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RESUMO

Os manguezais s&o muito suscetiveis a derramamentos de 6leos, como resultado das diversas
atividades humanas, entre elas aquelas on shore e off shore da industria petrolifera. A
necessidade de métodos de limpeza é cada vez maior para remediar tais ecossistemas, e
técnicas cada vez menos prejudicais ao ambiente tém sido requeridas, destacando-se entre
elas, a biorremediagcdo. Nesse contexto, o objetivo desse estudo foi analisar a biodegradagéo
do n-hexadecano, um dos derivados do petrdleo, em sedimentos de manguezal por um
consorcio de bactérias previamente isolado de um manguezal impactado por petréleo, visando
sua aplicacdo em biorremediacdo. Para tal, as linhagens de bactérias foram testadas
isoladamente e em consércio. Para o consércio foram montados quatro microcosmos que
diferiram apenas na fonte de carbono. O primeiro continha apenas a matéria organica inerente
dos sedimentos, o0 segundo recebeu glucose, ao terceiro foram adicionados glucose e n-
hexadecano e o ultimo recebeu apenas n-hexadecano. Para os isolados foi testada apenas a
capacidade de degradar o n-hexadecano. O monitoramento da biodegradagédo foi feito por
meio de contagens do nimero de células viaveis e determinacdo da atividade desidrogenasica.
Os resultados obtidos mostraram que tanto a atividade metabolica quanto o nimero de células
foi significativamente maior nos microcosmos que receberam uma fonte de carbono extra,
confirmando o estabelecimento e metabolismo do consocio nos sedimentos. Além disso, ficou
provado ndo ser necessario a adicdo de glucose, haja vista que o consércio foi capaz de
crescer usando apenas n-hexadecano como fonte de carbono e energia. A partir da analise das
sete linhagens do consércio isoladamente foi possivel identificar que duas linhagens,
nomeadas HEX 5 e HEX 6, sdo essenciais para 0 consorcio, ja que sdo capazes de iniciar a
degradacdo do n-hexadecano, enquanto HEX 1 e HEX 4 também sdo capazes de usar 0 n-
hexadecano, embora com fase de adaptagdo mais demorada do que HEX5 e HEX6. As demais
linhagens do consorcio, HEX 2, HEX 3 e HEX 7 ndo mostraram atividade metabdlica
significativa neste experimento até o final dos 25 dias de monitoramento. O consorcio
formado pelas linhagens de bactéria HEX 1, HEX 4, HEX 5 e HEX 6, compreendendo
respectivamente os géneros Sphingomonas, Micrococcus, Gordonia e Micrococcus,
representa um produto em potencial para biorremediacdo de sedimentos de manguezal

contaminados com n-hexadecano por estratégia de bioaumentacéo.

Palavras-chave: Manguezal, biorremediag&o, consorcios bacterianos, n-hexadecano.



ABSTRACT

Mangroves are very susceptible to oil spills as a result of various human activities, including
those on shore and off shore of oil industry. The need of cleaning methods is increasing to
remedy such ecosystems, and techniques increasingly less harmful to the environment have
been required, highlighting among them, the bioremediation. In this context, the aim of this
study was to analyze the biodegradation of n-hexadecane, one of the derivatives of oil, in
mangrove sediments by a consortium of bacteria previously isolated from a mangrove
impacted by oil, for their application in bioremediation. To this, the bacterial strains were
tested alone and in consortium. For the consortium, four microcosms were mounted which
differed only in the source of carbon. The first contained only the organic matter inherent in
the sediments, the second received glucose, the third were fed with n-hexadecane and glucose,
and the last received only n-hexadecane. For the isolates, only the ability to degrade n-
hexadecane was tested. The monitoring of biodegradation was done by counting the number
of viable cells and determining the dehydrogenase activity. The results showed that both the
metabolic activity and cell number were significantly higher in the microcosms which
received an extra source of carbon, confirming the establishment and metabolism of the
consortium in the sediments. Moreover, it was proved not to be necessary the addition of
glucose, given that the consortium was able to grow only using n-hexadecane as a source of
carbon and energy. From the analysis of the seven strains of the consortium alone, it was
possible to infer that two strains HEX 5 and HEX 6, are essential for the consortium, since
they are able to initiate the degradation of n-hexadecane, while HEX 1 and HEX 4 are also
able to use n-hexadecane although need a longer adaptation phase. The remaining strains,
HEX 2, HEX 3 and HEX 7 showed no significant metabolic activity in this experiment by the
end of 25 days of monitoring. The consortium formed by HEX 1, HEX 4, HEX 5 and HEX 6,
comprising respectively strains of the genera Sphingomonas, Micrococcus, Gordonia e
Micrococcus, is a potential product for bioremediation of hexadecane-contaminated mangrove

sediments by the strategy of bioaugmentation.

Keywords: Mangrove, bioremediation, bacterial consortium, n-hexadecane.
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1 INTRODUCAO

Em Julho de 2008 a populacdo mundial alcancou 6.7 bilhdes de habitantes e as
estimativas para 2050 chegam a 9.1 bilhdes de habitantes. Em um mundo que cresce t&o
rapidamente em populagdo, com sua taxa de geracéo de lixo correspondente e com seus niveis
de consumo individuais, a eliminacdo de uma grande variedade de residuos € um
requerimento absoluto para promover o desenvolvimento sustentavel e garantir a qualidade
ambiental. Na realidade, h& um numero sempre crescente de residuos perigosos em todo o
mundo e esses representam um risco constante para a saude humana e para 0 ambiente
(STENUIT et al., 2008).

Os manguezais sdo ecossistemas que se encontram sempre em perigo de
contaminacdo por residuos domésticos e industriais devido a sua localizacdo em &reas
costeiras e por estarem estritamente relacionados a atividade humana (YU et al., 2005).
Dentre os tipos de contaminacao que podem atingir 0s manguezais, a contaminacao por 0leo é
a mais comum, devido a localizacdo dos manguezais proximo a regides ativas de producéo,
refino e transporte de petrdleo (BURNS; CODI, 1998). O Oleo representa um impacto
ecoldgico importante nos sistemas marinhos e terrestres (SANTOS et al., 2011 b), sendo 0s
hidrocarbonetos do petrdleo os contaminantes de solos mais comuns em todo o0 mundo
(DANDIE et al., 2010).

Uma gama de técnicas de limpeza tem sido desenvolvida com sucesso para limitar
o impacto causado pela polui¢do por 6leo. Uma énfase tem sido dada as técnicas que auxiliam
0s processos ambientais naturais para remover o0s poluentes do 6leo. A biorremediacdo é uma
dessas técnicas, e no contexto dos derramamentos de 6leo, tem como objetivo aumentar a taxa
de degradacéo do 6leo (RAMSAY et al., 2000).

A biorremedicdo é uma técnica de maior custo beneficio, eco-amigavel e eficiente
na limpeza dos ambientes contaminados do que os tratamentos fisico-quimicos. Ela pode ser
realizada in situ, no local da contaminacdo, ou ex situ, fora da area de contamina¢do ou em
biorreatores. Dentre as estratégias existentes, se destacam a bioaumentacdo que consiste na
adicdo de micro-organismos com caracteristicas catabdlicas especificas, capazes de degradar
0 contaminante, e o bioestimulo, que consiste na estimulacdo da microbiota nativa para o
mesmo fim degradativo (YAKUBU, 2007). Numerosos estudos laboratoriais tem
demonstrado a eficacia do bioestimulo e do bioaumento no aumento das taxas de degradacéao

de hidrocarbonetos tanto em solos quanto em sedimentos (XU et al., 2005).
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Nesse panorama, 0 objetivo desse trabalho consistiu em avaliar a capacidade de
um consorcio de bactérias, isolado de sedimentos de um manguezal contaminado com
petréleo, para degradar n-hexadecano em sedimentos, visando sua aplicacdo em

biorremediacéo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Manguezais

Os manguezais sdo ecossistemas situados na &rea de confluéncia entre o0s
ecossistemas terrestre e marinho, nas zonas tropicais e subtropicais do planeta (ALONGI,
2002). Nessas zonas, cerca de 75% da linha costeira e aproximadamente 18 milhdes de
hectares sdo ocupados por florestas de manguezais (KATHIRESAN; QASIM, 2005). O Brasil
juntamente com a Australia, Nigéria, Indonésia e o Pacifico Oeste detém cerca de 43% dos
manguezais do mundo (ALONGI, 2009).

