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RESUMO

Biossurfactantes sao moléculas de carater anfipatico, que apresentam caracteristicas
tensoativas importantes para os organismos produtores. Esses compostos apresentam um
vasto campo de aplicacdo industrial, havendo uma continua busca por novas moléculas.
Ambientes de alta diversidade e ainda pouco estudados, como 0S manguezais, representam
fontes promissoras de micro-organismos produtores desses metabdlitos. Nesse trabalho,
amostras de sedimentos de dois manguezais do Ceard, Timonha e Icapui, foram utilizadas
para o isolamento de bactérias produtoras de biossurfactantes, com o intuito de verificar a
frequéncia desses compostos em sedimentos de manguezais e uma possivel correlacdo com o
grau de impactacdo do ambiente. Amostras de sedimentos foram aquecidas a 60 °C por 1 h,
para promover a selecdo de bactérias produtoras de esporos, conhecidas por produzirem
biossurfactantes. Ao final do processo de isolamento foram selecionados 200 isolados que
foram cultivados em Caldo Surfactina a 30 °C por 48 h. As culturas foram entéo
centrifugadas, para separar o sobrenadante das células, que foram lavadas e eluidas em agua
destilada. O estudo da producéo de biossurfactantes envolveu ensaios de emulsificacdo (E24),
determinacd@o da reducdo da tensdo superficial, pesquisa dos genes para surfactina e iturina,
capacidade de dispersdo de Gleo e determinacdo da concentragédo de biossurfactantes. Dos 100
isolados provenientes do manguezal de Timonha, 28 produziram indices de emulsificacdo
acima de 50%, contra 18 dos 100 isolados do manguezal de Icapui. O gene para surfactina
(sfp) foi detectado em 7 isolados de Timonha e em 11 de Icapui, enquanto 0s genes para
iturina (ituD e Ipal4) foram detectados em 5 isolados de Timonha e em 5 de Icapui. Também
foram encontrados isolados capazes de promover emulsificacdo e de reduzir a tensao
superficial, que ndo carregavam 0s genes para surfactina e iturina, sugerindo a producéo de
outros tensoativos. Treze isolados se destacaram pela excelente capacidade de dispersar 0leo
derramado em agua. Ndo se obsevou nenhuma correlacdo entre o grau de impactacdo dos
manguezais estudados com a producdo de biossurfactantes. Os resultados obtidos nesse
trabalho revelam o grande potencial existente na microbiota dos manguezais para a producao
de surfactantes lipopeptideos e sugerem um papel intrinseco desses compostos nas populacoes

produtoras.

Palavras-chave: Biossurfactantes, manguezal, sedimento, emulsificacdo, dispersao de 6leo.



ABSTRACT

Biosurfactants are surface-active molecules with amphipathic character and natural
origin, with an important physiological role for the producing organisms. These compounds
have a wide range of industrial applications and there is a continuous search for new
molecules. High diversity environments and still poorly understood, such as mangroves,
represent promising sources of those metabolites producers. In this study, sediment samples
from Timonha and Icapui mangroves were used for the isolation of biosurfactant producing
bacteria. The samples were heated at 60 °C/1 h to promote selection of spore-producing
bacteria, which comprises the genus Bacillus, known to produce biosurfactants. Then, 200
microorganisms were selected and studied for biosurfactant production by cultivation in
Surfactin Broth at 30 °C for 48 h. The cultures were centrifuged to separate the supernatant of
cells, which were washed and eluted with distilled water. The screening for biosurfactant
producing bacteria was performed using the emulsification test (E24) with the cells and
supernatants, medium’s surface tension reduction, search for genes related to the production
of surfactin and iturin, dispersant activities and productivity. From the hundred isolated from
mangrove Timonha, 28 had emulsification index above 50% with the supernatants, and only 6
had good rates with cells. In Icapui mangrove, 18 isolates had good rates with the
supernatants, and only 4 with cells. No difference can be attributed to the different impact
degrees of mangroves. The genes studied were found as follows: sfp - present in seven
isolates from Timonha, and eleven from Icapui; ituD and Ipal4— detected in five isolates from
Timonha and five from Icapui. Bacteria with good results in E24 and surface tension
reduction, but negative for the genes tested may consist of sources of new biomolecules.
Thirteen isolates showed excellent oil dispersant activity, with formation of halos with the
maximum size allowed by the petri dish. The present results show the great potential existing
in mangroves microbiota for the production of surfactants lipopeptide and suggest an intrinsic

role of these compounds in producing populations.

Keywords: Biosurfactants, mangrove, sediment, emulsification, oil dispersion.
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1 Introducédo

Os manguezais constituem um dos mais importantes ecossistemas costeiros das
regides tropicais e subtropicais e apresentam importante papel ecoldgico global. Séo
ambientes caracterizados por apresentarem alta produtividade, por terem papel de bercario
para a reproducdo de diversos animais e por serem detentores de uma vasta diversidade
microbiana, principal contribuinte para a ciclagem dos nutrientes. Esses ecossistemas séo
caracterizados pela alta complexidade, apresentando espécies vegetais adaptadas as condicfes
peculiares desses ambientes, que incluem sedimentos lamosos e andxicos que estdo
submetidos a variagdes ambientais decorrentes do fluxo das marés (DIAS, 2008;
KATHIRESAN & SANDILYAN, 2012).

Os manguezais também sdo conhecidos pelo elevado grau de resiliéncia, o que é
possivel gracas a diversidade de organismos e de metabolitos produzidos pelos mesmos. Por
se localizarem em areas de transicdo entre os ambientes marinho e o terrestre, esses ambientes
estdo naturalmente expostos a contaminantes provenientes das aguas oceanicas e continentais.

A recuperacdo de sedimentos contaminados com substratos hidrofobicos é acelerada
na presenca de compostos anfipaticos, como os surfactantes (ALONGI, 2008). Surfactantes
consistem em moléculas de carater anfipatico, ou seja, com uma fracdo polar e outra apolar,
que sdo capazes de aumentar a interacdo entre duas fases de diferentes polaridades. As
caracteristicas fisico-quimicas que definem os surfactantes sdo as suas habilidades de
aumentar a solubilidade de compostos hidrofobicos em agua, de formar emulsGes com
hidrocarbonetos e de reduzir as tensbes superficial e interfacial. Quando essas moléculas
apresentam origem microbiana, s8o denominadas biossurfactantes e, por terem origem
natural, apresentam diversas vantagens frente aos surfactantes sintéticos, como menor
toxicidade, maior biodegradabilidade e maior estabilidade em condicdes adversas.

A capacidade de producao desses compostos, também traz uma série de vantagens
para 0 micro-organismo produtor, destacando-se a capacidade de tornar substratos
hidrofobicos mais biodisponiveis. Alguns biossurfactantes também demonstram atividade
antimicrobiana, o que importante nas interacdes ecologicas naturais e parecem envolvidos na
formacdo de biofilmes (CHANDRASEKAR, SORIAL & WEAVER, 2006; PACWA-
PLOCINICZAK et al, 2011).

Os lipopeptideos constituem uma classe de biossurfactantes bastante
diversificada, tanto pelos seus compostos, quanto pelos 0s micro-organismos produtores.

Contudo, o género Bacillus se destaca por ser o responsavel pela producéo de boa parte dos



lipopeptideos conhecidos atualmente. Em geral, biossurfactantes produzidos por Bacillus
apresentam boa reducdo de tensdo superficial, baixa Concentracdo Micelar Critica (CMC) e
baixa atividade emulsificante (RON & ROSENBERG, 2001; RAMKRISHNA, 2010).
Atualmente, ja& sdo conhecidos lipopeptideos com atividades antimicrobianas,
citostaticas, antitumorais, inibidores de enzimas, dispersantes de Oleos, dentre outras.
Entretanto, ndo ha um surfactante que, sozinho, detenha todas as atividades mencionadas.
Dessa maneira, € de grande importancia a continua busca por novos micro-organismos
produtores, que levem a descoberta de novos metab6litos (RAMKRISHNA, 2010).
Considerando a vasta diversidade microbiana, ecossistemas ainda pouco
explorados como 0s manguezais, despontam como uma valiosa fonte de novos micro-
organismos e biomoléculas. Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivo isolar
bactérias nativas de dois manguezais do Ceara e avaliar o potencial dessas linhagens para a

producéo de biossurfactantes.



2 Revisao Bibliografica

2.1 Manguezais

Os manguezais sdo ecossistemas costeiros de alta produtividade, situados em regides
tropicais e semi-tropicais. Apresentam caracteristicas particulares como sedimentos lodosos,
pouco oxigenados, inundados periodicamente pelas marés, o que levou a selecdo de espécies
adaptadas a viverem nessas condigdes (DIAS, 2008; KATHIRESAN & SANDILYAN, 2012).

A distribuicdo dos manguezais ocorre em 123 paises, estando limitada as latitudes
30° Norte e 30° Sul, ocorrendo comumente em regides costeiras Umidas e estuarios (Figura 1).
Estudos apontam que 0os manguezais tém papel fundamental no sequestro de carbono da
atmosfera, chegando a ser responsavel por aproximadamente 22,8 milhGes de toneladas de
carbono a cada ano. Apesar de cobrirem apenas 0,1% da superficie terrestre do planeta, as
florestas de mangue sdo responsaveis por cerca de 11% da entrada total de carbono terrestre
no oceano e 10% do carbono orgénico terrestre dissolvido exportado para o oceano
(SPALDING, KAINUMA & COLLINGS, 2010; GIRI et al, 2011; KATHIRESAN &
SANDILYAN, 2012).
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Figura 1 - Distribuicdo dos manguezais no mundo (GIRI et al, 2011).

O Brasil apresenta uma area de 13.000 km? de manguezal, 0 que o torna o segundo
pais com a maior area desse ecossistema. A distribuicdo de manguezais no pais ocorre de
forma quase continua, iniciando no extremo norte no Oiapoque, no Estado do Amap4, se

estendendo até Santa Catarina. Apenas no Estado do Rio Grande do Sul ndo ocorre a



vegetacdo caracteristica dos manguezais (SPALDING, KAINUMA & COLLINGS, 2010;
GIRI et al, 2011).

Os manguezais apresentam grande importancia geoldgica, pois sua vegetacdo
caracteristica contribui para a manutengdo da linha de costa, protegendo o ecossistema contra
a erosdo provocada pelo hidrodinamismo das marés. Tém também elevado valor ecoldgico,
decorrente do seu papel de bercario para a reproducdo de diversas espécies de animais, além
de, por ser um ambiente com altos teores de matéria organica, abrigar uma vasta diversidade
microbiana que atua na ciclagem desses materiais, participando direta e ativamente no ciclo
geoquimico de diversos elementos. Além desses fatores, o ecossistema manguezal tem
importante papel social, devido a sua riqueza natural, e serve de fonte de alimento para as
comunidades que vivem em seu entorno (SCHAEFFER-NOVELLI, 1990; DIAS, 2008;
KRUITWAGEN et al, 2010).

Dada sua importéncia, 0s manguezais sdo considerados areas de preservagado
permanente em todo o territorio nacional, de acordo com a Lei do Codigo Florestal Brasileiro
e da Resolucdo 303/2002 do Conselho Nacional de Meio Ambiente — CONAMA, de forma
que a sua ocupacdo so € permitida para fins de utilidade publica (BRASIL, 1965; BRASIL,
2002).

Apesar do valor ecoldgico, geoldgico e social, estudos de monitoramento das areas de
manguezais revelaram que entre 0s anos de 1980 e 2005, 35.600 km? de manguezal foram
perdidos no mundo. Apesar do ritmo de degradacdo das areas de manguezais ter diminuido
essas taxas ainda sdo consideradas altas quando comparadas aos indices de perda de outras
florestas de distribuicdo global. A perda do ecossistema decorre principalmente de atividades
como a aquicultura, agricultura e urbanizacdo descontrolada (SPALDING, KAINUMA &
COLLINGS, 2010).

No Estado do Ceara, 0os manguezais ocupam cerca de 23.000 hectares, mas muito
dessa area vem sendo perdida e contaminada, como consequéncia da atividade antropica.
Estudos recentes apontam que dentre os impactos observados nos manguezais do Ceara cerca
de 60,3% sdo decorrentes do desmatamento, 27,6% do aterro, 6,9% da exploracdo mineral e
5,2% da deposicdo de lixo (SILVA & SOUZA, 2006). Em vista da constante perda de area
dos manguezais do Ceara, torna-se necessario a criacdo de novas Unidades de Conservacdo
no restante dos estuarios do Estado, bem como o desenvolvimento de estudos nesses
ambientes, tanto de monitoramento, quando de bioprospeccdo, de forma a compreender
melhor o seu funcionamento e biodiversidade (SILVA & SOUZA, 2006).



