0,0
0,0
0,0
2,0
0,2
0,0
0,1
0,0
u
0,0
0,3
0,1
0,2

ï.
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ANEXO B - Resultados dos ensaios de tensão superficial (TS) com as 100 linhagens isoladas do solo do
manguezal do Rio Jaguaribe. Em destaque, as bactérias que apresentaram os melhores valores.

Linhagem TS l

^

14
15
15B
16
18
19
112
114
115
117
118
122
123
124
125
126
127
129
130
134
137
142
145
154
171
173
174
182
183
184
185
191
195
198

55,3
56,5
43,0
43,0

51,0
51,5
50,0
58,0
55,0
57,0
43,0
51,5
57,0
58,9
55,0
46,9
56,5
55,6
49,0
55,0
56,4
58,3
57,2
58,0
59,0
52,0
48,0
53,8
57,0
58,7
46,0
51,7
49,0
49,0

55,0
56,5
43,0
43,0
51,0

51,3
50,5
57,5
54,0
57,3
44,0
50,8
56,8
58,7
54,6
47,0
56,3
55,9
49,0
54,4
56,0
57,9
58,0
57,4
59,2
53,0
46,9
52,6

57,4
58,3
46,0
52,0
49,0
49,5

TS
média l

55,2
56,5
43,0
43,0

51,0
51,4
50,3
57,8
54,5
57,2
43,5
51,2
56,9
58,8
54,8
47,0
56,4
55,8
49,0
54,7
56,2
57,6
57,7
59,1
59,1
52,5
47,5
53,2
57,2
58,5
46,0
51,9
49,0
49,3

TS
Desvio
padrão
l

0,2
0,0
0,0
0,0
0,0
0,1
0,4
0,4
0,7
0,2
0,7
0,5
0,1
0,1
0,3
0,1
0,1
0,2
0,0
0,4
0,3
0,6
0,4
0,1
0,1
0,7
0,8
0,8
0,3
0,3
0,0
0,2
0,0
0,4

TS2

55,2
54,0
40,0
43,0
51,5
54,0
49,7
57,0
54,5
58,0
47,0
51,8
57,7
58,9
55,8
47,2
57,0
56,8
47,0
51,9
57,3
58,4
58,0
56,3
59,0
59,0
49,1
54,7
58,0
58,6
46,0
50,2
49,0
50,0

55,0
53,0
41,0
43,0
51,0

54,2
50,4
57,5
55,0
59,0
47,0
52,3
57,3
58,8
54,7
48,0
56,8
57,6
47,7
51,5
56,9
58,2
58,3
56,5
58,9
58,5
48,6
55,4
57,7
58,9
46,0
51,5
49,0
49,7

TS
média 2

55,1
53,5
40,5
43,0
51,3

54,1
50,1
57,3
54,8
58,5
47,0
52,1
57,5
58,9
55,3
47,6
56,9
57,2
47,4
51,7
57,1
58,2
56,4
59,0
59,0
58,8
48,9
55,1
57,9
58,8
46,0
50,9
49,0
49,9

TS
Desvio
padrão

2
0,1
0,7
0,7
0,0
0,4
0,1
0,5
0,4
0,4
0,7
0,0
0,4
0,3
0,1
0,8
0,6
0,1
0,6
0,5
0,3
0,3
0,2
0,1
0,1
0,1
0,4
0,4
0,5
0,2
0,2
0,0

0,9
0,0
0,2

TS TS
média Desvio
final final

55,1
55,0
41,8
43,0
51,1
52,8
50,2
57,5
54,6
57,8
45,3
51,6
57,2
58,8

55,0
47,3
56,7
56,5
48,2
53,2
56,7
57,9

57,1
59,0
59,0
55,6
48,2
54,1
57,5
58,6
46,0
51,4
49,0
49,6

0,1
1,8
1,5
0,0
0,3
1,6
0,4
0,4
0,5
0,9
2,1
0,6
0,4
0,1
0,5
0,5
0,3
0,9
1,0
1,8
0,6
0,2
0,5
0,8
0,1
3,6
0,9
1,2
0,4
0,3
0,0
0,8
0,0
0,4