Os manguezais sao caracterizados por estarem submetidos a condigdes restritivas e
dindmicas intensas devido ao regime das marés, as variacdes de temperatura e salinidade, e 0s
diferentes graus de anoxia. Estes ecossistemas s&o ricos e apresentam uma diversidade
animal e vegetal que é morfologicamente, fisiologicamente e ecologicamente adaptada as
constantes inundacdes, variacbes de pH e salinidade tipicas do ambiente no qual se encontram
(SPALDING; KAINUMA; COLLINS, 2010; SPALDING; BLASCO; FIELD, 1997;
KATHIRESAN; BINGHAM, 2001; ALONGI, 2007; ).

A vegetacdo dos manguezais é composta por poucas espécies que se distribuem de
forma caracteristica dentro do ecossistema, estabelecendo um padrdo tipico de zonacgdo
relacionado a salinidade, ao tipo de solo e a sua quimica, quantidade de nutrientes, tolerancias
fisiologicas, predacdo e competicio (SCHAEFFER-NOVELLI; CINRTON, 1990; SMITH,
1992). A vegetacdo apresenta adaptacdes morfologicas para viver nesse tipo de ambiente,
entre elas estdo os pneumatdforos, raizes aéreas, glandulas de sal nas folhas, embrides
viviparos, propagulos dispersos pelas marés e outros (SPALDING; KAINUMA; COLLINS,
2010; ALONGI, 2002).

No Brasil, os principais géneros de arvores tipicas desse bioma sdo Rhizophora,
Laguncularia, Avicennia e Conocarpus. A sua distribuicdo varia de forma que a por¢do mais
proxima do leito do rio é comumente pelo género Rhizophora, em direcdo ao ecossistema
terrestre ocorrem predominantemente os géneros Avicennia e a Laguncularia. A vegetacéo de
transicdo do manguezal para o ecossistema terrestre € comumente ocupada por Conocarpus
(SCHAEFFER-NOVELLI; CINRTON, 1990). Essas arvores dominam o fluxo de nutrientes
do ecossistema, retendo principalmente carbono e nitrogénio (ALONGI, 2002).

Os animais que habitam os manguezais sdo bastante diversificados, devido a

influéncia do ambiente marinho e terrestre na regido estuarina. Devido a alta abundancia de
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alimentos e abrigos, além da baixa pressdo de predacdo, 0s manguezais consistem no habitat
ideal para uma grande variedade de espécies animais. Suas interagdes ecoldgicas com a
vegetacdo e entre si, conferem aos manguezais caracteristicas unicas (NAGELKERKEN et
al., 2008).

A importancia ecoldgica do manguezal deriva do grande numero de func¢des que o
mesmo desempenha. Os manguezais possuem func¢Oes ambientais de grande importancia,
atuando como uma area de reproducdo, crescimento, alimentacdo e abrigo para diversas
especies animais (HOLGUIN; VAZQUEZ; BASHAN, 2001). S&o ecossistemas bastante
produtivos, que suportam uma grande diversidade através da sua cadeia alimentar, a qual se
inicia com as espécies vegetais e com sua microbiota tnica (BOUILLON et al., 2004). Além
dessas importancias ecoldgicas, eles sdo responsaveis pela reducdo da erosdo costeira, seus
sedimentos atuam como filtros bioldgicos de nutrientes e até mesmo de poluentes
(SPALDING; BLASCO; FIELD, 1997) devido a sua granulometria fina, com elevadas
porcdes de silte e argila, favorecem essa retencdo e a depuragdo desses compostos nesse
ecossistema (SANTOS et al., 2011; LAW, 1981).

Além disso, as regibes costeiras constituem uma das regiGes mais
bioquimicamente ativas da biosfera, representando uma fonte de carbono bastante importante.
Como 0s manguezais sdo 0s ecossistemas dominantes nessas regides, sdo eles os principais
agentes nesse ciclo do carbono, sendo responsaveis pela troca de sedimento, matéria organica
e gases entre 0 oceano, o continente e o rio (ALONGI et al., 2004).

Manguezais sdo ricos em relacdo a diversidade microbiana, e esses micro-
organismos sdo fundamentais para a manutencdo da produtividade, conservacgao e recuperacdo
desses ecossistemas. Bactérias, arquéias e fungos constituem cerca de 91% da biomassa
microbiana, enquanto microalgas e protozoarios correspondem apenas a 7% e 2%
respectivamente (ALONGI, 2002). Esses micro-organismos estdo diretamente envolvidos nos
ciclos biogeoquimicos, na transformacdo dos nutrientes, fotossintese, fixacdo do nitrogénio,
metanogénese, solubilidade do fosfato, reducdo do sulfato, produgdo de metabolitos, como
antibioticos e enzimas, e na formacdo do solo (VAN DER HEIDJEN; BARDGETT; VAN
STRAALEN, 2008; HOLGUIN; VAZQUEZ; BASHA, 2001). Além disso, sdo responsaveis
pela degradacdo da matéria organica e dos poluentes (URAKAWA et al., 2000), tendo um
papel central e importante no equilibrio e na saude do mesmo (GOMES et al., 2008).

Apesar de desempenhar esses diversos papéis de grande importancia, 0s
manguezais sdo comumente localizados em areas urbanas, logo sob constantes impactos das

atividades humanas, causadores da deterioracdo desses ecossistemas (GOMES et al., 2008).
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Desvio de agua doce para irrigacdo e ocupagdo das terras tém destruido extensivamente as
florestas de manguezal. A exploragdo intensiva desse ecossistema tem deixado os habitats
restantes bastante degradados (KATHIRESAN; BINGHAM, 2001). Segundo Duke e
colaboradores (2007), as florestas de manguezais estdo desaparecendo em todo mundo em
uma velocidade igual ou maior & degradacdo das florestas tropicais e dos recifes de coral.

Diante da atual situacdo de deterioragdo dos manguezais ao redor do mundo,
maior importancia tem sido dada a esse ecossistema. Tanto o governo como a opinido publica
tem aumentado o seu apoio a conservacdo dos manguezais (ALONGI, 2009). No Brasil, 0s
manguezais sio considerados Areas de Preservagdo Permanente (APP) e sdo protegidos por
legislacdo nacional. Esse ecossistema esta incluido em diversos dispositivos constitucionais
(Constituicdo Federal de 1988, art. 225) e infra-constitucionais (Lei n® 6.938/81 — Lei da
Politica Nacional do Meio Ambiente; Lei n°® 4.771/65 — Codigo Florestal; Lei n°® 6.766/79 —
Lei de Parcelamento do Solo; Lei Federal n° 9.605/98 — Lei dos Crimes Ambientais; Leli
Federal n° 7.661/98 — Plano Nacional de Gerenciamento Costeiro; Resolugio CONAMA n°
04/1985); porém, apesar desses aspectos positivos, muito ainda tem que ser feito para
conservar, proteger e recuperar efetivamente tais ecossistemas (SPALDING, KAINUMA,
COLLINS, 2010).

2.2 Micro-organismos nos manguezais

A atividade microbiana nos manguezais se encontra relacionada a grande
dindmica desses ambientes e aos diferentes nichos disponiveis, tanto no solo como na agua.
No solo, os microhabitats existentes podem variar em relacdo ao teor de oxigénio, ferro,
salinidade, matéria organica, pH, dentre outros, havendo uma grande diversidade de bactérias
que atuam nesses distintos nichos nos manguezais (HOLGUIN; VAZQUEZ; BASHAN,
2001).