2.2 Ecologia dos manguezais

Os manguezais apresentam uma grande diversidade em sua fauna devido & sua
localizacdo, sendo habitados por organismos provenientes de ambientes aquaticos e terrestres.
Em geral, h& ocorréncia de uma grande variedade de espécies, entre moluscos, crustaceos,
peixes, répteis, aves e mamiferos (MEIRELES et al, 2007).

De acordo com Schaeffer-Novelli e Cintrén (1990), a distribuicdo da vegetacao
caracteristica dos manguezais se da em zonas, em decorréncia do hidrodinamismo das marés e
das variagdes da salinidade. Dessa forma, a zona no manguezal que permanece mais tempo
submersa é ocupada principalmente por Rhizophora mangle (mangue vermelho), que
apresenta como adaptacdo as raizes escora que auxiliam a fixacdo da planta. Em seguida
temos a zona colonizada principalmente por Avicennia schaueriana (mangue preto), dotada
de pneumatdéforos que auxiliam a troca de gases com a atmosfera. A terceira zona é dominada
principalmente por Languncularia racemosa (mangue branco), que apresenta glandulas de sal
para excretar o excesso de sal absorvido pela planta. Por ultimo, na regido mais distante do
mar e mais proxima do continente, ocorre a zona de transicdo para a terra firme, na qual pode
ser encontrada a espécie Conocarpus erectus (mangue botdo) (MEIRELES et al, 2007).

Li e colaboradores (2011) encontraram evidéncias de que a distribui¢do das plantas do
mangue tem influéncia direta na estrutura da comunidade microbiana circundante, devido a
ocorréncia de associacdes ecoldgicas entre esses grupos de organismos. Dessa maneira, a
zonacdo das plantas de mangue citadas anteriormente é também uma indicadora da ocorréncia
de diferentes grupos bacterianos em cada zona, o0 que ressalta a importancia da conservacao
do ecossistema como um todo.

Hanson e colaboradores (2012), em um trabalho sobre a biogeografia de micro-
organismos, afirmaram que, apesar de existirem micro-organismos com distribuicdo global,
estudos de diversidade microbiana tém mostrado a ocorréncia de comunidades com
composicBes genotipicas diferentes em ambientes distintos em diversos niveis taxonémicos,
ocorrendo até endemismos de alguns grupos. Dessa maneira, a similaridade da composicéo da
comunidade entre dois locais € inversamente proporcional a distancia existente entre eles.

Fatores ambientais como clima, geomorfologia, sedimentologia da costa, variacdo das
marés, grau de influéncia da agua doce e regime hidrolégico local também tém forte
influéncia na distribuicdo espacial das comunidades dos manguezais. Dessa forma, o

ecossistema apresenta um alto grau de complexidade, integrando diversos fatores bioldgicos,



fisicos e quimicos, que culminam no estabelecimento de um ambiente rico e de alta
produtividade (SAKHO et al, 2011).

O conceito de resiliéncia refere-se a habilidade de recuperacdo de um ambiente ap6s
um distdrbio. Os manguezais tém uma variedade de caracteristicas que contribuem para a sua
alta capacidade de resiliéncia, como um grande reservatério de nutrientes no sedimento, que
pode repor possiveis perdas de nutrientes do mesmo, altas taxas de decomposi¢do microbiana
e de fluxo de nutrientes, que facilitam a renovagdo da biota, redundancia de espécies-chave,
entre outros. Devido a sua localizacdo, as florestas de mangue séo descritas como ambientes
altamente dindmicos, o que também contribui para a alta capacidade de resiliéncia, e esse
dinamismo é decorrente das variacdes didrias dos niveis da agua, da temperatura e de
exposicao de sal, além dos diferentes graus de oxigenacdo (ALONGI, 2008).

Com papel chave nos processos ecoldgicos e no controle do ambiente quimico dos
manguezais, a microbiota € a base desse ecossistema e grande contribuinte para a capacidade
de resiliéncia do mesmo. Ela representa a forma de vida mais diversificada e abundante do
planeta, sendo estimado que em um grama de sedimento existam aproximadamente 10000
genomas (TORSVIK et al, 1998). Sendo assim, 0S micro-organismos estdo diretamente
envolvidos em diversos processos fisico-quimicos como a transformagdo de nutrientes,
fotossintese, fixagcdo de nitrogénio, metanogénese, solubilidade do fosfato, reducédo do sulfato
e producdo de metabolitos, como antibidticos e de enzimas, sendo considerados reservatorios
de produtos de interesse biotecnologico (SANTOS et al, 2011; KATHIRESAN &
SANDILYAN, 2012).

Recentemente, diversas praticas antrépicas como 0 processamento industrial,
derramamentos de 6leos e a combustdo incompleta de combustiveis fésseis tém ocasionado a
acumulacdo de substratos hidrofobicos no ambiente. Devido a localizacdo costeira dos
manguezais, eles encontram-se entre os principais locais afetados por derramamentos de 6leo,
pois estdo naturalmente susceptiveis a contaminantes provenientes das aguas oceanicas.
Contudo, diferentemente das costas rochosas, onde o hidrodinamismo das marés ajuda na
lavagem da contaminacdo, 0s manguezais funcionam como um depoésito de éleo, com as
mareés favorecendo a acumulacdo de 6leo nos sistemas de raizes aéreas e sedimentos (ZHU et
al, 2001).

Dado o grande potencial genético dos micro-organismos, aliado a sua alta
diversidade no ecossistema, quando o manguezal sofre com algum tipo de impacto, seja ele de
origem natural ou antrépica, a microbiota tem papel chave na degradagdo dos contaminantes e

na consequente recuperacdo do ecossistema. Dessa forma, quando adequadamente



compreendida e administrada, a microbiota pode fornecer uma ampla gama de servicos
ambientais, sendo uma peca chave na capacidade de resiliéncia do ecossistema (SANTOS et
al, 2011; KATHIRESAN & SANDILYAN, 2012).

2.3 Biossurfactantes

Quando tratamos de substratos hidrofobicos, um grupo particular de metabdlitos
microbianos tem grande relevancia para a recuperacdo de ambientes contaminados, 0S
chamados biossurfactantes. Eles sdo compostos ativos de superficie (SACs, do inglés Surface
Active Compounds) e apresentam carater anfipatico, ou seja, ttm uma fracdo polar e outra
apolar, sendo capazes de aumentar a interacdo entre moléculas de diferentes graus de
polaridade. As caracteristicas fisico-quimicas que definem os biossurfactantes sdo suas
habilidades de aumentar a solubilidade em agua de compostos hidrofébicos, de formar
emulsdes com hidrocarbonetos e de reduzir as tensdes superficial e interfacial de liquidos
(STEINBUCHEL, 2011; PACWA-PLOCINICZAK et al, 2011).

Saimmai e colaboradores (2012a) relataram a ocorréncia de espécies produtoras de
biossurfactantes em manguezais e ressaltaram a importancia desses micro-organismos na
recuperacdo do ecossistema, apds a contaminacdo com substratos oleosos. Diversos fatores
como a evaporacdo, foto-oxidacdo e volatizacdo atuam de imediato, mas tém papel
principalmente em hidrocarbonetos de baixo pelo molecular. Compostos de alto peso
molecular tendem a se acumular na superficie da &gua e a aderir ao substrato, sendo essa etapa
de degradacdo final realizada, sobretudo, pela atividade microbiana. Dessa maneira, as
bactérias degradadoras de hidrocarbonetos liberam os biossurfactantes, de forma a facilitar a
assimilacdo desses substratos insoluveis. Algumas das atividades desses compostos, que
promovem a dissolucdo ou emulsificacdo dos substratos oleosos, aceleram esse processo,
aumentando a biodisponibilidade dos mesmos.

Outra atividade encontrada em alguns biossurfactantes é a atividade dispersante.
Dispersantes alteram o balanco entre a dispersdo natural e a emulsificacdo, promovendo a
primeira e inibindo a segunda, o que é realizado por sua interacdo com a interface agua/dleo.
Esses compostos promovem a formacdo de pequenas goticulas de 6leo e retardam a re-
coalescéncia dessas goticulas, uma vez que as mesmas contém biossurfactantes (Figura 2)
(BAKER, 2001; CHANDRASEKAR, SORIAL & WEAVER, 2006).
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Figura 2 - Mecanismo de acéo da atividade dispersante, mostrando sua localizagdo na interface agua/6leo (1) e a
formacdo de goticulas de 6leo (2) (BAKER, 2001).

Dentre as principais vantagens para os biossurfactantes que apresentam essa atividade
destacam-se sua utilizacdo para a remocédo de 6leos em superficies, beneficiando organismos
marinhos; o aumento da disponibilidade de contaminantes hidrofébicos, uma vez que
aumentam a relacdo da area de superficie dos mesmos, tornando-os mais expostos a acao
bacteriana; a facil aplicacdo ambiental dessas moléculas, o que pode ser feito por aeronaves,
garantindo a limpeza de grandes areas de forma rapida; entre outros. Por outro lado, ha
também desvantagens ao uso desses compostos no ambiente, sendo a principal delas, o
aumento temporario na concentracdo de 6leo na agua, o que pode ter um efeito toxico sobre
alguns organismos marinhos (BAKER, 2001).

Os biossurfactantes podem ser classificados de acordo com sua composicdo quimica,
peso molecular, propriedades fisico-quimicas, modo de acdo e origem microbiana. Tendo por
base 0 seu peso molecular, os mesmos podem ser classificados em biossurfactantes de baixo
peso molecular, dentre os quais se encontram os glicolipideos, fosfolipideos e lipopeptideos; e
de alto peso molecular, referente aos polissacarideos anfipaticos, proteinas,
lipopolissacarideos, lipoproteinas ou misturas complexas desses biopolimeros (Tabela 1). Em
geral, biossurfactantes de baixo peso molecular sdo bons redutores da tensdo superficial, mas
ndo formam emulsdes estaveis, enquanto os de alto peso molecular sdo menos eficazes em

diminuir a tensdo superficial, mas a sua maioria é capaz de formar boas emulsbes, sendo



também chamados bioemulsificantes

PLOCINICZAK et al, 2011).

Tabela 1 - Principais biossurfactantes e micro-organismos produtores.

TIPO DE BIOSSURFACTANTE

MICRO-ORGANISMOS

Ramnolipidios
Soforolipidios
Trehalolipidios

Glicolipidios

Pseudomonas aeruginosa
Torulopsis bombicola, T. apicola
Rhodococcus erythropolis,

Mycobacterium sp.

Lipopeptideos e lipoproteinas

Peptidio-lipidio
Viscosina
Serrawetina
Surfactina
Subtilisina
Gramicidina

Polimixina

Bacillus licheniformis
Pseudomonas fluorescens
Serratia marcescens
Bacillus subtilis

Bacillus subtilis

Bacillus brevis

Bacillus polymyxa

Acidos graxos, lipideos neutros e fosfolipideos

Acidos graxos
Lipideos neutros

Fosfolipideos

Emulsan

Biodispersan

Liposan
Carboidrato-lipidio-proteina

Manana-lipidio-proteina

Vesiculas

Células

Corynebacterium lepus
Nocardia erythropolis
Thiobacillus thiooxidans
Surfactantes polimeéricos
Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter calcoaceticus
Candida lipolytica
Pseudomonas fluorescens
Candida tropicalis
Surfactantes particulados
Acinetobacter calcoaceticus

Varias bactérias

(NITSCHKE & PASTORE, 2002)

(NITSCHKE & PASTORE, 2002; PACWA-
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Conforme as moléculas de biossurfactantes sdo adicionadas a uma solucdo, as
tensdes superficial e interfacial irdo diminuir, até que a concentragdo do agente tensoativo
atinja a Concentracdo Micelar Critica (CMC). CMC ¢é a concentracdo a partir da qual as
moléculas de biossurfactante iniciam a formacéo de micelas e é influenciada pela estrutura do
tensoativo, bem como pelo pH, forca idnica e temperatura da solugdo. A partir da
concentracdo correspondente a CMC, nenhuma reducdo nas tensdes superficial e interfacial é
observada, ainda que a concentracdo do biossurfactante aumente (STEINBUCHEL, 2011).

Os micro-organismos capazes de produzir biossurfactantes tém diversas vantagens
do ponto de vista ecoldgico. Considerando que muitos dos biossurfactantes apresentam
atividades antibidtica, antifingica, inseticida, antiviral, imunomoduladora ou antitumoral, a
capacidade de producdo desses compostos é vantajosa para 0 micro-organismo no ambiente,
auxiliando em situacGes de competicdo por recursos, colonizacdo de habitats, obtencdo de
nutrientes e no estabelecimento de relagdes simbidticas com outros organismos (RON &
ROSENBERG, 2001; STEINBUCHEL, 2011; PACWA-PLOCINICZAK et al, 2011).