1732
21
27
29

30,0 30,0 30,0

53,6
55,7
54,0

54,0
56,8
54,5

53,8
56,3
54,3

0,0
0,3
0,8
0,4

30,0 30,0 30,0

55,2
57,2
55,3

54,8
56,3
54,9

55,0
56,8
55,1

0,0

0,3
0,6
0,3

30,0

54,4
56,5
54,7

0,0
0,7
0,6
0,6
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ï

I

212

212(2)
214
220
222
227
230
234
236
237
238
239
240
241
242

245

246
247

248

249

250

251

252

253
254

255

263

264
272

280
2102
31
32
32P
32E
33
34
35
37
38
39
310

51,6
54,0
58,0
53,0
56,7
42,0
55,0
50,0
49,9
44,0
52,8
50,0
57,0
52,7
52,5

52,0
53,8
57,5
52,1
56,0
42,0
54,0
50,2
47,8
44,0
53,9
50,0
56,2
53,8
53,9

51,8
53,9
57,8
52,6
56,4
42,0

54,5
50,1
48,9
44,0
53,4
50,0
56,6
53,3
53,2

0,3
0,1
0,4
0,6
0,5
0,0
0,7
0,1
1,5
0,0
0,8
0,0
0,6
0,8
1,0

52,7
49,0
56,0
55,0
56,5
42,0
53,0
51,0
51,3
44,0
57,9
51,0
50,0
51,0
54,7

52,5
48,2
55,7
54,5
57,4
42,0
54,5
50,8
53,7
44,0

55,4
50,0
49,2
52,9
53,6

52,6
48,6
55,9
54,8
57,0
42,0
53,8
50,9
52,5
44,0
56,7
50,5
49,6
52,0
54,2

0,1
0,6
0,2
0,4
0,6
0,0
1,1
0,1
1,7
0,0
1,8
0,7
0,6
1,3
0,8

33,0 32,3 32,7 0,5 33,7 34,0 33,9 0,2
48,0
51,2

48,7
50,6

48,4
50,9

0,5
0,4

47,5
52,5

48,3
52,3

47,9
52,4

0,6
OJ

30,7 31,3 31,0 0,4 29,8 30,5 30,2 0,5

27,7 28,8 28,3 0,8 30,6 30,3 30,5 0,2

54,0 53,8 53,9 0,1 55,8 54,7 55,3 0,8
37,5 36,6 37,1 0,6 39,4 38,9 39,2 0,4

34,9 34,0 34,5 0,6 41,0 40,2 40,6 0,6

51,0
57,5

49,8
58,0

50,4
57,8

0,8

0,4
48,0
56,9

49,0

57,3
48,5
57,1

0,7
0,3

28,8 29,5 29,2 0,5 30,0 30,1 30,1 0,1

41,4 40,3 40,9 0,8 31,6 32,8 32,2 0,8

263,1 40,0 40,3 40,2

53,8
57,8
46,0
47,0
39,0

57,5
46,0
56,0
51,8
57,2
55,0
45,0
55,6
58,0
48,8

53,5
58,1
45,5
47,0
38,0
57,0
45,0
56,0
51,5
58,1

54,5
45,0
56,0
57,9
49,3

53,7
58,0
45,8
47,0
38,5
57,3
45,5
56,0
51,7
57,7
54,8
45,0
55,8
58,0
49,1

0,2
0,2
0,2
0,4
0,0
0,7
0,4
0,7
0,0
0,2
0,6
0,4
0,0
0,3
O J
0,4

38,0 39,0 38,5

52,0
58,0
41,0
47,0
46,0
55,8
52,0
53,0
51,3
56,7
54,0
45,0
55,7
57,8
50,0

51,8
57,6
40,0
47,0
47,2
56,0
52,0
54,0
51,5
56,3
55,0
45,0
54,8
58,0
49,4

51,9
57,8
40,5
47,0
46,6

55,9
52,0

53,5
51,4
56,5
54,5
45,0
55,3
57,9
49,7

0^
0,1
0,3
0,7
0,0
0,8
0,1
0,0

0,7
0,1
0,3
0,7
0,0
0,6
0,1
0,4

52,2
51,3
56,8
53,7
56,7
42,0
54,1
50,5
50,7
44,0
55,0
50,3
53,1
52,6
53,7
33,3

48,1
51,7
30,6

29,4

54,6

38,1

37,5
49,5
57,4
29,6

36,5
39,3

52,8
57,9
43,1
47,0
42,6
56,6
48,8
54,8
51,5
57,1
54,6
45,0
55,5
57,9
49,4

0,5
3,1
1,1
1,3
0,6
0,0
0,9
0,5
2,5
0,0
2,2
0,5
4,1
1,2
0,9
0,8

0,5
0,9
0,6
1,4

0,9
1,3

3,6
1,3
0,5
0,6

5,0
1,0
1,0
0,2
3,1
0,0
4J
0,8
3,8
1,5
0,2
0,8
0,5
0,0
0,5
0,1
0,5
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311
319
321
322
324
325
327
330
331
332
341
346

346,1
346,2
358
360
3100
3103
3104

47,0
45,0
58,0
55,9
58,0
54,1
56,0
52,0
44,0
57,0
59,0
48,0
45,0
45,0
55,8
50,0
44,0
56,0
59,0

47,5
45,0
57,3

55,3
58,0
53,8
56,0
51,8
45,0
57,3
58,0
48,0
44,0
44,6

55,4
50,0
44,0
56,0
59,0

47,3
45,0
57,7
55,6
58,0
54,0
56,0
51,9
44,5
57,2
58,5
48,0
44,5
44,8
55,6
50,0
44,0
56,0
59,0