Micro-organismos residentes de manguezais sdo organismos dinamicos, e devido
a sua grande plasticidade genotipica, sdo capazes de manifestar em pouco tempo fendtipos
distintos podendo se adaptar as diversas mudancas ambientais (ROSZAK; COLWELL, 1987).
Portanto, variacbes em fatores ambientais acabam por direcionar 0 crescimento e
desenvolvimento das populagdes microbianas (MANDIGAN; MARTINKO; PARKER,
2010).
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A variedade genotipica reflete diretamente na diversidade metabdlica encontrada
nesse ecossistema. Essas caracteristicas aliadas a sua rapida capacidade de multiplicacdo
fornecem aos micro-organismos um grande potencial de degradacdo de diferentes moléculas
(RAMSAY et al., 2000). A taxa e extensdo da biodegradacdo podem variar e dependem da
estrutura da comunidade microbiana e das condigdes ambientais existentes (ALVAREZ;
ILLMAN, 2006).

Além de serem responsaveis pela degradacdo da matéria organica no ambiente e
repor os nutrientes no ecossistema, a biodegradacéo realizada por micro-organismos também
€ 0 mecanismo primario de eliminacdo de poluentes e substancias xenobidticas do ambiente
(ATLAS, 1981). A utilizacdo do potencial metabdlico de organismos vivos, como vegetais ou
micro-organismos, ou de seus metabolitos para recuperar ambientes impactados através da
eliminacdo, reducdo ou transformacdo dos compostos nocivos ao ambiente é chamada
biorremediagdo (ALVAREZ; ILLMAN, 2006).

Varios micro-organismos tém se mostrado extremamente versateis em catabolizar
moléculas recalcitrantes. Trabalhos atuais na area tém mostrado que as bactérias juntamente
com os fungos se destacam da degradacdo de diversos poluentes, apresentando alto potencial
de acdo na recuperacdo de ambientes contaminados (PEREIRA; FREIRAS, 2012). A
eficiéncia desses organismos na degradagdo desses compostos depende, em muitos casos, da
estrutura da molécula e da presenca de enzimas habeis em degradar o produto (TONINI;
REZENDE; GRATIVOL, 2010).

O acumulo de poluentes urbanos derivados do petréleo e os acidentes ambientais
envolvendo derrames desse composto em ecossistemas costeiros consistem em um Sério
problema ambiental e tém sido significantemente registrados nas ultimas décadas. Dentre 0s
tratamentos para remediacdo existentes, a descontaminacdo bioldgica tem se mostrado uma
técnica eficiente, tanto como uma alternativa aos tratamentos fisicos e quimicos, como uma
complementacdo a esses tratamentos. A maior atencdo dada a preservacdo do ambiente e
reducdo dos impactos no mesmo sdo uns dos maiores atrativos dessa técnica de remediacéo
dos ambientes.

Micro-organismos degradadores de hidrocarbonetos sdo ubiquos na maioria dos
ecossistemas onde 0s contaminantes podem servir como fonte de carbono (MARGESIN;
ZIMMERBAUER; SCHINNER, 2000; RAMSAY et al., 2000). Dessa forma, como 0s
manguezais se localizam préximos aos polos de atividade humana e acabam por acumular

grandes quantidades de poluentes antropogénicos, ndo é surpreendente que 0S micro-
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organismos encontrados nesse ecossistema tenham desenvolvido a habilidade de metabolizar
diversos compostos organicos, como hidrocarbonetos do petroleo (ATLAS, 1981).

2.3 Impactos no ecossistema manguezal

Os manguezais apresentam um histérico de diversos impactos devido a sua
relagdo com o crescimento populacional e desenvolvimento das cidades. Os principais
impactos para perda e degradacdo dos manguezais compreendem as atividades relacionadas a
extracdo de madeira, conversdo das areas para agricultura, producdo de sal, extracdo de
estanho, aquicultura, atividades industriais, lancamentos de esgotos, lixo e agrotdxicos,
turismo e sobre-exploracdo dos recursos (MACINTOSH; ASHTON; HAVANON, 2002;
ALONGI, 2002; SPALDING; KAINUMA; COLLINS, 2010).

Os impactos associados as essas atividades sdo extensos e a magnitude
considerada preocupante em todo mundo. Quando atingem o0s niveis basais da cadeia
alimentar, acabam por alterar todo o sistema. Uma vez que a microbiota sofre alteracdes na
sua composicgéo, todo o ambiente sofre com essas alteragdes (KUIPER et al., 2004).

A poluicdo tornou-se uma preocupacdo global devido a contaminacdo do
ambiente com compostos indesejaveis e ao efeito negativo que esses poluentes causam nao
somente no ambiente, mas também na salde humana (KUIPER et al., 2004). Dentre os
poluentes mais perigosos estdo os hidrocarbonetos do petréleo, maiores poluidores dos
ambientes marinhos (GENTILI et al., 2006; MARGESIN; ZIMMERBAUER; SCHINNER,
2000) e um dos grandes responsaveis pela contaminacdo de solos urbanos e de solos proximos
as infraestruturas. De acordo com a Agéncia Ambiental Européia, as atividades industriais sdo
responsaveis por mais de 60% da poluicdo encontrada nos solos da Europa, onde o setor
petrlifero corresponde sozinho a 14% desse total. Dentre os contaminantes conhecidos mais
perigosos estdo 0s metais pesados (37%) e os 6leos minerais (33%) (EPA, 2009).

Dentre os exemplos mais recentes de grandes contaminagdes consiste no derrame
de 6leo que ocorreu no golfo do México (Figura 1). Tal derrame foi considerado o maior
acidente registrado, e que causou impactos nos ecossistemas da regido e na economia de

diversos paises.
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Figura 1: Alastramento de Oleo para ecossistemas costeiros ap6s o derrame no golfo do

México.

Fonte:
http://www.oregonlive.com/news/index.ssf/2010/05/bp_concedes_oil_spill_in_gulf.htm

Os manguezais funcionam como um reservatério de tais poluentes devido a sua
alta capacidade de retencdo que é favorecida pela circulacdo das marés devido aos processos
de inundacdo e escoamento, que permitem que maiores quantidades do poluente entrem no
ecossistema e sejam retidos (SANTOS et al., 2011; BURNS; GARRITY; LEVINGS, 1993).
Essa retencdo de poluentes magnifica a toxicidade dos compostos e acaba afetando a salde do
ecossistema (SANTOS et al., 2011; BRITO et al., 2009).

O impacto do 6leo no manguezal, como também em outros ecossistemas, é
relacionado ao tipo de poluente, quantidade derramada, toxicidade, padrdo de deposicdo e
tempo de retengdo. Todos esses fatores causam danos para a vegetagdo, o que
consequentemente é transferido para os outros elementos componentes do sistema,
influenciando processos e alterando as caracteristicas ambientais locais através de
modificagdes quimicas e/ou fisico-quimicas (SANTOS et al., 2011).

Os componentes do petréleo sdo conhecidos como o0s mais prejudiciais aos
manguezais, causando danos imediatos aos organismos residentes. (NANSINGH;
JURAWAN, 1999). O petréleo € composto por uma mistura complexa de hidrocarbonetos,
incluindo alifaticos, aliciclicos e aromaticos, que varia de acordo com a localizacéo

geografica e condicbes fisicas, quimicas e bioldgicas que o originaram (CRAPEZ et al.,
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2002). Apesar da maior parte de seus componentes ser biodegradavel, cerca de 10% a 40% do
petroleo é recalcitrante no estado bruto ou refinado. Tais compostos sdo nocivos aos
organismos Vivos por serem toxicos, mutagénicos e carcinogénicos, podendo causar impactos
agudos e cronicos, causando efeitos adversos no equilibrio do ecossistema (CRAPEZ et al.,
2002; DUKE et al., 2000).

Em muitos casos envolvendo acidentes com derramamento de 6leo, a degradacao
dos poluentes no sedimento pode ser seriamente retardada por diversos fatores, envolvendo
tanto fatores ambientais como a prépria composicdo do 6leo. Nesses casos, a recuperacdo
pode levar um longo tempo, ou 0 dano pode ser permanente, e nessas situacdes a melhor
estratégia é intervir nesse processo para acelerar a recuperacdo do ambiente (BURNS; CODI,
1998).