Os biossurfactantes produzidos pelos micro-organismos podem ser liberados para o
meio extracelular ou podem ficar localizados na sua superficie, associando-se a membrana
celular. De acordo com a sua localizagcdo, os mesmos podem apresentar diferentes funcdes
fisiologicas e ecologicas para 0 micro-organismo produtor (SAIMMAI et al, 2012a). Tem
sido demonstrado que a excrecdo de biossurfactantes auxilia a solubilizacdo de compostos
hidrofobicos do ambiente, tornando possivel a sua utilizagdo como substrato. Por outro lado,
quando o mesmo permanece aderido a parede celular, auxilia na adesdo e desorcdo a
superficies, 0 que ajuda o micro-organismo produtor a colonizar ambientes hidrofébicos
(RON & ROSENBERG, 2001; RAMKRISHNA, 2010; SATPUTE et al, 2010).

As propriedades dos biossurfactantes os tornaram Uteis a diversas atividades
industriais. Atualmente, a maior demanda para os biossurfactantes vem da industria
petrolifera, onde eles sdo utilizados na recuperacdo de petr6leo e sdo incorporados nas
formulacdes de diversos 6leos. Contudo, a aplicagdo mais atrativa num futuro proximo é a
biorremediacdo ambiental, onde eles podem ser utilizados com as finalidades de aumentar a
dispersdo de O&leos, acelerar a biodegradacdo de poluentes em geral e promover a
solubilizacdo de metais pesados (RAMKRISHNA, 2010).

Além das é&reas citadas, diversas outras como as industrias téxtil, farmacéutica,
cosmética e alimenticia fazem uso atualmente desses compostos em diversos produtos ou
etapas de producgdo, estando também sempre em busca de novas biomoléculas (SATPUTE et
al, 2010).
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A principal limitacdo para o uso comercial de biossurfactantes é a complexidade e
alto custo de producdo, o que tem limitado a sua utilizacdo em larga escala. Até agora, 0s
biossurfactantes mais comercializados sdo os ramnolipideos e a surfactina. Contudo, apesar
das limitacOes atuais para a producdo comercial de biossurfactantes, hd& um grande interesse
por estes materiais, uma vez que sdo consideradas alternativas "verdes" aos agentes
tensoativos sintéticos (STEINBUCHEL, 2011).

Os surfactantes sintéticos apresentam maior toxicidade e menor biodegradabilidade,
de forma que a sua utilizacdo acarreta sua acumulacdo na natureza, gerando diversos
problemas ecoldgicos. Por outro lado, como os biossurfactantes tém origem natural, sdo
menos toxicos e mais facilmente biodegradados, sendo alternativas menos danosas ao
ambiente, além de apresentarem estruturas quimicas diversificadas e serem mais estaveis em
temperaturas e valores de pH extremos (RAMKRISHNA, 2010).

Essa diversidade existente em estruturas dos biossurfactantes, aliada as variadas
atividades que 0s mesmos apresentam, sdo 0s principais fatores para o crescente interesse em

novas fontes dessas biomoléculas na natureza.

2.3.1 Lipopeptideos

Os lipopeptideos representam uma classe de surfactantes microbianos de grande
interesse cientifico, terapéutico e biotecnoldgico. A caracteristica estrutural dos lipopeptideos
consiste em um acido graxo especifico, combinado com uma por¢do de aminoacidos. Esses
peptideos normalmente aparecem como misturas de compostos semelhantes, que mostram
pequenas variacles entre si na sua composicao de aminoacidos e/ou na sua porc¢ao lipidica. O
espectro de atividades j& relatadas em lipopeptideos engloba agentes antibioticos, antivirais,
antitumorais, imunomoduladores, toxinas especificas e inibidores enzimaticos
(RAMKRISHNA, 2010).

Existe uma grande diversidade de lipopeptideos na natureza, bem como dos seus
micro-organismos produtores, contudo o género Bacillus se destaca por ser o grupo
responsavel pela producdo de boa parte dos lipopeptideos conhecidos atualmente (Tabela 2).
A espécie Bacillus subtilis, em particular, é capaz de produzir o lipopeptideo surfactina,
composto por sete aminoacidos. Um dos biossurfactantes lipopeptidicos mais poderosos
descobertos até hoje € a surfactina, sendo capaz de reduzir a tensdo superficial de 72 mN/m
para 27 mN/m, em concentracbes menores que 0,005% (HUE,SEMNI & LAPREVOTE,
2001; ONAIZI, NASSER & TWAIQ, 2012).
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Tabela 2 — Micro-organismos produtores de lipopeptideos e suas respectivas atividades.

Lipopeptideo

Organismo produtor

Propriedades e atividades

Anfomicina

Clamidocina

Ciclosporina A

Enduracidina A

Globomicina

HC-Toxina

Polimixina E1 (Colistina A)
Surfactina

Bacilomicina L

Iturina A
Micosubtilina
Putisolvina I e I1
Plispatina e surfactina
Bacilomicina, Plipastatina,
Surfactina

Plipastinas

Surfactante BI-86
Halobacillin

Lichenisina G

Artrofactina
Fengicina

Micobacilina

Streptomyces canus

Diheterospora
chlamydosporia
Tolypocladium  inflatum
(Trichoderma polysporum)
Streptomyces fungicidicus
Streptomyces
globocacience
Helminthosporium
carbonum

Bacillus polymyxa

B. subtilis

B. subtilis

B. subtilis

B. subtilis
Pseudomonas putida
B. licheniformis F2.2
B. subtilis BBK1

B. cereus BMG 302

B. licheniformis

Bacillus

B. licheniformis IM 1307

Arthrobacter
B. thuringiensis CMB26

B. subtilis

Antibiotico, inibidor da sintese
da parede celular
Citostatico e agente antitumoral

Agente
imunomodulador

antifungico,

Antibiético
Antibiético, inibidor da sintese
da parede celular

Fitotoxina

Antibiotico

Agente antifungico
antibacteriano e antiviral

Agente antifungico,

antibacteriano e antiviral
Agente antifungico e antiviral

Agente antimicrobiano
Inibidor da formacéo de biofilme
Agente antimicrobiano

Inibidor da fosfolipase A

Agente antimicrobiano
Agente antimicrobiano
Inibidor enzimatico

Agente hemolitico e quelante

Agente dispersante de Oleo e
antimicrobiano

Controle bioldgico (fungicida,
bactericida e inseticida)
Atividade antifingica

(RAMKRISHNA, 2010)
Em geral, biossurfactantes produzidos por Bacillus apresentam boa reducdo de

tensdo superficial, baixa CMC e baixa atividade emulsificante. Contudo, a qualidade e a
quantidade dos biossurfactantes produzidos estdo relacionadas a fonte de carbono e aos
nutrientes utilizados para o cultivo (SATPUTE et al, 2010).
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Sdo diversas as atividades e propriedades observadas nos lipopeptideos conhecidos
atualmente, contudo ndo ha um surfactante que, sozinho, detenha todas as atividades
mencionadas. Dessa maneira, € de grande importancia a continua busca por novos micro-
organismos produtores, que levem a descoberta de biossurfactantes multifuncionais
(RAMKRISHNA, 2010).

2.4 Meétodos de selecdo de micro-organismos produtores de biossurfactantes

Tendo em vista a grande diversidade microbiana existente do meio marinho, métodos
eficazes de selecdo de bactérias produtoras de biossurfactantes fazem-se necessarios para
acessar a riqueza desse ambiente. De acordo com Thavasi, Sharma e Jayalakshmi (2011) os
métodos mais adequados para a selecdo de produtores de biossurfactante sdo: medicdo da
tensdo superficial, ensaio de dispersdo do 6leo e ensaio de emulsificagcdo. Por outro lado, a
combinacgdo desses métodos seria ainda uma melhor estratégia, uma vez que as caracteristicas
dos biossurfactantes ndo sdo necessariamente inerentes a todos esses compostos e a
combinacdo de varios ensaios aumenta as chances de deteccdo (SATPUTE et al, 2010;
THAVASI, SHARMA & JAYALAKSHMI, 2011).

Além da obtencdo de isolados atraves de diluicdo e plagueamento, estratégias de
enriquecimento sdo muito utilizadas, pois pré-selecionam grupos de interesse de micro-
organismos (THAVASI, SHARMA & JAYALAKSHMI, 2011). Especificamente no caso
dos biossurfactantes, estratégias como a utilizacdo de substratos hidrofébicos ou de condicGes
de cultivo especificas podem contribuir para a selecdo de grupos de interesse, como 0 género
Bacillus. Conhecido pela producdo de estruturas de resisténcia denominadas esporos,
caracteristica essa inerente a poucos géneros na natureza, esses organismos tém a capacidade
de sobreviver em condicGes extremas, de forma que a submissao de amostras ambientais a tais
condicdes consiste numa forma de enriquecimento, promovendo a sele¢cdo do grupo (HUE,
SEMNI & LAPREVOTE, 2001; RON & ROSENBERG, 2001; RAMKRISHNA, 2010).

Apesar dos inimeros avancos ja ocorridos de forma a melhorar as condigcdes
sintéticas de cultivo em laboratorio, sabe-se que ha uma enorme perda da diversidade quando
se trabalha com organismos cultivaveis. Isso ocorre por conta de que, além dos fatores
nutricionais disponiveis no ambiente, ha também diversos fatores ambientais como
temperatura, pH, oxigénio, interacdes com metabdlitos provenientes de outros organismos,
entre outros, que atuam de forma conjunta e complexa, criando microambientes com

caracteristica unicas. Contudo, tais métodos da microbiologia basica sdo e sempre serdo de
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grande importancia, pois permitem testar as mudangas nas respostas fisiolégicas dos micro-
organismos quando submetidos a diferentes condi¢Ges de cultivo (SCHMIDT, 2006).

Dessa forma, a biologia molecular surgiu como uma alternativa que proporcionou,
em alguns casos, 0 acesso a uma biodiversidade bem maior do que a obtida pelos métodos
tradicionais de cultivo e, em outros casos, uma contribuicdo para um estudo mais aprofundado
de micro-organismos cultivaveis, tornando possivel obter informac@es genéticas dos mesmos,
acerca da ocorréncia de genes que ndo apresentam expressdo constitutiva ou de genes que
auxiliam sua identificacdo taxonémica (SCHMIDT, 2006). Para tanto, o desenvolvimento da
técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi um importante marco para a biologia
molecular.

No caso particular dos biossurfactantes, a PCR é largamente utilizada para verificar a
ocorréncia de genes envolvidos na sua producdo. Trés genes pertencentes ao grupo dos
lipopeptideos ja foram descritos na literatura. O primeiro deles, o gene sfp, foi isolado e
caracterizado em 1992, por Nakano e colaboradores, tendo sido descrito inicialmente como
um gene de funcdo desconhecida, mas que era fundamental & sintese da surfactina. Em
estudos posteriores, Hsieh e colaboradores (2004) descreveram uma forma rapida de detectar
micro-organismos produtores de surfactina, através da realizacdo da PCR com iniciadores
especificos para o gene sfp. Em seu trabalho, dois genes sdo relatados como essenciais a
producdo da surfactina: um operon de 25kb, denominado srfA, que é responsavel pela
esporulacdo e pela competéncia no desenvolvimento do micro-organismo, € 0 gene sfp,
localizado a 4 kb do operon srfA, responsavel pela codificacdo de uma enzima pertencente a
super familia 4-fosfopanteteiniltrasferase, apresentando papel regulatorio na biossintese da
surfactina (NAKANO et al, 1992; HSIEH et al, 2004).

Os outros dois genes sdo lipopeptideos pertencentes a familia da iturina e também
tiveram seus mecanismos de biossintese parcialmente elucidados. O operon da lturina A
abrange uma regidao em torno de 38kb, sendo compostos por quatro “janelas de leitura aberta”
(ORFs — Open Readind Frame): ituD, ituA, ituB e ituC. O gene ituD codifica a enzima
malonil coenzima A transacilase, cuja auséncia ocasiona uma deficiéncia na producdo da
iturina. J& o gene Ipa-14 codifica para a enzima 4’-fosfopanteteinil transferase, requerida para
a maturacdo da iturina A. Em outras palavras, ambos os genes tém papéis-chaves na producao
do peptideo iturina A, sendo largamente utilizados em estudos de sele¢do de organismos que
0s produzam (HSIEH et al, 2008; LIN, TSANG & LIU, 2011).

Dada a importancia de ambos os métodos, de cultivo e molecular, o ideal é utiliza-los

de forma conjunta, para que cada um contribua a sua maneira. Nesse estudo, métodos
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tradicionais de cultivo foram aliados aos métodos moleculares, de forma a promover uma

melhor selecdo de micro-organismos produtores de biossurfactantes.
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3  Objetivos
3.1  Objetivos gerais

Este estudo teve por objetivo o isolamento e selecdo de bactérias produtoras de
surfactantes lipopeptideos presentes em sedimentos de dois manguezais do Ceara, a fim de

verificar se a frequéncia desses produtores é maior em um manguezal impactado.