0,4
0,0
0,5
0,4
0,0
0,2
0,0
0,1
0,7
0,2
0,7
0,0
0,7
0,3
0,3
0,0
0,0
0,0
0,0

47,5
44,0
56,7
56,0
57,8
52,6
53,0
47,0
50,0
59,0
56,4
53,0
48,0
50,0
56,0
53,0
44,0
52,0
58,0

47,3
44,3

57,1
56,5
58,1
53,1
52,5
47,5
49,4
58,7
57,2
52,8
47,3
49,7
57,0

52,5
44,0
51,8
57,6

47,4
44,2
56,9
56,3
58,0
52,9
52,8
47,3
49,7
58,9
56,8
52,9
47,7
49,9
56,5
52,8
44,0
51,9
57,8

0,1
0,2
0,3
0,4
0,2
0,4
0,4
0,4
0,4
0,2
0,6
0,1
0,5
0,2
0,7
0,4
0,0
0,1
0,3

47,3
44,6
57,3
55,9
58,0

53,4
54,4
49,6
47,1
58,0
57,7
50,5
46,1

47,3
56,1
51,4
44,0
54,0
58,4

0,2
0,5
0,5
0,5
0,1
0,7
1,9
2,7
3,0
1,0
1,1
2,8
1,9
2,9
0,7
1,6
0,0
2,4
OJ

K
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ANEXO C - Sequências consenso obtidas do gene que codifica para o rRNA 16S das seis linhagens
selecionadas.

«>.

K

>Jagl85
GCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTAT
GAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGAT
AACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACTGCATGGTTCGAAATT
GAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTG
AGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCAC
ACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCG
CAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCG
TAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGG
TACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGT
GGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCT
GATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGT
GCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGG
AACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGT
GGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAA
GTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGG
GGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTC
TGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGT
TGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTG
ATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGA
GGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGC
TACAATGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCGAGGTGGAAGCTAATCTCATAAAA
CCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGT
AATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT
CACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGGGGTAACCT

>Jag245
TCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAACTGATTAGAA
GCTTGCTTCTATGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGT
AAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGAAGCTAATACCGGATAGGATCTTCTCCTTCAT
GGGAGATGATTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTA
GCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGG
TGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAG
GGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGG
CTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACAAGAGTAACTGCTTGT
ACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA
ATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTT
TCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGG
AACTTGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAG
ATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCG
CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGAT
GAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCAC
TCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGC
ACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTT
GACATCCTCTGACAACTCTAGAGATAGAGCGTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGG
TGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAG
CGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTG
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ACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCT
ACACACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCTGCAAGACCGCGAGG

>Jag248
AGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAA
CACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACC
GGATGGTTGTCTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTAC
AGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGA
TGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGAC
TCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCA
ACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACA
AGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAA
CTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGG
CGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGG
GGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACG
TGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCT
GGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGT
GCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTC
AAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAA
CGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCC
CTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGT
TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGG
CACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCA
TCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGC
GAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGC
AACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAA
TACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGA
AGTCGGTGAGGTAACCTTTATGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAGATG

>Jag249
TCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAG
CTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAÂ
GACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGG
TTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGC
TAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTG
ATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG
AATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTT
TCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTAC
CTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCT
TAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAA
CTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGAT
GTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGC
GAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATG
AGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACT
CCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCA
CAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTG
ACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGG
TGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC
AACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGAC
AAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTAC
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\
»-;

ACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCC
CACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAAT
CGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACAC
CGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTAGGA
GCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAGAT

>Jag255
AGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCT
TGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGA
CTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTT
CAGACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTA
GTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGAT
CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAA
TCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTC
GGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCT
TGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
GTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTT
AAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAAC
TTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATG
TGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCG
AAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGA
GTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTC
CGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCAC
AAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGA
CATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGT
GCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA
ACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACA
AACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACA
CACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCC
ACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATC
GCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACC
GCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTATGGAG
CCAGCCGCCGAAGGTGGGACAGATG

•^

f-.

>Jagl732
GCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGAAGGGAGCTTGCTCCCGG
ATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATÂ
ACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATG
AAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGG
GGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACA
CTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGC
AATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGT
AAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCGAGAGTAACTGCTCGCACCTTGACGGTA
CCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGG
CAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGA
TGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGC
AGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAÂ
CACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTG
GGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAG
TGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGG
GAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTG
GAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCT
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GACAACCCTAGAGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTT
GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGA
TCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAG
GAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCT
ACAATGGACAGAACAAAGGGCTGCAAGACCGCAAGGTTTAGCCAATCCCATAAATCT
GTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAA
TCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA
CACCACGAGAGTTTGCAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTATGGAGCCAGCCGC
CGAAGGTGGGGCAGATGATTG

^
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