A legislacdo brasileira exige que areas contaminadas devam ser remediadas, para
minimizar a interferéncia ambiental e restaurar os ecossistemas. Para isto, sd0 necessarios o
diagnostico, a analise e 0 monitoramento do impacto e medidas mitigadoras (CETESB, 2010).

A Resolucdo do CONAMA 273/2000, define que toda instalacdo e sistemas de
armazenamento de derivados de petrdleo configuram-se como empreendimentos
potencialmente ou parcialmente poluidores e geradores de acidentes ambientais, considerando
que os vazamentos de derivados de petréleo e outros combustiveis podem causar
contaminacdo de corpos de agua subterraneos e superficiais, do solo e do ar. Dentro desse
contexto, atualmente, inUmeras pesquisas relacionadas a remediacdo de areas atingidas por
produtos petroquimicos sdo realizadas com a finalidade de restaurar a qualidade desses

ecossistemas.

2.4 Biodegradacao

Mesmo que uma por¢do menor do petréleo seja considerada recalcitrante, em um
derrame, isso pode representar toneladas de poluentes impactando ecossistemas, onde séo
bioacumulados e biomagnificados na cadeia trofica. O destino destes compostos ira depender
da interacdo de diversos fatores, destacando-se a degradacdo microbiana (CRAPEZ et al.,
2002).

A presenca de hidrocarbonetos em toda a biosfera explica a capacidade de muitos
micro-organismos serem capazes de utilizar esses compostos como substratos de crescimento
(RAMSAY et al.,, 2000; MARGUEZIN; ZIMMERBAUER; SCHINNER, 2000). Muitos

micro-organismos, como bactérias, cianobactérias, fungos, leveduras além de algumas algas
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verdes, sdo capazes de oxidar hidrocarbonetos, crescendo em sua superficie e os utilizando

como doadores de elétrons. Durante esse processo, as bactérias utilizam o seu potencial

fisioldgico para remover poluente do meio transformando o petréleo em biomassa, agua e
dioxido de carbono (CRAPEZ et al., 2002).

A tabela 1 indica os principais géneros de bactérias e fungos capazes de degradar
0s produtos organicos de origem petrolifera.

Tabela 1. Relagdo dos produtos de origem petrolifera e alguns de seus respectivos micro-
organismos degradadores de acordo com OLIVEIRA, 2013.

Produto

Micro-organismo —
Género

Alvo de degradacéo

Referéncia

Hidrocarbonetos
Aromaticos
Policiclicos
(HAP’s)

Hidrocarbonetos

Mucor, Gliocadium,
Penicillium,
Phialophora,
Trichoderma,
Scopulariopsis e
Coniothyrium
Cladosporium,
Fusarium,
Penicillium,
Aspergillus e
Pleorotus
Phanerochaete

Aspergillus,
Penicillium,
Paecilomyces e
Fusarium
Aspergillus,
Penicillium,
Fusarium,
Amorphoteca,
Neosartorya,
Paecilomyces
Talaromyces e
Graphium
Paecilomyces
Aspergillus,
Cladosporium.,
Penicilium sp. e
Phoma sp.
Aspergillus sp.
LEBM2

Degradacdo do
pireno

Biodegradagéo de
HAP’s

Metabolizar
hidrocarbonetos
aromaticos

Capazes de degradar
compostos
fenolicos

Ravelet et al.
(2000)

Mollea et al. (2005)

Aradujo et al. (2002)

Chaillan et al.
(2004)

Conceicao et al.
(2005)

Silva et al. (2007)

Passos et al. (2009)
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Microbacterium Kang et al. (2005);
Hidrocarbonetos Rhodococcus Capazes de
aromaticos Cladophialophora  catabolizar benzeno, Nikolova; Nenov
BTEX (benzeno, Ccladosporium tolueno, etilbezeno (2005)
tolueno, etilbezeno Pseudomonas, xilenos
e xileno) Rhodococcus (BTEX). Teixeira; Bento
(2007)

Degradacéo de

Tolueno e Xileno Pseudomonas tolueno e xileno Otenio et al. (2005)

Biodegradacéo de
Bacillus e hidrocarbonetos de

n- hexadecano Ochrobactrum cadeias
longas

Costa (2006)

Apresentam maior
velocidade
Atrazine + Aspergillus, de crescimento radial
simazine Penicillium e a partir de Colla et al. (2008)
Trichoderma solo contaminado
com Atrazine
+ simazine

Capazes de degradar
alcanos
normais (C10-36
Alcanos Rhodococcus alcanos) e Makiko et al.
alcanos ramificados (2010)
(pristano,
fitano)

Fonte: OLIVEIRA, 2013.

O petréleo €é constituido por diferentes classes de hidrocarbonetos e devido a esse
fato, a degradacdo de seus compostos ndo pode ser realizada por uma sé espécie microbiana,
sendo necessaria a formacdo de consorcios compostos por espécies distintas. O uso de
consorcios microbianos € mais efetivo do que culturas puras na biodegradacdo, pois a

complementacdo metabdlica e a diversidade enzimatica proporcionada por esses consorcios
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permitem a degradacdo do Oleo, remediando 0s compostos quimicos, reduzindo as
concentragdes no ambiente ou reduzindo a toxicidade dos compostos (CRAPEZ et al., 2002).

Os hidrocarbonetos saturados, especialmente os alcanos (C14-Cy), constituem a
maior fracdo do Oleo cru por massa, portanto, a biodegradacdo desses hidrocarbonetos é
quantitativamente o processo mais importante na remog¢éo do 6leo cru do ambiente (HEAD;
JONES; ROLING, 2006; WENTZEL et al., 2007; ROJO, 2009).

Os n-alcanos sdo moléculas apolares que ndo possuem grupos funcionais. Eles séo
qguimicamente muito inertes e precisam de uma energia externa para serem ativados, porém
micro-organismos podem utiliz&-los como fonte de energia (WENTZEL et al., 2007; ROJO,
2009). Entretanto, a sua atenuacdo natural por micro-organismos potenciais pode ser reduzida
devido a sua baixa solubilidade em agua e afinidade por membranas celulares microbianas.

Pertencente a essa categoria, 0 n-hexadecano (CieHss) tem sido usado como
molécula modelo por muitos pesquisadores devido a sua presenca em muitos ambientes
contaminados com derivados do petréleo e conhecida biodegrabilidade por distintas
populacdes microbianas (PARTOVINIA; NAEIMPOOR; HEJAZI, 2010; GRAHAM et al.,
1999). O uso de um composto quimico puro em vez de uma fracdo permite acompanhar a
degradagdo do contaminante com mais precisio (MERINO; BUCALA, 2007). As
propriedades fisico-quimicas do n-hexadecano se encontram na tabela 2.

Tabela 2: Propriedades fisico-quimicas do n-hexadecano.

Formula molecular Ci6Haa
Peso molecular 226,44
Ponto de fusdo 18°C

Ponto de ebuli¢do 287°C
Solubilidade 0,00628
Low Kow 91

Fonte: ROCHA, 2008 (adaptado de STROUD et al., 2007).
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Em relagdo ao comportamento do n-hexadecano em organismo vivos, estudos
realizados por Little e colaboradores (1986) mostraram a grande persisténcia do n-hexadecano
em tecidos (hepatopéancreas, masculo da cauda e hemolinfa) da lagosta espinhenta e da
lagosta americana. A radioatividade derivada do n-hexadecano se mostrou persistente tanto na
lagosta espinhenta (meia-vida: 4.6 semanas) como na lagosta americana (meia-vida: 11.2
semanas). Nas duas lagostas, o hepatopancreas adquiriu a maior atividade especifica e o
musculo da cauda apresentou as maiores meias-vidas para eliminacdo de um tecido
especifico, mostrando o longo tempo de residéncia desse composto em tecidos vivos.