3.2. Hipotese

Considerando que surfactantes sdo compostos anfipaticos que possuem a
capacidade de diminuir a tensdo superficial ou a tenséo interfacial e, devido a esta habilidade,
possuem um papel importante na biorremediacdo de sedimentos e dguas contaminados com
poluentes hidrofobicos, entdo a riqueza de bactérias produtoras desses compostos € maior em

um manguezal contaminado com residuos oleosos do que em um manguezal pristino.
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4  Materiais e métodos

4.1 Areas de coleta

As areas de coleta compreenderam dois manguezais do Ceard, sendo eles o
manguezal do Timonha (Municipio de Barroquinha) e o manguezal da Barra Grande
(Municipio de Icapui).

O estuério do rio Timonha esté situado no litoral oeste do Estado do Ceard, na divisa
com o Estado do Piaui, ha aproximadamente 500 km de Fortaleza. Compreende uma das
maiores areas de bosque de mangue do Nordeste do Brasil (cerca de 10.000 hectares), além de
abrigar espécies criticamente ameacadas de extin¢do e representar uma das principais areas de
pouso e alimentacdo de aves migratdrias na regido. Por estar localizada dentro da APA Delta
do Parnaiba e pela dificuldade de acesso ao local € o manguezal em melhor nivel de
conservacdo dentre os manguezais do Ceard. Por esse motivo, a regido foi utilizada nesse
trabalho para fins comparativos, representando um manguezal pristino (SILVA & SOUZA,
2006).

O manguezal da Barra Grande, localizado no municipio de Icapui, esta situado no
litoral leste do Estado do Ceara, ha aproximadamente 200 km de Fortaleza. Compreende uma
area de cerca de 1.200 hectares, sendo considerada uma regido vulneravel por estar situada
dentro de uma regido de extracdo de petroleo. A extracdo de petrdleo teve inicio em 1990 na
regido, sendo hoje considerada a maior area produtiva de petroleo on shore do Estado do
Ceara (LOTTA & MARTINS, 2003). Nessa regido ja foram registrados acidentes de
vazamentos de Oleo (Disponivel em: <http://sindipetroce-pi.org.br/a-vereadora/sindipetro-
cepi>. Acesso em: 11/04/2013).

4.2 Método de coleta

As amostragens dos sedimentos dos manguezais foram realizadas durante a maré de
sizigia (amplitude 0.1) a profundidades de 0-10 cm. Foram estabelecidos quinze pontos de
coleta ao longo de cada um dos manguezais. No manguezal do rio Timonha, por ser bastante
conservado, é possivel a observacéo de trés zonas no mangue: regido sem vegetacdo, rizosfera
de Rhizophora mangle e rizosfera de Avicennia schaueriana. Dessa maneira, 0s pontos foram
distribuidos de forma equitativa entre as trés zonas, tendo sido coletados cinco pontos em
cada uma. As cinco amostras de cada zona foram depois reunidas em uma amostra composta

(pool). No manguezal de Icapui, como a estratificacdo da vegetacdo ndo € tdo evidente, a
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coleta foi feita em pontos distribuidos de maneira sigméide ao longo do manguezal. Dessa
maneira, os pools foram constituidos também por cinco amostras cada um, tendo sido
organizados pela proximidade entre pontos (Figura 3). Em ambos 0s manguezais, 0S pontos
de coleta foram marcados com o auxilio de um GPS (Apéndice A).

lTimonha
Ceard

Ilaplpoca_\

o o Fortaleza
Sobral " o\
aranguape
BRASIL Regido NE o N, lBarra Grande
Canindé \>
Crateus Ceara !
Iguatu
Juazeiro
do Sul do tgorte

Ape L g :
Figura 3 - Imagens de satélite mostrando os pontos de coleta de sedimentos nos manguezais de Timonha (A) e
Icapui (B).

Em cada ponto, a amostra de sedimento foi retirada com a utilizacgdo de um
amostrador cilindrico de PVC com 10 cm de diametro e 40 cm de comprimento, e transferida
assepticamente para um frasco esterilizado. As amostras de sedimentos foram conduzidas ao
laboratdério em uma caixa resfriada, mantendo a condicdo da temperatura em torno de 4-8 °C.
Em seguida, 25 gramas de cada pool de sedimento devidamente homogeneizados foram
usados imediatamente para isolamento de micro-organismos por métodos tradicionais de

cultivo.
4.3 Isolamento e cultivo dos micro-organismos
Para a obtencdo dos isolados, o sedimento foi submetido a um aquecimento térmico a

60 °C por 60 minutos, estratégia essa adotada com a finalidade de selecionar bactérias

produtoras de esporos, como as do género Bacillus, reconhecidamente produtoras de
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biossurfactantes. Os sedimentos foram posteriormente diluidos em solugdo salina 0,9% e
inoculados em ATGE (5,0 g de triptona, 1,0 g de glicose, 2,5 g de extrato de levedura, 15,0 g
de &gar por litro de meio). As culturas foram incubadas a 37 °C por 48 h e logo ap06s, coldnias
com distintas caracteristicas culturais foram transferidas para uma segunda placa de meio
ATGE, de forma a serem obtidas linhagens puras. Em seguida, foram organizados estoques
das bactérias obtidas e as mesmas passaram a ser mantidas a -80 °C, em meio TGE.

Cada bactéria foi cultivada isoladamente e em duplicada em Caldo Surfactina por 24
h, e uma suspensédo celular em fase exponencial foi retirada e teve sua absorbancia ajustada
para 0.170 + 0.020, a 600 nm, de forma a constituir in6culo de 10% (v/v), correspondente a 5
mL. O inéculo ajustado foi entdo transferido para um volume maior de Caldo Surfactina (50
mL), no qual as culturas permanecerem sob agitacdo continua de 150 rpm, a 30 °C por 48 h.
O Caldo Surfactina € composto por: 10,0 g de glicose; 5,0 g de extrato de levedura; 1,0 g de
(NH4)2SOq4; 6,0 g de Na;HPOy; 3,0 g de KH,POy4; 2,7 g de NaCl e 0,6 g de MgS0O,.7H,0 por
litro de agua destilada, com pH 7,0 (MORAN et al., 2000, com modificagdes). Ao meio
pronto foi acrescido 0,1% (v/v) de solucdo de micronutrientes composta por 10,95 g de
ZnS04.7H,0; 5,0 g de FeSO4.7H,0; 1,54 g de MnSQO,4.H,0; 0,39 g de CuSO4.5H,0; 0,25 g
de Co(NO3),.6H,0 e 0,17 g Na,B407.10H,0 por litro de agua.

4.4  Selecdo das linhagens isoladas para a producéo de biossurfactantes
4.4.1 Ensaio de emulsificacédo

Apos o cultivo por 48 h, as culturas foram centrifugadas, de forma promover a
separacdo das células e do sobrenadante, e ambos foram utilizados separadamente para o
ensaio de emulsificacdo. As células obtidas foram lavadas e eluidas em 50 mL de agua
destilada antes da realizacdo do ensaio e 0 mesmo foi realizado em duplicata.

A determinacdo da capacidade emulsificante foi avaliada de acordo com a
metodologia proposta por Igbal, Khalid e Malik (1995). O ensaio foi realizado adicionando-se
2 mL de querosene (ESSO, BR) a 2 mL do sobrenadante ou das células eluidas em agua em
um tubo de ensaio, e agitando-o vigorosamente (vortex) por 2 minutos. Os tubos foram
deixados em repouso por 24 horas, a 25 °C, e o percentual de emulsificacdo (E24) foi

calculado de acordo com a Equacédo 1:

E24 = Camada emulsificada / Altura total x 100
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4.4.2 Tensao superficial

As medidas de tensdo superficial dos sobrenadantes foram realizadas com um
tensiometro (Kriuss, modelo K6) utilizando o método De Nouy, no qual se observa a
resisténcia do anel de platina em romper a tenséo de superficie do liquido testado. Para cada
amostra analisada foram necessarios 30 mL de sobrenadante livre de células. O equipamento
foi previamente calibrado com agua destilada, com valor de tensdo superficial equivalente a
72 mN/m, e Caldo Surfactina estéril foi utilizado como controle, cuja tensdo superficial
corresponde a 60 mN/m, ambos medidos na temperatura de 25 °C. Para fins comparativos, foi
analisada também a capacidade de reducdo da tensdo superficial do meio com um surfactante
sintético, o Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) a 1% m/v. Os valores foram expressos em
porcentagem, calculados de acordo com a Equagéo 2:

TS =(TS;—TSy/TS; x 100

Onde TS; = Valor da tensdo superficial do meio de cultura antes do inoculo,

correspondente a 60 mN/m; TS = Valor da tensdo superficial apos cultivo de 48 h.

4.4.3 Pesquisa de genes de lipopeptideos

A extracdo do DNA genémico foi realizada segundo a metodologia do CTAB
(Brometo de Cetiltrimetilaménio) de acordo com o protocolo descrito por Warner (1996). Ao
final da extracdo, o DNA obtido foi eluido em 50 pl de Tris-EDTA (10 mM:1 mM, pH 8.0)
com 20 pg/ul de RNAse. O rendimento obtido foi estimado pela medida da absorbancia a 260
nm, em espectrofotdmetro do tipo Nanodrop (ND-1000 - Nanodrop, USA).

Apos a extracdo de DNA, a PCR foi utilizada para detectar a presenca de genes
envolvidos na producdo de biossurfactantes ja conhecidos. Dessa maneira, foi pesquisada a
presenca do gene sfp, relacionado com a producdo de surfactina, e dos genes ituD e Ipal4,
relacionados com a producdo de iturina. Devido as diferentes temperaturas de anelamento
ideais para cada iniciador e aos tamanhos dos fragmentos amplificados, foram estabelecidos
dois programas de PCR.

Para as PCRs do gene sfp, foram utilizados os iniciadores sfp-F (5°-ATG AAG ATT
TAC GGA ATT TA-3’) e sfp-R (5’-TTA TAA AAG CTC TTC GTA CG-3’), usando a
seguinte programacao: desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos; 25 ciclos de desnaturagédo a 94

°C por 1 minuto, anelamento a 46 °C por 30 segundos e extensdo a 72 °C por 1 minuto; e 72
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°C por 10 minutos (HSIEH et al, 2004). Para as PCRs dos genes ituD e Ipa-14, foram
utilizados, respectivamente, os seguintes pares de iniciadores: ituD-F (5’-ATG AAC AAT
CTTGCC TTT TTA-3") e ituD-R (5-TTATTT TAA AAT CCG CAA TT-3’), Ipa-14F (5’-
ATG AAA ATT TAC GGA GTA TA-3") e Ipa-14R (5’- TTA TAA CAG CTC TTC ATA
CG-3’). Como os fragmentos amplificados por cada par de iniciadores sdo de tamanhos
diferentes e as temperaturas de anelamento séo semelhantes, foi realizada uma PCR multiplex,
onde em uma mesma reacdo, 0s dois conjuntos de iniciadores estavam presentes. A
programacéo utilizada teve a seguinte sequéncia: desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos; 30
ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 1 minuto, anelamento a 50 °C por 1 minuto e extensdo a 72
°C por 1,5 minutos; e 72 °C por 10 minutos (HSIEH et al, 2008; LIN, et al, 2011).

Os produtos de PCR foram visualizados em eletroforese em gel de agarose 1%,
marcado com SYBR™ Safe DNA e o marcador utilizado foi de 50 kb (PROMEGA, USA). Os
fragmentos amplificados tém os comprimentos de 675 pb para o gene sfp, 1203 pb para o
gene ituD e de 675 pb para Ipal4. Foram utilizadas como controles positivos as cepas B.
subtilis LAMIO08 (BARRETO et al, 2010) para surfactina e Bacillus sp. 255 para iturina.

4.5 Teste da dispersdo do oleo

O teste da dispersdo do Gleo foi realizado segundo Morikawa, Hirata e Imanaka
(2000), com adaptacdes. O ensaio mede o didmetro de areas limpas formadas quando uma
gota de uma solucdo contendo biossurfactante entra em contato com uma superficie do filme
de 6leo. O didmetro da area formada ¢ um indicativo da producédo da biomolécula, consistindo
também em uma maneira de simular a sua eficacia para aplicagdes em situacGes de
biorremediacdo de ambientes contaminados com petroleo. O teste foi realizado com os
isolados que apresentaram pelo menos um dos genes pesquisados. O ensaio foi realizado em
placas de Petri de diametro 100 x 20 mm, em duplicata para cada isolado, onde foram
adicionados 50 mL de agua destilada, acrescidos de 0,5% de petrdleo (0,25 g). Em seguida,
100 pl do sobrenadante da cultura esterilizado por autoclavacdo (121 °C/15 minutos) foi
depositado sobre a superficie da mistura agua-0leo, e o diametro dos halos formados foram
medidos. O controle do ensaio foi realizado com o meio de cultura estéril, e o petroleo
utilizado nesse ensaio foi obtido da Fazenda Belém, situada nos municipios de Aracati e

Icapui.
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4.6 Extracéo dos biossurfactantes produzidos pela linhagens promissoras

A extracdo dos biossurfactantes foi realizada de acordo com Giro e colaboradores
(2009). Os isolados que se destacaram nas atividades de reducédo de tenséo superficial e de
emulsificagdo foram cultivados nas mesmas condi¢cOes descritas anteriormente, tendo sido
centrifugadas a 10000 g, a 4 °C por 15 minutos, para a separacao das células. Em seguida, 20
mL do sobrenadante foram recolhidos e ajustado para pH 2,0 com KCI 3M. A solugédo
resultante permaneceu em repouso por aproximadamente 18 h, a 4 °C, para que ocorresse a
precipitacdo dos biossurfactantes. ApoOs esse tempo, o extrato rico em surfactante foi
novamente centrifugado a 10000 g, a 4 °C por 15 minutos. O precipitado obtido foi dissolvido
em 8,0 mL de agua deionizada com pH 8,0 e posteriormente fez-se extracao liquido-liquido
utilizando cloreto de metileno (1:1). A mistura foi agitada por 5 minutos e permaneceu em
repouso por uma hora em funil de separacdo para que ocorresse a separacdo das fases. A fase
contendo o solvente e os biossurfactantes foi recolhida em becker apds o tempo de espera.
Esse procedimento foi repetido trés vezes e o material permaneceu em temperatura ambiente
para que ocorresse a evaporacdo do solvente. No final do processo, o produto obtido foi

ressuspendido em 5,0 mL de metanol para posterior analise.
4.7 Determinacdo da concentracdo do biossurfactantes

A concentracdo do surfactante foi determinada por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), acoplado com detector UV (Waters, modelo 2487) e equipado com a
coluna de fase reversa Symmetry Cig (150 x 4,6 mm, 5um, Waters, Irlanda), utilizando fase
movel formulada com 20% de acido trifluoracético (3,8mM) e 80% de acetonitrila na vazao
de 1 mL.min * a 25 °C. O volume de injecdo das amostras foi de 20 uL e o tempo de analise
para cada amostra foi de 40 minutos, em duplicata. As amostras foram quantificadas através
de uma curva de calibracdo com surfactina padrdo 95% da Sigma-Aldrich (WEI & CHU,
2002; YEH, WEI & CHANG, 2005).
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5 Resultados e Discussao

5.1 Isolamento e selecao das bactérias produtoras de biossurfactantes

A estratégia de isolamento utilizada nesse estudo resultou na sele¢do de 200 isolados
bacterianos, sendo 100 provenientes do manguezal de Timonha (zona oeste do litoral do
Ceard) 100 do manguezal de Icapui (zona leste do litoral). Em média, foram selecionados 33
isolados a partir de cada um dos diferentes habitats desses manguezais. Os isolados foram
nomeados com as trés letras iniciais do manguezal de origem, seguido do nimero atribuido a
cada isolado.

Hong e colaboradores (2009) estudaram a abundancia de bactérias produtoras de
esporos no sedimento, selecionando-as através do aquecimento térmico do sedimento (65 °C/
45 min). Como conclusdo do trabalho, a concentracdo de bactérias do género Bacillus
produtoras de esporos foi estimada em 10° esporos/g de sedimento. No presente trabalho, foi
adotado o aquecimento térmico de 60 °C/1 h para a selecdo de linhagens produtoras de
esporos, uma vez que ja foi demonstrado que alguns esporos tém sua viabilidade reduzida
significativamente em temperaturas de 65 °C (HOA et al, 2000).

O cultivo dos micro-organismos selecionados foi realizado por 48 horas, uma vez
que, de acordo com dados na literatura, alguns lipopeptideos tém sua sintese iniciada na fase
estacionaria do crescimento celular, de forma que, muitas vezes, o cultivo por 24 horas nao é
suficiente para a recuperacdo do biossurfactante (JACQUES et al, 1999). Por esse motivo,
considerando que o objetivo desse estudo era realizar uma selecdo de bactérias
potencialmente produtoras de biossurfactantes, foi adotado o cultivo de 48 h.

Para o estudo do potencial dos micro-organismos selecionados para a producao de
biossurfactantes foram escolhidos, inicialmente, ensaios que se baseiam em propriedades
encontradas em todos os grupos de biossurfactantes, sendo elas a capacidade de formar
emulsGes e a capacidade de reduzir a tensdo superficial (STEINBUCHEL, 2011; PACWA-
PLOCINICZAK et al, 2011).

Levando em conta que os biossurfactantes produzidos pelos micro-organismos
podem ser liberados para o0 meio extracelular ou permanecerem ligados a superficie celular, o
ensaio de emulsificacdo foi realizado com os sobrenadantes e com as células lavadas e eluidas
em agua destilada, separadamente, de forma a elucidar qual a localizacdo dos mesmos
(SATPUTE et al, 2010). Os resultados obtidos nos ensaios de emulsificacdo realizados com

as células eluidas em agua destilada podem ser visualizados na Figura 4.
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Figura 4 — Namero de isolados produtores de emulsificantes versus percentual de emulsificacdo produzida pela
biomassa das culturas de bactérias provenientes de sedimentos dos manguezais de Timonha e Icapui.

De acordo com Willumsen & Karlson (1997), um bom agente emulsificante
apresenta um indice de emulsificacdo superior a 50%. Seguindo a classificacdo sugerida por
esses autores, observa-se que dentro dessa faixa de interesse encontram-se 10 isolados, sendo
6 provenientes de Timonha, e 4 de Icapui. Ja na faixa dos isolados que produziram emulsdes
com indices abaixo de 50%, foram obtidos 94 isolados de Timonha, e 96 de Icapui.

Em um primeiro momento, observa-se que ndo ha diferenca entre 0s manguezais que
possa ser atribuida ao seus respectivos graus de impacto. Por outro lado, € importante
salientar que substratos hidrofébicos estdo presentes em ambos 0os manguezais, sejam eles de
origem natural ou antropica. Consequentemente, ha também a ocorréncia natural de espécies
produtoras de compostos que permitam 0 acesso a esses substratos hidrofobicos, como os
biossurfactantes.

A faixa representada pelas emulsdes superiores a 50% aponta o indice de ocorréncia
dos isolados com maior hidrofobicidade celular, capazes de colonizar e/ou incorporar
substratos com elevado carater apolar. Por outro lado, na faixa representada pelos valores
inferiores a 50% existem isolados com graus de hidrofobicidade celular variaveis, variando
desde superficies hidrofilicas a superficies com grau de hidrofobicidade intermediario.
Considerando que na natureza existem compostos com graus de polaridade variaveis, esses
micro-organismos apresentam também importante papel na metabolizacdo de substratos
menos hidrofébicos. Outro ponto importante é a afinidade do biossurfactante com o composto
hidrofobico do ambiente. Seguindo esse raciocinio, alguns micro-organismos que foram

enquadrados na faixa de emulsificacdo com indices inferiores a 50% também podem ser
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fundamentais para emulsionar substratos hidrobdbicos especificos, por terem uma afinidade
maior com estes.

Em relacdo aos ensaios de emulsificagdo realizados com os sobrenadantes das
culturas, os resultados também foram organizados levando em conta a classificagdo proposta
por Willumsen & Karlson (1997) e estdo representados na Figura 5.
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Figura 5 — Numero de isolados produtores de emulsificantes versus percentual de emulsificacdo produzidos
pelos sobrenadantes das culturas de bactérias provenientes de sedimentos dos manguezais de Timonha e Icapui.

Os dados mostram que na faixa correspondente aos bons agentes emulsificantes (E24
superior a 50%), foram obtidos 28 isolados do Timonha e 18, de Icapui. Comparando o0s
valores obtidos nos dois ensaios de emulsificacdo, observa-se que uma quantidade maior de
isolados mostrou-se capaz de secretar o biossurfactante para 0 meio extracelular do que de
manté-lo em sua parede celular.

De acordo com os resultados obtidos, a fracdo correspondente as emulsificacdes
superiores a 50% agrupa os isolados que tém o maior potencial para contribuir, no ambiente
em que vivem, para a emulsificacdo de compostos apolares presentes no ambiente. Uma vez
emulsificados, esses compostos tornam-se mais biodisponiveis para toda a comunidade
microbiana, o que acelera o processo de metabolizacdo dos mesmos (BAKER, 2001). Por
outro lado, a faixa correspondente aos valores inferiores a 50% de emulsificacdo também
apresenta isolados com importante valor no ambiente, com importante atuacdo em substratos
com menor grau de hidrofobicidade. Considerando que a formacdo de emulsbes esta
relacionada com o grau de afinidade entre o biossurfactante e o composto hidrofébico e
sabendo que no ambiente ha ocorréncia de uma grande diversidade de compostos

hidrofobicos, supde-se que alguns desses isolados também possam estar contribuindo para a
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emulsdo de outros compostos apolares presentes no ambiente, com 0s quais apresentem maior
afinidade.

E importante ressaltar que a possibilidade de deteccdo da atividade emulsificante de
um surfactante esta relacionada com a sua afinidade com o hidrocarboneto testado. Dessa
forma, os ensaios de E24 foram realizados com querosene, que consiste em uma mistura de
hidrocarbonetos, de forma a garantir uma maior chance de deteccdo do potencial
emulsificante dos isolados.

Krepsky e colaboradores (2007) cultivaram diferentes consércios bacterianos obtidos
de sedimentos de manguezais para pesquisar a producdo de biossurfactantes. Para tanto,
realizaram ensaios de emulsificagdo com diversos hidrocarbonetos, sendo eles querosene,
gasolina e Oleo éarabe leve, encontrando diferencas de até 50% entre os indices de
emulsificacdo com diferentes hidrocarbonetos. Esse trabalho reforca o que foi dito
anteriormente, uma vez que a emulsdo obtida vai ser diretamente afetada pelo grau de
afinidade entre o biossurfactante e o hidrocarboneto.

E importante ressaltar que tanto as células quanto os sobrenadantes dos isolados
denominados TIM 49, TIM 72, ICA 24 e ICA 88 produziram indices de emulsificacdo
superiores a 50%. Existe a possibilidade, ainda que pouco provavel, de apenas um
biossurfactante estar sendo produzido, mas normalmente observa-se a producdo de formas
isdmeras. Por outro lado ha também a possibilidade de haver a producdo simultanea de mais
de um surfactante, fato esse ja observado em diversas espécies de Bacillus (STANKOVIC et
al, 2012), e eles estarem apresentando comportamentos diferentes em relacdo a localizacéo
celular. Em ambos os casos, essas linhagens apresentam elevador valor ecoldgico e potencial
biotecnologico.

Hamed e colaboradores (2012) realizaram uma sele¢cdo com 16 isolados, em busca de
linhagens produtoras de biossurfactantes. No trabalho foram realizados ensaios de
emulsificacdo com a suspensdo celular ap6s o cultivo, e o maior indice de emulsificacdo
observado foi de 42%, estando abaixo do valor sugerido por Willumsen & Karlson (1997) do
correspondente a um bom agente emulsificante. Contudo, observa-se que dos 16 isolados do
trabalho, apenas dois eram pertencentes ao género Bacillus. Dessa maneira, os elevados
indices de emulsificacdo produzidos por alguns dos isolados nesse estudo sdo um indicativo
de que o tratamento térmico do sedimento antes do isolamento das bactérias foi eficaz para o
enriquecimento das linhagens produtoras de esporos, e possivelmente do género Bacillus,

reconhecidamente ja referido como um bom produtor de biossurfactantes.
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Os 200 isolados obtidos foram também testados quanto a sua capacidade de reduzir a
tensdo superficial do meio de cultura (Caldo Surfactina), cuja tenséo superficial inicial é 60
mN/m. Os resultados obtidos também foram agrupados em faixas e podem ser visualizados na

Figura 6.
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Figura 6 — NUmero de isolados versus percentual de reducdo da tensdo superficial do caldo surfactina produzida

por biossurfactantes produzidos por isolados de bactérias provenientes de sedimentos dos manguezais de
Timonha e Icapui.

De acordo com Mulligan (2005), um bom tensoativo € aquele capaz de reduzir a
tensdo superficial da agua para 35 mN/m, o que equivale a 50% do seu valor inicial. Como o
meio de cultura utilizado nesse trabalho apresentou tensdo superficial inicial de 60mN/m,
foram considerados bons agentes tensoativos os biossurfactantes que foram capazes de reduzir
a tensdo para valores iguais ou menores a 30 mN/m, o que também corresponde a 50% do
valor inicial.