Para a degradacdo de alcanos, oxidacdo de alcanos, a reacdo catalisada inicialmente pela
enzima alcano mono-oxigenase resulta na formacdo de um alcool, o qual também é oxidado ao seu
acido graxo correspondente através das enzimas alcool-desidrogenase e aldeido-desidrogenase,
respectivamente. A presenca de alcoois primarios e acidos graxos alifaticos de mesmo comprimento
de cadeia indica que o ataque oxidativo se inicia em um dos grupos metil da molécula do
hidrocarboneto, similar a outros sistemas bacterianos que metabolizam n-alcanos (ABDEL-
MEGEED; AL-HARBI; AL-DEYAB, 2010). As rotas catabdlicas microbianas para a degradagdo
de n-alcanos envolvem rotas de hidroxilacdo comuns, tais como as rotas de oxidacdo terminal,
seguida ou ndo por uma m-0xidacdo, e a menos comum rota de oxidagdo subterminal
(WATINKSON; MORGAN, 1990). A figura 2 demonstra as rotas de degradacao dos n-alcanos.
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Figura 2: Rotas metabdlicas basicas para a degradacdo de n- alcanos realizada por micro-
organismos.
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Fonte: ROCHA, 2008 (adaptado de WATKINSON & MORGAN, 1990).

A biodegradacdo do n-hexadecano tem sido reportada em diversos estudos que
tem como objetivo investigar a mineralizacdo dessa molécula, o efeito de surfactantes nessa
mineragdo e as rotas metabolicas e intermediérios oxidados gerados a partir da degradacdo
bioquimica desse composto (PARTOVINIA; NAEIMPOOR; HEJAZI, 2010). Tais estudos
permitem utilizar as transformacdes microbianas como formas de desintoxicacdo e
mineralizacdo do poluente (ABDEL-MEGEED; AL-HARBI; AL-DEYAB, 2010), e auxiliar
em procedimentos de remediagdo dos solos, ja que os alcanos sdo um dos poluentes de solo
mais globalmente distribuidos (PARTOVINIA; NAEIMPOOR; HEJAZI, 2010).

Trabalhos envolvendo a degradacdo do n-hexadecano em diferentes tipos de
sedimento tém sido desenvolvidos por diversos grupos de estudos no mundo inteiro. Dentre
eles se encontram trabalhos em sedimentos Articos (B@RRESEN; RIKE, 2007), Antarticos
(AISLABIE et al., 2012); agroecologicos (YUAN et al., 2013); de origem marinha e fluvial
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(STROUD; PATON; SEMPLE, 2008); porem estudos envolvendo a degradacdo deste
composto em sedimentos de manguezal sdo escassos e bastante importantes, pois 0s
manguezais sdo um dos ecossistemas mais impactados por petréleo e seus componentes, se

encontrando em constante risco de impacto.

2.5 Biorremediacao

A biorremediacao é um processo no qual organismos vivos, normalmente plantas
ou micro-organismos, sdo utilizados tecnologicamente para remover ou reduzir poluentes no
ambiente. Esse processo biotecnoldgico tem sido intensamente pesquisado e recomendado
pela comunidade cientifica atual como alternativa viavel, ecologicamente adequada e eficaz
para o tratamento de ambientes contaminados com moléculas organicas de dificil degradacdo
(GAYLARDE; BELLINASO; MANFIO, 2005; STROUD; PATON; SEMPLE, 2007). Ao
contrario dos processos fisicos e/ ou quimicos, a biodegradacédo elimina o contaminante sem
dispensa-los no meio ambiente, tendo como produtos finais dioxido de carbono, agua e
biomassa (CRAPEZ et al, 2002).

Alta diversidade, adaptabilidade genética e especializacdo de comunidades
microbianas fazem destes organismos um bom instrumento para esta biotecnologia (VIDALI,
2001). Além disso, a sua capacidade de passar por uma rapida evolugdo genética aumenta as
chances desses micro-organismos de adquirir novo potencial metabolico para a degradacdo de
poluentes recém-introduzidos no ambiente (PANDEY; CHAUHAN; JAIN, 2009). Entretanto,
a degradacdo eficiente dos poluentes pode ocorrer de maneira lenta ou mesmo parcial. Nestes
casos, a estimulacdo da atividade microbiana tém um papel fundamental na otimizacdo do
processo (URGUN-DERMITAS; STARK; PAGILLA 2006).

As estratégias usadas para a biorremediacdo dos hidrocarbonetos podem ser
divididas entre as técnicas in situ, em que ndo ha necessidade de remocdo do substrato
contaminado, sendo a biorremediacéo realizada no proprio local contaminado, e as técnicas ex
situ, em que é necessario remover o substrato, sendo a remediagéo realizada em outro local
com instalagdes apropriadas (JACQUES et al., 2007; TONINI; REZENDE; GRAVITOL,
2010, VIDALLI, 2001; PANDEY; CHAUHAN; JAIN, 2009).

Esses dois métodos principais de remediacdo sdo significativamente diferentes no
que se refere aos controles experimentais e a consisténcia dos resultados. Por exemplo, 0s
processos in situ apresentam taxas de biodegradacdo mais variaveis do que 0S processos ex

situ, sendo considerados mais imprevisiveis. Somado a essa menor variabilidade, os métodos
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ex situ sdo independentes dos fatores ambientais que podem afetar adversamente a eficacia do
processo. Além disso, o fato da biorremediagdo ex situ ser realizada em ambientes nédo
naturais pode ser facilmente manipulada por tratamentos fisico-quimicos dos poluentes-alvo
tanto antes quanto depois da degradacao. Devido a essas caracteristicas, esse € 0 processo de
biorremediagdo mais aplicado para a remediagao de solos/sedimentos contaminados com altos
niveis de compostos recalcitrantes, solos argilosos com baixa permeabilidade de poluentes,
ambientes com condi¢des ndo favoraveis para 0s processos bioldgicos e onde a liberacédo de
micro-organismos ndo é viavel por razbes legais (PANDEY; CHAUHAN; JAIN, 2009).

Apesar de todas as vantagens relacionadas as técnicas ex situ, as abordagens in
situ sdo as mais comumente utilizadas para a restauracdo ecoldgica de ambientes
contaminados. Os tratamentos in situ também ndo requerem que o solo ou amostra
contaminada seja removida, portanto sdo tratamentos de menor custo financeiro. Outra faceta
importante da biorremediacdo in situ é a sua aplicabilidade a diversos ambientes, indo de
instalagBes industriais ao solo do Artico polar. A significancia dessas técnicas é aumentada
pela distribuicdo ubiqua e a atividade dos micro-organismos, 0 que proporciona uma
descontaminacdo eficaz até mesmo de microambientes remotos, que sdo normalmente
inacessiveis aos métodos ex situ (PANDEY; CHAUHAN; JAIN, 2009).

A técnica in situ mais comum consiste na atenuacao natural. Nessa abordagem, o
contaminante permanece no local e a degradacdo ocorre através de processos fisicos,
quimicos e bioldgicos naturais, como volatilizacdo, diluicdo e sorcdo do poluente. Ja dentre as
técnicas ex situ, a compostagem e 0s tratamentos em biorreatores sao 0s mais comuns. Na
compostagem os solos contaminados s&o removidos e colocados em pilhas, controlando-se a
lixiviacdo e o escoamento dos liquidos superficiais originados dessas pilhas. Nos biorreatores
a degradacdo ocorre em um recipiente onde o material contaminado é misturado com &gua
formando uma suspensdo, que € agitada mecanicamente, aumentando a aeracdo, a
homogeneidade dos poluentes e sua disponibilidade aos micro-organismos. (JACQUES et al.,
2007; TONINI; REZENDE; GRATIVOL,2010).