Na faixa correspondente aos bons agentes tensoativos, (reducdes superiores a 50%)
foram selecionados 30 isolados, sendo 16 provenientes do manguezal do Timonha e 14 de
Icapui. O surfactante comercial SDS (Dodecil Sulfato de Sddio) a 1% foi capaz de reduzir a
tensdo superficial do meio de cultura em apenas 33% do valor inicial. Dessa forma, ressalta-se
o valor dos resultados obtidos, uma vez que as moléculas produzidas ndo passaram por
nenhum processo de purificacdo. Estudos que envolvam a descoberta de novos
biossurfactantes devem ser, portanto, incentivados, pois os ambientes naturais detém diversas
fontes promissoras desses compostos e que podem ser substitutas aos produtos sintéticos
utilizados atualmente no mercado.

Das e Mukherjee (2007) estudaram a capacidade de producéo de biossurfactantes de

duas cepas de Bacillus subtilis e obtiveram excelentes indices de emulsificacdo, além de os
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biossurfactantes terem demonstrado também um grande potencial para a biorremediacgéo,
tendo sido capazes de liberar uma grande quantidade de 6leo presente em uma coluna de
areia. Com base nesse trabalho, espera-se que os isolados que se destacaram no presente
trabalho possam também representar alternativas promissoras para aplicacdes em situacdes de
biorremediagao.

Alguns isolados se destacaram por produzirem emulsificantes e outros por serem
capazes de reduzir a tensdo superficial do meio, enquanto alguns demonstraram as duas

caracteristicas. A Figura 7 resume as potencialidades dos 200 isolados estudados.
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Figura 7 — Potencialidades dos isolados provenientes dos manguezais de Timonha e Icapui para emulsificacdo e
reducdo da tenséo superficial.

Tendo por base as potencialidades para a producdo de compostos ativos de superficie
dos 200 isolados, os mesmos foram classificados em seis grupos funcionais. O primeiro grupo
é composto por bactérias que se destacaram apenas no ensaio do E24 com as células, sendo
representado por 4 isolados de Timonha e 2 de lIcapui. Sabe-se que a localizacdo de
biossurfactantes na parede celular tem importante papel na alteracdo da hidrofobicidade
celular, auxiliando a incorporacdo de moleculas hidrofébicas, bem como a aderéncia a
substratos apolares. Dessa forma, supde-se que 0s isolados pertencentes a esse grupo possam
ser capazes de auxiliar diretamente na metabolizacdo de compostos apolares e/ou coloniza-
los.

O segundo grupo é composto por isolados que se destacaram apenas nos ensaios de
emulsificacdo com seus sobrenadantes, sendo formado por 16 isolados de Timonha e 11 de
Icapui. De acordo com a literatura, o papel natural de biossurfactantes que sdo expelidos para

0 meio extracelular consiste em auxiliar a emulsificagcdo de substratos oleosos, aumentando
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sua biodisponibilidade para a comunidade, além de poder ter papel intermediando interacdes
ecologicas com outros organismos, uma vez que alguns desses compostos apresentam
atividades antimicrobianas, antivirais e antifingicas (RON & ROSENBERG, 2001,
STEINBUCHEL, 2011; PACWA-PLOCINICZAK et al, 2011). Dessa maneira, supde-se que
0s micro-organismos selecionados tenham importante papel ecolégico nos seus ambientes
naturais, auxiliando indiretamente a metabolizacdo dos substratos hidrofobicos, tornando-os
mais acessiveis para a comunidade.

O terceiro grupo representa os isolados que apresentaram boas atividades tensoativas,
capazes de reduzir em 50% ou mais o valor da tensdo superficial inicial do meio. O grupo €
composto por 5 isolados de Timonha e 8 de Icapui. Biossurfactantes com essa propriedade
contribuem para aumentar o grau de interacdo entre moléculas imisciveis, 0 que nos leva a
supor que os isolados pertencentes a este grupo também contribuam para aumentar a
biodisponibilidade de compostos hidrofébicos do ambiente, atuando conjutamente com 0s
isolados capazes de secretar biossurfactantes para o0 meio extracelular.

As intersecOes entre as atividades descritas s@o representadas por trés grupos. Duas
bactérias, TIM 72 e ICA 88, apresentaram bons indices de emulsificacdo para as células e
para 0s sobrenadantes. A presenca das duas atividades em um mesmo isolado pressupGe uma
maior contribuicdo para a metabolizacdo de compostos apolares, uma vez que esses isolados
tém potencial para emulsiona-los no ambiente e incorpora-los.

Nenhum isolado que tenha demonstrado boa atividade de E24 com as células e
boa capacidade de reducdo da tensdo superficial foi detectado nos dois manguezais. Ja o
grupo formado por bactérias que apresentaram bons indices de emulsificacdo com o
sobrenadante e, concomitantemente, foram bons agentes tensoativos (sexto grupo) foi
composto por 10 isolados de Timonha e 5 de lcapui. Biossurfactantes que apresentam,
concomitantemente, boas taxas de emulsificacdo e boa atividade tensoativa sdo ainda mais
eficazes em aumentar a biodisponibilidade de compostos hidrofébicos no ambiente, tornando
misciveis duas fases de polaridades diferentes.

Por ultimo, tem-se o grupo dos isolados que apresentaram excelentes atividades para
todos os ensaios realizados, representado por apenas um isolado de cada manguezal (ICA 24 e
TIM 49). Esses micro-organismos sdo capazes de aderir, incorporar e emulsionar compostos
oleosos presentes no ambiente.

Todos os dados obtidos foram relacionados no Apéndice B, apresentado no final

deste trabalho.
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5.2 Reacgdo de PCR para os genes sfp, ituD e Ipald

Apesar de 0s métodos tradicionais de cultivo serem de grande valia na
microbiologia, as condic¢des de cultivo sdo determinantes para a expressao ou nao de alguns
genes. Com base nisso, todos os 200 isolados foram submetidos a PCR utilizando iniciadores
especificos para os genes sfp, envolvido na sintese da surfactina, e ituD e Ipal4, envolvidos
na sintese da iturina, ambos pertencentes a familia dos lipopeptideos.

Os resultados positivos obtidos para o gene sfp dos 200 isolados estdo mostrados
na Figura 8.
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Figura 8 - Eletroforese em gel de agarose (1%) mostrando os isolados positivos de Timonha (A) e de Icapui (B),
para o gene sfp. C* - Controle positivo, B. subtilis LAMI008; B — Branco da reacao.

Das 200 linhagens obtidas, o manguezal de Timonha teve a menor taxa de
ocorréncia do gene sfp, estando esse presente em apenas 7% dos isolados, dos quais 3 foram
provenientes da area sem vegetacdo e 4, da regido coberta por R. mangle. Nenhum dos 30
isolados selecionados a partir da regido coberta por Avicennia schaueriana apresentou a
presenca do gene sfp. Ja no manguezal de Icapui, o gene foi encontrado em 11% dos isolados,
mas ndo foi encontrada diferenca significativa entre a ocorréncia do gene e as regides de
coleta dentro do manguezal. E importante observar que alguns dos isolados (TIM 10, TIM 68,
ICA 24, ICA 32 e ICA 56), positivos para sfp ja tinham se destacado pela capacidade de
produzir emulsdo e de reducéo da tensdo superficial, representando, assim, fontes promissoras

para a producgéo de surfactina.



31

Kim e colaboradores (2000) realizaram a clonagem do gene sfp em bactérias
previamente ndo produtoras de surfactina, obtendo apds isso, linhagens produtoras do
biossurfactante e que passaram a ter a capacidade de emulsionar hidrocarbonetos de cadeira
longa. Dessa maneira, o0s isolados selecionados neste estudo devem desempenhar um
importante papel no seu ambiente de origem, particularmente na metabolizagdo de
hidrocarbonetos. Dessa forma, ressalta-se o valor dos resultados obtidos nesse trabalho, pois
um total de 18 isolados detentores do gene para surfactina foram obtidos podendo esses
isolados serem utilizados em aplicacbes ambientais, que requeiram tensoativos.

Em relacdo aos genes envolvidos na sintese da iturina, os resultados positivos obtidos

para as 200 linhagens estdo mostrados na Figura 9.
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Figura 9 - Eletroforese em gel de agarose (1%) mostrando os isolados positivos de Timonha (A) e de Icapui (B),
para os genes ituD e Ipal4. C* - Controle positivo, Bacillus sp. 255 ; B — Branco da reacio.

Dos 200 isolados obtidos, a taxa de ocorréncia do gene ituD foi de 11% para o
manguezal de Timonha e de 7% para o manguezal de Icapui e a do gene Ipal4, de 7% no
manguezal de Timonha e 6% para Icapui. Da mesma forma como foi observado para o gene
sfp, alguns desses isolados positivos ou para o gene ituD ou para o gene Ipal4 ja haviam se
destacado nos ensaios de emulsificacdo e de tensdo superficial, sendo eles TIM 3, TIM 13,
TIM 94, TIM 96, TIM 100, TIM 104 e ICA 36. Embora ambos 0s genes sejam descritos
como essenciais a producédo do lipopeptideo iturina (HSIEH et al, 2008), em alguns casos, 0s
dois ndo tiveram ocorréncia simultdnea, como nos isolados TIM 13, TIM 58, TIM 90, TIM
94, TIM 103, TIM 104, ICA 62 e ICA 74, onde foi encontrado apenas o gene ituD, e nos
isolados TIM 60,TIM 100 e ICA 85, onde foi encontrado apenas o gene Ipald. Assim, é
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razoével especular que em tais isolados os genes individualmente estejam envolvidos com a
producdo de outros lipopeptideos, o que explicaria os resultados de emulsificacdo e de
reducdo de tensdo superficial encontrados. Os resultados foram plotados em graficos para
facilitar a visualizagdo dos potenciais isolados produtores de surfactina (gene sfp) e iturina
(genes ituD e Ipal4, simultaneamente) de cada manguezal (Figura 10).
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Figura 10 — Taxas de ocorréncia dos genes sfp e ituD e Ipal4 nos 200 isolados selecionados dos manguezais do
Timonha e Icapui.

Os resultados para os trés genes estdo apresentados no Apéndice C, onde é possivel
constatar que em nenhum dos 200 isolados ha a producéo simultanea de surfactina e de iturina
(determinada pela presenca dos genes ituD e Ipal4 simultaneamente), 0 que demonstra que a
estratégia experimental desse estudo detectou diferentes populacBes de bactérias produtoras
de lipopeptideos.

Na Tabela 3 é possivel visualizar os resultados moleculares positivos obtidos
juntamente com os resultados dos ensaios de emulsificacdo e de tensdes superficiais
discutidos anteriormente. Os valores dos ensaios de emulsificacdo e de reducdo da tenséo
superficial considerados mais significativos e as amplificacbes positivas para surfactina e

iturina encontram-se marcados em amarelo.
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Tabela 3 — Resumo das atividades tensoativas e da presenga dos genes sfp, ituD e Ipal4 de isolados bacterianos

selecionados a partir de amostras de sedimentos dos man

guezais Timonha e Icapui.

Isolados Meédia do Meédia do E24 Valor de sfp ItuD + Ipald
E24 com as com o0s reducdo da
células sobrenadantes |  tensdo %
TIM3 6,5+ 4,0 56 + 0 52% + 0% - +
TIM 10 6+0 63+ 0 54% + 1% + -
TIM 17 39,5 +4,0 60 + 0 44% + 1% g -
TIM 26 0+0 16 +0 38% + 5% - +
TIM 27 60 + 0 0+0 48% + 0% + -
TIMS58 34,75+ 3,5 25+1,7 48% + 1% + -
TIM 61 23+15 60 + 0 49% + 1% g -
TIM 63 35+5,7 43+0 49% + 1% + -
TIM 67 0+0 8+0,9 50% + 2% - +
TIM 68 0+0 60 + 0 50% + 0% + -
TIM 87 0+0 60 £ 0 43% + 0% - +
TIM 96 0+0 56 + 0 52% + 0% - +
ICA9 17+1,1 60+ 0 45% + 0% + -
ICA 10 0+0 0+0 47% + 0% - +
ICA 12 13+0 61,5+ 1,7 48% + 0% - i
ICA 13 10+ 0 58 + 5,7 48% + 1% - i
ICA 24 50 +1,1 64,5 + 3,0 52% + 0% + -
ICA 32 9,5+4,0 63+0 51% + 1% + -
ICA 36 0+0 63 + 3,4 50% + 0% - +
ICA 41 0+0 66 + 0 42% + 0% - +
ICA 44 37+2 8,25+ 5,6 31% + 1% + -
ICA 56 36+0 63+0 52% + 0% + -
ICA 60 10+£1,1 0£0 27% + 0% + -
ICA 74 0+0 8+0,9 40% + 5% + -
ICA 75 16 +0 60+ 0 43% + 0% + -
ICA 81 6+0 615+173  44% +1% + -
ICA 82 20 + 0 5+57 42% + 0% + -
ICA 86 50 + 0 36+0 33% + 0% + -
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Com base nos dados da tabela, supde-se que os genes detectados estejam sendo
expressos uma vez que, com poucas excegoes, 0s isolados positivos para os genes estudados
se destacaram em pelo menos uma das atividades pesquisadas.