As técnicas que abrangem os dois tipos de tratamentos sdo diversas. Entre as mais
comuns estdo o sistema landfarming, a bioventilacdo, a fitorremediacdo, o bioestimulo e o
bioaumento. O sistema landfarming consiste na estimula¢do dos micro-organismos da camada
superficial do solo a degradacdo dos poluentes, transformando-os em substancias inertes
como CO, e 4gua. A técnica da bioventilagdo consiste na introducao de oxigénio no substrato
para estimular a atividade microbiana aerdbia e a degradacdo do composto (JACQUES et al.,
2007; TONINI; REZENDE; GRATIVOL,2010).
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A fitorremediacdo baseia-se na utilizagdo de plantas para remediar ambientes
contaminados por metais pesados e compostos organicos. A grande maioria das pesquisas em
fitorremediacdo estuda a utilizacdo de plantas acumuladoras, que sdo capazes de estocar
grandes quantidades de contaminantes sem uso aparente em seu metabolismo (JACQUES et
al., 2007).

O bioestimulo consiste em uma técnica realizada a partir da estimulagdo da
microbiota indigena, otimizando suas condi¢Ges de crescimento por meio da adicdo de
nutrientes organicos e inorganicos, regulacdo de pH, temperatura e areacdo. E uma técnica
que tem sua eficécia diretamente relacionada a presenca de popula¢fes microbianas indigenas
capazes de degradar o contaminante (TONINI; REZENDE; GRATIVOL, 2010).

A bioaumentacdo é uma técnica de biorremdiacao in situ que envolve a adicdo de
micro-organismos, autoctones ou aldctones, com comprovada atividade metabolica na
degradacdo do poluente em questdo. A maioria das aplicagdes utilizando essa técnica ocorre
em ambientes onde ndo existe um numero suficiente de micro-organismos para promover uma
remediacdo natural ou que a populacdo indigena ndo possua as rotas metabdlicas necessarias
para metabolizar os contaminantes (YAKUBU, 2007; TYAGI; FONSECA; CARVALHO,
2010).

As técnicas mais comuns de bioaumento envolvem a utilizacdo de culturas puras
ou consorcios bacterianos pré-adaptados, introducdo de bactérias geneticamente modificadas
e adicdo de genes especificos inseridos em vetores para serem transferidos por conjugacao
dentro das comunidades (TONINI; REZENDE; GRATIVOL, 2010; TYAGI; FONSECA;
CARVALHO, 2010). Tais técnicas se baseiam na diversidade genética e metabdlica
comumente encontrada em micro-organismos, tornando-os capazes de degradar uma grande
variedade de componentes.

Dentre as técnicas de biorremediacdo existentes, duas delas séo recorrentemente
utilizadas quando se é abordada a restauracdo dos manguezais, a fitorremediacdo e o
bioaumento. Estudos realizados por Moreira e colaboradores (2010; 2013) mostraram a
eficiéncia de Rhizophora mangle e Avicennia schaueriana na degradacdo de hidrocarbonetos
totais de petr6leo em sedimentos de manguezal, enquanto estudos realizados por Brito e
colaboradores (2009) e Angelim e colaboradores (2013) demonstraram a capacidade dos
consarcios bacterianos em degradar hidrocarbonetos em sedimentos lamosos de manguezais.

Atualmente, nos processos biorremediativos que utilizam o bioaumento, 0s
consorcios microbianos capazes de degradar certos poluentes vém recebendo destaque, pois

em contraste as culturas puras, apresentam maior efetividade na degradacdo desses
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compostos, por apresentarem uma maior capacidade de utilizar essas substancias como fonte
de carbono, consequentemente uma taxa de degradagé@o, aumentando assim a probabilidade de
que um processo de degradacéo eficiente ocorra (ANGELIM et al., 2013; SILVA, 2008).

E importante ressaltar que a eficiéncia dos processos de degradacdo depende de
fatores fisicos, quimicos e bioldgicos, como a biomassa microbiana, diversidade populacional,
atividades enzimaticas, caracteristicas fisico-quimicas do substrato, estrutura molecular do
poluente e sua concentracdo. Dentre os fatores ambientais, o pH, temperatura, umidade,
atividade de agua, oxigénio dissolvido e outros estdo entre os mais influentes na eficacia do
processo. Devido a esse grande numero de variaveis envolvidas, geralmente um processo de
biorremediacdo deve ser acompanhado por um monitoramento para aferir a evolucdo do
processo biodegradativo (STENUIT et al., 2008).

Diversas técnicas tém sido utilizadas para a obtencao de uma avaliacdo abrangente
do potencial de biodegradacéo no local de contaminacéo e monitorar as mudangas na estrutura
e nas atividades dos micro-organismos envolvidos na biorremedia¢do. Atualmente, métodos
independentes de cultivo baseados em técnicas de biologia molecular, tém sido utilizadas com
esse objetivo (STENUIT et al., 2008). O uso de metodologias que descrevem a atividade
microbiana no curso do processo de biorremediacdo como a respiracdo, a atividade
desidrogenasica e a contagem de células também sdo comumente utilizadas (MARGUESIN;
ZIMMERBAUER; SCHINNER, 2000).

A atividade bioldgica do solo tem sido sugerida como um dos mais importantes
indicadores da qualidade do solo (DICK, 1994); e atualmente tem sido proposto que o status
bioquimico e microbiolégico de um solo pode ser utilizado como um indicador inicial e
sensivel do estresse ecoldgico do solo e de processos de restauracdo tanto em ecossistemas
naturais como agrossistemas (RUF et al., 2003). Dentre esses fatores bioquimicos e
microbioldgicos, enzimas do solo tém sido propostas como potenciais indicadores da
qualidade do solo devido sua natureza biologica, simples medicdo e de apresentar rapidas
respostas as mudangas que ocorrem no solo quando comparadas a outras propriedades
biolégicas do mesmo (LING; HUANG; OUYANG, 2010).

A atividade enzimatica do solo é a expressdo direta da comunidade microbiana ali
presente aos requerimentos metabdlicos e nutrientes disponiveis. Essas atividades tém sido
relacionadas as propriedades fisico-quimicas, a estrutura da comunidade microbiana,
vegetacdo, distarbios e processos de sucessdo (CALDWELL, 2005). Dessa forma, a atividade

enzimética funciona como um sensor da degradagdo do solo, j& que combina informacdes do
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status da microbiota com os demais fatores que a influenciam diretamente (AON;
COLANERI, 2001).

Dentre as diversas enzimas pesquisadas, a atividade da desidrogenase (ADH) tem
sido reconhecida como um importante indicador bioquimico do solo, pois é um indicador da
atividade microbiana geral (RYOICHI; SENARATNE, 2009). A ADH ¢é considerada um
indicador do metabolismo oxidativo nos solos, e assim da atividade microbiolédgica devido ao
fato de ser ligada as células viaveis. Tal atividade reflete o alcance da atividade oxidativa da
microbiota do solo (SKUJINS, 1976).

O conceito da utilizagéo da atividade da desidrogenase como forma de determinar
a atividade metabolica dos micro-organismos do solo e de outros habitats foi introduzido por
Lenhard (1956). Diversos trabalhos tém sido feitos envolvendo tais atividades no solo; alguns
exemplos de seu uso sdo a avaliacdo da poluicdo do solo por metais pesados (HIJINOSA et
al., 2004), restauracio de solos semi-aridos (ROS; HERNANDEZ; GARCIA, 2003),
avaliacdo de um processo de degradacdo-regeneracdo em savanas na Tailandia (RYOICHI &
SENARATNE, 2009), dentre outros.

Um dos métodos utilizados para a quantificacdo dessa atividade enzimatica em
solos consiste na incubacdo desse solo com um sal de tetrazolio, entre os exemplos estdo o
2,3,5-cloreto de trifeniltetrazélio (TTC), o 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-fenil-cloreto de
tetrazolio (INT) e 2-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-3,5-difenil-brometo de tretazélio (MTT), tanto na
presenca como na auséncia de um substrato doador de elétron (CASIDA, 1977). Essa
metodologia é considerada facil e relativamente simples. O sal de tetrazélio em solucéo
penetra na célula bacteriana e se torna um aceptor de elétrons e prétons artificial transportado
por uma desidrogenase dentro da cadeia transportadora de elétrons. A atividade
desidrogenésica microbiana resulta da reducéo do sal de tetrazélio, incolor e solivel em agua,
em um outro sal, chamado formazan, que é solGvel apenas em solventes organicos. A solucéo
do formazan no solvente organico apresenta uma coloracdo cuja intensidade pode ser medida
(GNIDA; SURMACZ-GORSKA, 2012; CASIDA, 1977). A coloracdo depende do sal de

tetrazolio utilizado. A reacdo que ocorre com o TTC pode ser visualizada na figura abaixo.
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Figura 3: Reacéo de redugdo do sal de tetrazélio em formazan.