Stankovi¢ e colaboradores (2012) realizaram uma selecdo de 205 bactérias
pertencentes ao género Bacillus, isoladas de diversos ambientes, tendo por base a presenca de
genes envolvidos na sintese de lipopeptideos como bacilomicina D, surfactina, iturina,
fengicina. Destes, 81% apresentaram 0 gene necessario para a sintese de bacilomicina D, 54%
foram positivos para a surfactina, 38% para iturina e 25% para fengicina. O estudo também
constatou que a maior parte dos isolados testados foi capaz de produzir mais de um dos
lipopeptideo pesquisados. Comparando com os dados obtidos no presente trabalho, podemos
supor que muitos dos micro-organismos selecionados como produtores de surfactina ou

iturina possam ser capazes tambem de produzir outros biossurfactantes.

5.3 Atividade dispersante do 6leo com as linhagens promissoras

De acordo com Ramkrishna (2010), contaminagdes dos mares e costas com
hidrocarbonetos provenientes de acidentes de vazamentos € um problema mundial e esses
Oleos podem persistir no ambiente marinho por muitos anos ap6s um derramamento de dleo,
podendo atingir areas costeiras, como restingas e mangues. Tendo em vista a susceptibilidade
do ecossistema manguezal, as bactérias positivas para pelo menos um dos trés genes
pesquisados foram testadas quanto a suas capacidades para dispersar 0leos. Os resultados

obtidos estdo mostrados na Figura 11.
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Ensaios de dispersdo do 6leo

—

~igura 11a - Dispersdo de 6leo produzida por culturas de isolados bacterianos selecionados a partir de
sedimentos dos manguezais do Timonha e Icapui, agrupados de acordo com a presenca do gene para
surfactina (sfp).
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Ensaios de dispersdo do 6leo
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Figura 11b - Dispersdo de éleo produzida por culturas de isolados bacterianos selecionados a partir de sedimentos
dos manguezais do Timonha e Icapui, agrupados de acordo com a presenca dos genes para iturina conjuntamente
(ituD e Ipal4) ou para apenas um dos dois genes, ituD ou Ipal4.

Os resultados observados no ensaio de dispersdo de 6leo revelaram biossurfactantes
promissores, muitos dos quais promoveram a formacédo de halos equivalentes ao didmetro da
placa utilizada. Destes, sete possuem o gene sfp (isolados TIM 10, TIM 27, ICA 9, ICA 24,
ICA 32, ICA 56 e ICA 75) e cinco possuem ambos 0s genes da iturina (isolados TIM 3, TIM
26, ICA 12, ICA 13 e ICA 41). Dos isolados que apresentaram apenas um dos genes

necessarios a sintese da iturina, TIM13 merece destaque, por ter apresentado uma excelente
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atividade dispersante, apresentando apenas o gene ituD. Com base na literatura, ambos ituD e
Ipald sdo necessarios para a producdo da iturina A (HSIEH et al, 2008; LIN, TSANG & LIU,
2011), o que nos leva a supor que, nesse caso, outro lipopeptideo esteja sendo sintetizado,
sendo responsavel pela atividade dispersante exibida.

E interessante ressaltar que o ensaio de dispersdo foi realizado com os sobrenadantes
brutos da cultura e com uma espessa camada de éleo derramado, 0 que demonstra o grande
potencial dos isolados positivos para aplicacfes praticas de limpeza de dleo da agua.

Carvalho (2012) estudou 66 isolados bacterianos quanto a producdo de
biossurfactantes e, para tanto, utilizou a metodologia da dispersdo do 6leo, utilizando 100 pl
de 6leo diesel, para identificar as bactérias mais promissoras. Como resultado, encontrou que
todas as linhagens apresentaram a producdo de algum halo de dispersdo, mas apenas 17
(equivalente a 25%) foram capazes de gerar halos com o diametro total da placa de Petri. No
presente trabalho, dos 37 isolados testados, apenas dois ndo apresentaram atividade de
dispersdo de oleo e treze (equivalente a 35%) demonstraram potencial para gerar halos do
tamanho maximo permitido. E importante salientar também que no presente trabalho, o ensaio
foi realizado com uma quantidade significativamente maior de 6leo (0,25 g) do que o usado
por Carvalho (2012).

Chandrasekar, Sorial e Weaver (2006) salientaram a influencia da salinidade na
atividade dispersante. Em geral, maiores salinidades tendem a favorecer a acdo de
dispersantes, o que sugere que, em situacdes reais de derrames de 6leo no meio marinho, 0s
dispersantes estudados teriam um desempenho ainda melhor do que o observado.

Youssef e colaboradores (2004) avaliaram a confiabilidade do método de
espalhamento do 6leo e o indicaram como um excelente método para a busca por bactérias
produtoras de biossurfactantes, estando relacionado com a capacidade de reducdo da tenséo
superficial. Além disso, a reducdo da tensdo superficial esta limitada a CMC da molécula,
pois depois de atingida essa concentracdo, ndo ha diminuicdo no valor da tensdo. Por outro
lado, o ensaio de dispersdo do Gleo ndo esta limitado ao valor da CMC, de forma que halos
maiores sdo formados conforme maiores sejam as concentracdes do biossurfactante.

E importante ressaltar também que todos os sobrenadantes utilizados foram
previamente submetidos a autoclavacdo a 121 °C/15 minutos. Dessa forma, as areas limpas
observadas na Figura 9 foram formadas por moléculas resistentes a altas temperaturas, o que
torna os resultados ainda mais interessantes do ponto de vista de aplicacfes ambientais e/ou

industriais.
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5.4 Concentracdo da producéo de biossurfactante com as linhagens promissoras

Morikawa, Hirata e Imanaka (2000) relataram que a area limpa observada no
ensaio de dispersdo do 6leo é diretamente proporcional a concentracdo do biossurfactante na
solugdo. Dessa maneira, 16 dos isolados positivos para pelo menos um dos genes testados,
além de terem sido avaliados quanto ao potencial para dispersar o 6leo, tiveram também seus

biossurfactantes extraidos para avaliagdo da sua concentracdo de producao (Figura 12).
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Figura 12 — Concentracdo de biossurfactantes produzidos pelas culturas de bactérias que apresentaram a
presenca de pelo menos um dos genes pesquisados.

Com base nas concentracGes obtidas, destaca-se ICA12 como muito promissora,
capaz de produzir mais de 1 g/L de biossurfactante nas condi¢bes do cultivo, sem nenhum
ajuste para aumentar a producao.

Saimmai, Sobhlon e Maneerat (2012b) testaram diferentes fontes de carbono
como substratos para a producdo de biossurfactante por um isolado de Leucobacter
komagatae. Dentre as fontes de carbono testadas, encontram-se: actcar comercial, glicose,
glicerol, molasse, 6leo de lubrificacdo usado, entre outros. De acordo com 0s rendimentos
obtidos, as melhores fontes de carbono para a producdo dos biossurfactantes por esse isolado
foram o aclcar comercial e a glicose, com o0s respectivos rendimentos de 0,7 e 0,6 g/L.
Comparando com os resultados obtidos no presente trabalho, onde foi utilizado glicose como
fonte de carbono no meio de cultura, os isolados ICA 12, ICA 13, ICA 24, ICA 56 e TIM 10

apresentaram valores mais elevados do que os obtidos por esses autores com a mesma fonte
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de carbono, demonstrando excelente potencial para a producdo do biossurfactante de
interesse.

Oliveira (2010) estudou a producdo da surfactina por uma linhagem de Bacillus
subtilis. Sabendo que as condigdes de cultivo sdo determinantes para a producdo dos
metabolitos, a autora também verificou alteracbes nos rendimentos frente a variagfes nas
concentracdes da fonte de carbono, e o rendimento méaximo obtido foi de 0,372 g/L, ap6s 48
horas de cultivo. Dessa maneira, chama-se atencédo para linhagens como ICA 09, ICA 12, ICA
13, ICA 24, ICA 32, ICA 56, ICA 75, TIM 10 e TIM 27, que apresentaram concentragdes
superiores a 0,5 g/L. Supde-se que estudos acerca do rendimento da producdo do
biossurfactante de interesse, submetendo os isolados & diferentes condi¢bes de cultivo,
variando, por exemplo, a fonte de carbono, de nitrogénio, velocidade de agitacdo da cultura,
temperatura do crescimento, entre outros, possam propiciar rendimentos ainda mais altos.

Comparando os resultados aqui obtidos com a literatura citada, obteve-se no presente
estudo uma selecdo de excelente qualidade, realizado com métodos de deteccdo de alta
confiabilidade, onde foram encontradas diversas linhagens promissoras para a producéo de
biossurfactantes, que se destacaram de maneiras distintas para as atividades testadas. Os
dados sugerem uma riqueza de espécies produtoras de lipopeptideos em sedimentos de
manguezais, considerando que foram encontrados varios isolados produtores de surfactina, de
iturina e, possivelmente, outros lipopeptideos.

N&o foram observadas diferengas significativas entre os dois manguezais que
sugerisse uma correlacdo positiva entre a ocorréncia de produtores de surfactantes
lipopeptideos com o grau de contaminagdo do manguezal. Embora Icapui seja um manguezal
mais antropizado do que o Timonha, com uma grande atividade de barcos pesqueiros que
usam Gleo diesel como combustivel, e que, portanto, poluem a agua e sedimentos, aléem de
situar-se numa regido considerada vulneravel, devido a atividade de extracdo de petrdleo, 0s
dois manguezais apresentaram frequéncias similares de cepas produtoras de lipopeptideos

surfactantes.
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6 Conclusdo

O estudo da frequéncia de isolados bacterianos produtores de surfactantes
lipopeptideos em sedimentos de dois manguezais do Ceara levou a obtencdo de 200 isolados,
com 65 deles se destacando pela producdo de biossurfactantes, uma frequéncia de 32,5%.
Desses, 18 séo produtores de surfactina e 10 sdo produtores de iturina. Treze isolados se
destacaram pela excelente capacidade de dispersar 6leo derramado em &gua. N&o se observou
diferenca significativa entre a riqueza de produtores de surfactantes e o grau de impacto dos
manguezais estudados ou aos diferentes habitats analisados dentro dos manguezais. Embora a
hipotese do trabalho n&o tenha sido confirmada, os resultados ressaltaram a importancia dos
manguezais como fonte de bactérias produtoras de biossurfactantes lipopeptideos, e sugerem

um papel constitutivo dessas moléculas nas populagdes produtoras.
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Apéndices

APENDICE A - Pontos de coleta georeferenciados dos dois manguezais estudados.

Timonha

Icapui
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-2°56’ 35.23”, -41°19° 3.83”
-2°56’ 35.77, -41°19° 4.33”
-2°56’35.12’, -41°19° 4.37”
-2°56’ 33.86”’, -41°19° 3.79”
-2°56°34.01”°, -41°19° 3.58”’
-2°56°33.04”°, -41°19° 4.15”
-2°56°33.79”°, -41°19° 4.51”°
-2°56’ 34.84”°, -41°19° 4.62”
-2°56° 33.65°, -41°19° 5.09”°
-2°56°32.647°, -41°19° 4.55”°
-2°56°33.40”°, -41°19° 4.55”°
-2°56° 35.88°, -41°19° 6.24”°
-2°56’ 34.62°°, -41°19° 6.24”
-2°56° 35.38°, -41°19° 5.52”°
-2° 56’ 34.65°, -41°19° 3.95”°

-4°41°27.96’, -37°21° 5.64”
-4° 41’ 28.98’, -37°21° 5.52”
-4° 41° 30.06’’, -37°21° 5.10”
-4° 41’ 31.02, -37°21° 5.58”
-4°41° 31.74°, -37°21° 5.58”
-4°41°31.32”°, -37°21° 8.40”’
-4°41°30.30”°, -37° 21° 8.52”’
-4°41° 29.46>°, -37° 21° 8.22”
-4°41°29.04>°, -37°21° 7.68”’
-4°41° 27.60”°, -37° 21" 7.44”
-4°41° 26.40”°, -37°21° 11.16™
-4°41° 27.66>°, -37°21° 11.88”
-4°41°28.98°°,-37° 217 12.60”°
-4°41°29.94”, -37°21° 12.90”
-4°41°30.12>°, -37°21° 13.62”
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APENDICE B — Resultados dos ensaios de E24 realizados com as células e com os sobrenadantes,

juntamente com os valores de tensdo superficial para os 200 isolados.