N +2H* + 2¢ R —_

R -N” \?/R “‘/N N\ =
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R R
Sal de tetrazolio Formazan
Incolor, oxidado Colorido, reduzido

Fonte: Adaptado de KREGIEL, 2012.

Um dos sais de tetrazélio mais utilizados para esses experimentos é o 2,3,5-
cloreto de trifeniltetrazélio, o TTC que na reacdo € reduzido a 2,3,5- trifeniltetrazolio
formazan (TPF). O formazan apresenta coloracdo avermelhada, cuja intensidade esta
diretamente relacionada a atividade metabdlica microbiana (RYSSOV-NIELSEN, 1975),
como pode ser observado na figura 4.

Figura 4: Relacdo entre a cor do Formazan e a intensidade da atividade metabolica. Quanto
mais escuro, maior concentracdo de Formazan no meio.

Fonte: Elaborada pela autora.



31

3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Este trabalho teve por objetivo avaliar a biodegradagdo de n-hexadecano por um
consorcio de bactérias em microcosmos de sedimentos de manguezal, visando sua aplicacédo

em biorremediacéo.
3.2 Especificos

1. Testar e implementar o protocolo da atividade desidrogenésica como forma de
monitorar a degradacdo de n-hexadecano em sedimentos de manguezal.

2. Monitorar o desempenho de um consorcio de bactérias durante a
biodegradacao do n-hexadecano por contagem de células viaveis.

3. Avaliar a taxa metabdlica do consércio por determinacdo da atividade
desidrogenasica.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta e caracterizacdo dos sedimentos de manguezal

As amostras de sedimentos de manguezal foram coletadas em uma regido de
raizes de Rhizophora mangle no manguezal do rio Pacoti, Ceara, durante a maré baixa (figura
5).

Figura 5: Area de coleta.

Qkm  0,5km & 1km

Os sedimentos foram coletados com o auxilio de um amostrador cilindrico de
PVC, com dimensdes de 30 cm de comprimento X 10 cm de diametro. As amostras foram
condicionadas em sacos plasticos e levadas ao Laboratério de Ecologia Microbiana e
Biotecnologia (LEMBIOTECH), do Departamento de Biologia da Universidade Federal do
Ceard (UFC). Uma fracdo dos sedimentos foi utilizada para medir pH, salinidade, teor de
matéria organica e granulometria e o restante foi armazenado a 4 °C até a montagem dos
microcosmos.

Em laboratdrio, a fragdo dos sedimentos destinada as andlises fisico-quimicas foi
centrifugada (centrifuga UNIVERSAL 320R, Hettich) durante quinze minutos a 9720 g para
retirada da agua intersticial, a qual foi utilizada para a medicdo do pH e da salinidade. As
medicdes foram realizadas em triplicada e o resultado foi obtido a partir da média dos valores.

Para a determinacdo do teor de matéria orgénica total (MOT) e granulometria, as amostras
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foram secas em estufa a 60 °C e depois maceradas. Para a obtencdo da MOT, as amostras
foram pesadas em triplicatas, em cadinhos secos, contendo 0,5 g de sedimentos cada;
posteriormente foram colocadas em um forno a 550 °C por 4 horas para total combustéo e
determinacdo do peso residual. O calculo da MOT foi realizado através da equacdo: MOT
(9/Kg) = [(Mi — Mf) / Mi] * 1000, na qual Mi consiste na matéria orgénica inicial e Mf na
final (SCHULTE; HOPKINS, 1996).

Para a andlise granulométrica, as amostras depois de secas foram fracionadas em
triplicatas de 100 g cada. A pseudoréplica foi levada ao processo de peneiramento Umido,
onde o sedimento foi lavado e peneirado para retirada dos grédos de tamanhos inferiores a
0,062 mm de diametro, visando a separacdo da fracdo lamosa da arenosa. A fracédo retida na
peneira apos a lavagem do sedimento foi novamente seca em estufa a 60 °C e submetida em
seguida ao peneiramento mecanico em um conjunto de 12 peneiras de malhas de diametros
diferenciados, indo do maior ao menor didmetro. As fragdes retidas em cada peneira foram
pesadas e os dados obtidos foram analisados em um programa de analise granulométrica
(SUGUIO, 1973).

4.2 Consorcio de bactérias hidrocarbonoclastico

O consércio de bactérias utilizado no presente estudo, denominado HEX, é
composto por sete linhagens de bactérias que foram previamente isoladas em um cultivo de
enriquecimento de sedimentos de manguezal com 1% de n-hexadecano por 45 dias, realizado
por ANGELIM, 2012. Esse consércio atualmente faz parte da colecdo de micro-organismos
do LEMBIOTECH e se encontra preservado em -80 °C (Figura 6).
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Figura 6: Aspecto das colbnias e células das linhagens de bactérias do consércio HEX,
cultivadas em meio ATGE com 2% (m/v) de NaCl. As coldnias foram fotografadas em lupa
com aumento de 400x e as laminas foram coradas pelo método de Gram e fotografadas em

microscopio optico com aumento de 1000x.

Fonte: Elaborada pela autora.

Tais linhagens de bactérias foram isoladas de uma &rea de manguezal
contaminada com petroleo na Baia de Todos os Santos- BA, préximo a Refinaria Landulpho
Alves-Mataripe. Os isolados foram identificados por Angelim e colaboradores (2012) através
do sequenciamento do gene codificador para 0 RNAr 16S, como pertencentes aos géneros
mostrados na tabela seguinte.
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Tabela 3: Identificacdo molecular e classificacdo taxondémica das linhagens de bactérias
do consorcio HEX.

Isolados Filo Classe Género
HEXBAO1 Proteobacteria Alphaproteobacteria Sphingomonas
HEXBAQ2 Actinobacteria Actinobacteria Gordonia
HEXBAO3 N&o identificada N&o identificada Né&o identificada
HEXBAO4 Actinobacteria Actinobacteria Micrococcus
HEXBAO5 Actinobacteria Actinobacteria Gordonia
HEXBAQ6 Actinobacteria Actinobacteria Micrococcus
HEXBAOQO7 N&o identificada N&o identificada Né&o identificada

Fonte: ANGELIM, 2012.

4.2 Ensaio de biorremedia¢éo em microcosmos de sedimentos de manguezal

Os microcosmos foram montados em tubos de vidro rosqueados, de dimensdes de
15 cm de comprimento por 1,5 cm de didmetro. Em cada um deles foi pesado 2 g de
sedimento de manguezal; onde em seguida, os microcosmos foram autoclavados a 121°C
durante 60 minutos. Amostras de sedimentos recém-autoclavadas foram diluidas até 10° em
solucéo salina esterilizada e plaqueadas em meio Agar Triptona Extrato de Levedura (ATGE).
Apos incubacdo a 30 °C por 48 horas foi feita analise das placas para confirmacdo de que as
condi¢cdes da autoclavacdo (tempo x temperatura) tinham sido adequadas para esterilizar
sedimentos de manguezal, garantindo assim que toda atividade que iria ser medida no estudo
seria da microbiota introduzida e ndo da microbiota nativa do sedimento.

Apbs a esterilizacdo do sedimento, os microcosmos foram montados em quatro
condicBes especificas. A condi¢do SC representa o controle negativo, ou seja, condi¢do sem
fonte de carbono. A condigdo SCG representa o controle positivo, considerando que a glucose
é uma fonte de carbono de facil degradacdo e assimilacéo; a condicdo SCGH, alem de glucose
tambem recebeu n-hexadecano como fonte de carbono. Nesse caso, foi avaliada uma possivel
facilitacdo da degradacdo do n-hexadecano pela presenca da glucose. A condi¢cdo SCH
representa a condicdo que Se quer provar, ou seja, que o consércio HEX é capaz de usar
eficientemente n-hexadecano como Unica fonte de carbono em sedimentos de manguezal.