Isolados | Médiado | Médiado E24 | Valor de redugdo
E24 com as com os da tensdo %
células Sobrenadantes

M1 16+0 3310 21% + 3%
TIM2  18,75+3,4 00 18% + 1%
TIM 3 6,5+4,0 56+ 0 529% + 0%
TIM 4 6+0 00 539% + 0%
TIM6  19,75+2,8 345+2,4 47% + 4%
TIM 7 0+0 13+0 339% + 4%
TIM 8 23+11 00 33% + 3%
TIM 9 6+0 63+0 53% + 0%
TIM 10 6+0 63+0 54% + 1%
TIM11 12,25+2,8 00 52% + 2%
TIM 12 33+0 24+£4,2 34% + 5%
TIM 13 00 65,25+ 1,5 52% + 0%
TIM 14 33+0 56+ 0 48% + 2%
TIM 15 445+1,7 00 399% + 3%
TIM 16 310 50+ 0 42% + 2%
TIM 17 39,5+4,0 60+ 0 44% + 1%
TIM 18 3310 00 47% + 2%
TIM 21 160 160 32% + 4%
TIM 22 23+0 33+1,1 20% + 4%
TIM 23 8+0,9 8+0,9 18% + 0%
TIM 24 00 160 27% + 0%
TIM 25 19,5+£4,0 37+0 30% + 2%
TIM 26 0+0 16+0 38% + 5%
TIM 27 60+ 0 0+0 48% + 0%
TIM 29 40+0 0+0 31% + 1%
TIM 30 100 21,5+2,4 30% + 4%
TIM 31 6,5+0,7 0+0 20% + 0%
TIM 32 200 0+0 13% + 6%
TIM 33 33+0 600 50% + 0%
TIM 34 0+0 3310 43% +4%
TIM 35 00 43+8,0 9% +5%
TIM 36 16+0 500 32% +2%
TIM 37 13+0 0+0 33% +3%
TIM 39 0+0 0+0 51% +1%
TIM 40 130 36,5+4,0 529% +0%
TIM 41 6,5+7,5 0+0 38% + 2%
TIM 42 00 23+1,1 48% + 3%
TIM 43 43+0 26,25 +4,7 39% + 3%
TIM 44 145+1,7 130 33% + 4%




Isolados Média do Média do E24 | Valor de reducao
E24 com as com os da tensdo %
células Sobrenadantes
TIM 45 32£4,2 20+1,1 319% + 1%
TIM 46 00 0x0 259% + 2%
TIM47  115%13 15+1,7 28% + 5%
TIM 48 19,5+4,0 51,5+1,7 29% + 1%
TIM 49 60+0 54,5+1,7 51% + 1%
TIM 51 5%5,7 0+0 9% + 5%
TIM52  11,5+13 0+0 46% + 5%
TIM 53 33+0 0+0 30% + 5%
TIM 54 0x0 2310 48% + 1%
TIM55  21,5%5,1 33+0 18% + 3%
TIM 56 12,5+5 60+ 0 42% + 0%
TIM 57 13+0 0+0 26% + 3%
TIM58  34,75+3,5 25+1,7 48% + 1%
TIM 59 29,5+4,0 60+ 0 48% + 0%
TIM60  30,75+1,5 200 44% + 3%
TIM 61 23+1,5 60+ 0 49% + 1%
TIM 62 0+0 0+0 46% + 3%
TIM 63 35+5,7 43+0 49% + 1%
TIM 64 10+0 43+0 47% + 0%
TIM 65 200 53+3,4 38% + 4%
TIM 66 60 26,25+5,3 43% + 2%
TIM 67 0+0 8+0,9 50% + 2%
TIM 68 0+0 600 50% + 0%
TIM 69 46+ 0 39,75+1,2 44% + 3%
TIM 70 200 21,5+1,3 329% + 4%
TIM 71 200 500 28% + 2%
TIM 72 500 500 30% + 2%
TIM 73 330 0+0 23% + 1%
TIM 74 530 21,5+1,3 23% + 2%
TIM 75 41,5+0,9 43+0 30% + 0%
TIM 76 20£0 0x0 27% + 2%
TIM 77 0+0 530 45% + 2%
TIM 80 300 500 48% + 1%
TIM 81 0+0 660 44% + 1%
TIM82  43,25+4,7 2,528 28% +1%
TIM83  26,25+2,8 49+4,2 29% +1%
TIM 84 47+4,2 51,5+1,7 26% +1%
TIM 85 38+6,2 16,5+ 7,5 20% + 2%
TIM 86 30,5+3,3 46 +0 24% + 1%
TIM 87 0+0 60+ 0 43% + 0%
TIM88 38,75 +3,4 11,5+1,7 41% + 1%
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Isolados Média do Média do E24 | Valor de reducao
E24 com as com os da tensao %
células Sobrenadantes

TIM 89 0x0 0x0 38% + 3%
TIM 90 010 600 43% + 0%
TIM 91 36,25 +4,7 10+0 46% + 1%
TIM 92 37,25+6,7 160 40% + 4%
TIM 93 21,5+1,3 21,5+1,3 329% + 0%
TIM 94 010 6310 50% + 0%
TIM 95 3310 21,5+1,3 46% + 3%
TIM 96 0+0 56+ 0 529% + 0%
TIM 97 27,5+5 0+0 47% + 2%
TIM 98 260 0x0 38% + 4%
TIM 100 28+5,7 60+ 0 529% + 0%
TIM 101 26,5+7,5 0+0 48% + 2%
TIM 102 200 0+0 43% + 1%
TIM 103 53+0 19,5+ 4,0 39% + 3%
TIM 104 010 63+3,4 50% + 0%
TIM 106 3310 0+0 30% + 0%
TIM 107 600 39+3,4 40% + 2%
TIM 108 2310 460 28% + 2%
TIM 109 360 0+0 23% + 3%
TIM 112 0+0 0+0 25% + 0%
ICA1 0+0 0+0 16% + 1%
ICA2 18,75%5,6 31,5+1,7 5% + 0%
ICA3 0+0 400 14% + 1%
ICA 4 0+0 59+2,0 50% + 0%
ICAS 6+0 46,5+ 4,0 36% + 3%
ICA6 13,5+2,8 39,5+4,0 16% + 1%
ICA7 10+0 0+0 15% + 0%
ICA 8 8+2,3 0+0 18% + 1%
ICA9 17+1,1 60+ 0 45% + 0%
ICA 10 0+0 0+0 47% + 0%
ICA 11 2,5+5,0 0+0 50% + 0%
ICA 12 1310 61,5+1,7 48% + 0%
ICA 13 10+0 58+5,7 48% + 1%
ICA 14 11+5,7 8+2,3 47% + 0%
ICA 15 3+3,4 00 49% + 1%
ICAl6 35,75+1,1 31,5+1,7 30% + 3%
ICA 17 245%+1,3 30,5+6,6 26% + 1%
ICA 18 0,75+1,5 00 34% + 1%
ICA 19 38+8,4 31,5+1,7 22% + 7%
ICA 20 51,5+1,3 32,25+2,8 28% + 1%
ICA 21 19+1,3 0+0 28% + 4%
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Isolados Média do Média do E24 | Valor de reducao
E24 com as com os da tensao %
células Sobrenadantes
ICA 22 0+0 0+0 50% + 0%
ICA 23 0x0 0+0 49% + 1%
ICA 24 50+1,1 64,5+ 3,0 52% + 0%
ICA 25 37+2,0 30,5+3,3 37% + 4%
ICA 26 27,75 5,6 0+0 24% + 1%
ICA 27 41,5+0,1 23+0 33% + 1%
ICA 28 23+34 0+0 28% + 3%
ICA 29 33+2,4 61,5+1,7 23% + 1%
ICA30  20,5+1,2 0+0 30% + 0%
ICA 31 24+6,1 6,5+4,0 39% + 5%
ICA 32 9,5+4,0 630 51% + 1%
ICA33  155+4,1 0+0 48% + 2%
ICA 34 0+0 0+0 47% + 0%
ICA 35 16+0 330 39% + 3%
ICA 36 0+0 63+3,4 50% + 0%
ICA37 12,25+1,5 19,5+ 4,0 45% + 4%
ICA 38 31,5+3 16+ 0 29% + 1%
ICA 39 21+5,7 6,5+7,5 23% + 0%
ICA 40 0+0 60 43% + 1%
ICA 41 0+0 660 42% + 0%
ICA43 22,25+1,5 44,5+5)9 35% + 2%
ICA 44 372 8,25%5,6 31% + 1%
ICA 45 43+8,0 560 24% + 1%
ICA 46 38+5,7 43+8,0 32% + 2%
ICA 47 0+0 0+0 43% + 0%
ICA 48 6,5+4,0 0+0 33% + 5%
ICA49  23,6514,7 8+0,9 27% + 4%
ICA 50 0+0 0+0 23% + 0%
ICA51 28+2,3 31,5+1,7 28% + 1%
ICA 52 26,5+7,5 230 22% + 4%
ICA 53 10+0 40,5+ 1,8 52% + 0%
ICA 54 0+0 0+0 43% + 3%
ICA 55 0+0 31+1,73 38% + 3%
ICA 56 360 630 52% + 0%
ICA 58 0+0 0+0 55% + 0%
ICA 59 00 5,75+ 6,7 45% + 5%
ICA 60 10+1,1 0+0 27% + 0%
ICA 61 8+0,9 25,5+5 21% + 3%
ICA 62 0+0 0+0 53% + 0%
ICA 63 245+0,9 0+0 41% + 6%
ICA 64 26,5+ 4,04 0x0 30% + 5%
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Isolados Média do Média do E24 | Valor de reducao
E24 com as com os da tensdo %
células Sobrenadantes

ICA 65 1010 010 33% + 3%
ICA 66 6,5+7,8 010 27% + 0%
ICA 67 0x0 0x0 43% +1%
ICA 68 35+5,7 38+2,5 48% + 0%
ICA 69 25+5 010 299% + 5%
ICA70 28+0,9 0x0 48% + 2%
ICA71  32,25%1,5 0+0 49% + 1%
ICA 72 25,75+5,0 0+0 36% + 2%
ICA 73 0+0 0+0 51% + 1%
ICA 74 0+0 8+0,9 40% + 5%
ICA 75 16+0 60+ 0 43% + 0%
ICA 76 13+2,4 600 42% + 0%
ICA77 33,75+15 0+0 42% + 0%
ICA 78 2610 27,55 38% + 3%
ICA 79 0+0 230 23% + 3%
ICA 80 27 %2 6310 43% + 1%
ICA 81 6+0 61,5+ 1,73 44% + 1%
ICA 82 200 5+5,7 42% + 0%
ICA 83 3+0 0+0 23% 5 %+
ICA 84 0+0 55+5,7 529% + 0%
ICA 85 3+0 0+0 50% + 2%
ICA 86 500 360 33% + 0%
ICA 87 25%5 32,25+2,8 40% + 2%
ICA 88 600 63,75+ 1,5 43% + 1%
ICA 89 0+0 8123 36% + 1%
ICA 90 1,5+1,7 0+0 38% + 1%
ICA91 16,5+1,9 0+0 32% + 4%
ICA 92 0+0 360 54% + 1%
ICA 93 33+24 60,75 + 1,5 48% + 4%
ICA 94 160 00 41% + 1%
ICA 95 300 31,25+3,5 35% + 2%
ICA 96 30+34 0+0 329% + 2%
ICA 98 5%5,7 00 30% + 0%
ICA 99 10+0 0+0 43% + 1%
ICA 100 0+0 10+1,1 41% + 1%
ICA 101 16+ 0 0+0 38% + 1%
ICA 102 48+1,7 0+0 42% + 0%
ICA 103 2011 30+3,4 29% + 3%
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APENDICE C - Resultado geral das linhagens positivas para os genes estudados.

Bactéria | PCR - sfp | PCR - ItuD | PCR - Ipa14
ICA 9 ¥ i i

ICA 10 .
ICA 12 .
ICA 13 .
ICA 24
ICA 32
ICA 36 .
ICA 41 .
ICA 44
ICA 56
ICA 60
ICA 62 i ¥ i
ICA 74
ICA 75
ICA 81
ICA 82
ICA 85 . i "
ICA 86 ¥ : i
TIM 3 . ¥ "
TIM 10 " i i
TIM 13 . " i
TIM17 " i i
TIM 26 . " "
TIM 27 " i i
TIM 58 " " i
TIM 60 . i "
TIM 61 " i i
TIM 63 " i i
TIM 67 . ¥ "
TIM 68 " i i
TIM 87 .
TIM 90 .
TIM 94 .
TIM 96 .
TIM 100
TIM 103
TIM 104

+ + +
+ + +

+ + +
1
1

+ + + +

+ + 4+ 4+

1
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