No microcosmo também foi adicionado um volume de agua estéril com o objetivo

de formar uma fina ldmina de dgua acima do sedimento para manter ajustar a atividade de
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agua em todos os microcosmos e manté-la a mesma. O volume final de cada condigéo foi

ajustado de forma a nédo ultrapassar o volume final de 500 pl. A composic¢éo de cada condigéo

experimental encontra-se apresentada na tabela abaixo.

Tabela 4: Composi¢do dos microcosmos de sedimento de manguezal nas diferentes

condigdes testadas nesse estudo.

Condicéo Consorcio Glucose n- Agua
(10" UFC/mL) 1% hexadecano (uL)
1%
SC 50 pl - - 450uL
SCG 50 pl 80 ul - 370pL
SCGH 50 pl 80 pl 20 pl 350uL
SCH 50 pl - 20 pl 430pL

Fonte: Elaborada pela autora.

Foram utilizados 280 microcosmos totais por experimento, os quais foram

mantidos em temperatura constante e abertos somente dentro do fluxo laminar (Pa410,

Pachane) para assegurar a esterilidade do sistema. As amostragens foram realizadas em dez

tempos, envolvendo os dias 0, 2, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 21 e 25. Em tais dias, as amostragens

foram feitas para realizacdo dos ensaios de atividade enzimatica e contagem de células

viaveis, totalizando dez tempos de analises.

Para cada condicdo foram compreendidos sete microcosmos por tempo: quatro

para o teste da desidrogenase e trés para as contagens de células viaveis, totalizando 28

microcosmos por tempo de analise. Os microcosmos foram desmontados a cada dois dias e 0s

dados compilados em tabelas e graficos. A figura abaixo demonstra o esquema de desmonte

realizado a cada tempo de analise por condicao.
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Figura 7: Esquema representativo do desenho experimental utilizado para monitorar
biorremediacdo de n-hexadecano em microcosmos de sedimentos de manguezal. Sete
microcosmos foram usados em cada condicdo experimental e desmontados nos tempos 0, 2, 5,

7,9, 11, 13, 15, 21 e 25 dias, sendo quatro microcosmos usados para pesquisa de atividade
desidrogenase e trés usados para contagem de células viaveis.

Avaliacao de atividade
enzimatica da desidrogenase

Condigao

experimental —
<» 1N
0

Contagem de células vidveis

Fonte: Elaborada pela autora.

O uso de microcosmos para simular ecossistemas in vivo tém sido de grande
importancia para a obtengdo de resultados confiaveis e veridicos de diversos experimentos, a
importancia deste tipo de experimento estd ligada ao fato de permitirem uma analise da
expressao e da dinamica da comunidade em tempo real, permitindo monitorar, passo a passo,

0 processo de biodegradacéo.

4.2.1 Ativagdo do consorcio bacteriano e preparacéo de indculo

As linhagens bacterianas foram crescidas individualmente em meio ATGE 2%
(m/v) por 48 horas e suas purezas foram confirmadas. A preparagdo do inoculo com o
consorcio se iniciou dois dias antes da montagem do experimento. Inicialmente, cada
linhagem foi crescida separadamente em caldo TGE salino (triptona, glicose, extrato de
levedura e 2% (m/v) de NaCl) durante aproximadamente 16 horas a 30°C e agitacdo de 150
rpm (TE-420, TECNAL). Ap0s esse periodo, cada cultura teve sua densidade optica medida a
600 nm em espectrometro (Thermo Scientific) e ajustada para 0,1. As linhagens formadoras

do consércio foram em seguida cultivadas conjuntamente em caldo TGE salino na proporgéo
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de 5% (v/v), onde novamente cresceram por 16 horas nas mesmas condi¢Oes anteriores,
atingindo uma absorbancia de 2,0 a 600 nm, equivalente a 10° UFC/mL. Esse consércio foi
centrifugado a 7870 g (Hettich, Universal 320) por 10 minutos para precipitacdo das células e
descarte do meio de cultura, as células foram lavadas duas vezes em salina 0,9% (m/v), sob

centrifugacdo nas mesmas condi¢oes, e por fim ressuspendidas em 50 mL de salina.

4.2.2 Solugdes de glucose e n-hexadacano

Para o ensaio foi preparada uma solugdo estoque de glucose a 25% (m/v). Essa
solucdo foi esterilizada por autoclavagédo a 110 °C por 10 minutos. A concentracdo de glucose
utilizada nos microcosmos foi 1% (v/v) da solucéo estoque. A guantidade de n-hexadecano
adicionada aos microcosmos foi 1% (v/m) em relacdo a massa final de sedimentos. Antes de
ser usado, 0 n-hexadecano foi filtrado em membrana polietersulfonica (PES) (TPP) de 0,45

fm.

4.2.3 Estudo de biodegradacdo de hexadecano utilizando as linhagens de

bactérias do consorcio isoladamente

Para avaliar o potencial de cada linhagem do consorcio separadamente para
degradar n-hexadecano, apenas uma condicdo experimental foi testada, a condicdo onde a
unica fonte de carbono adicionada ao sedimento consistiu de n-hexadecano.

O procedimento experimental de preparagdo dos microcosmos foi 0 mesmo
utilizado para o consércio, ressaltando-se que foi utilizado como indculo apenas uma Unica
linhagem em cada microcosmo. Foram utilizados 420 microcosmos para avaliar os sete
isolados em 10 tempos diferentes.

Cada isolado consitiu em um total de 60 microcosmos, onde a cada tempo de
analise, seis microcosmos eram avaliados, dois para a contagem do nimero de células viaveis

e trés para o teste do TTC.

4.3 Avaliacdo da carga bacteriana nos microcosmos

Para a contagem de bactérias heterotroficas totais em cada tempo de andlise foi
utilizada a tecnica de contagem em microgota (ROMEIRO, 2008). Nesse procedimento, 0s
sedimentos de trés microcosmos de cada condicdo foram suspensos em 20 mL de solucéo

salina 0,9%, previamente esterilizada, e essa suspensdo foi homogeneizada vigorosamente em
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vortex (Vixar). Em seguida, essas suspensdes foram seriadamente diluidas em solugdo de
NaCl 0,9% até 10° e aliquotas de 10 pL foram inoculadas na superficie do meio ATGE-
salino 2%, em quadruplicata. As placas foram incubadas a 30°C durante 48 h, e em seguida, 0
numero de coldnias foi contado com o auxilio de uma lupa (Nikon, SMZ 745T), sendo 0s
resultados expressos em Unidades Formadoras de Coldnias (UFC)/g de sedimentos. Os
valores obtidos nas contagens nos diferentes tempos foram expressos em escala logaritmica e
submetidos a analise de variancia, ANOVA, e pds-teste de Tukey, com significancia de 95%

(p<0,05). As andlises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prism 5.0.

4.4 Avaliacao da atividade desidrogenasica nos microcosmos

A pesquisa da atividade desidrogenasica foi feita pelo método do TTC (2,3,5-
cloreto de trifeniltetrazélio) de acordo com o protocolo desenvolvido pelo Laboratory of
Ecotoxicology and LCA- Department of Environmental Chemistry, ICT Prague, com
adaptacdes. A solucdo de TRIS-HCI 0,1 M teve seu pH ajustado para 7,6 devido ao pH neutro
do sedimento. A solucdo apds ajustada foi autoclavada a 121°C por 15 minutos e mantida
estéril ao ser utilizada apenas no fluxo laminar.

A solucdo de TTC 1% (m/v) foi preparada diluindo 2,3,5-cloreto de
trifeniltetrazolio (SIGMA) em TRIS-HCI 0,1M, (pH 7,6). Essa solucdo foi esterilizada em
membrana de 0,22 um de polietersulfonica (PES) (TPP) e mantida estocada a 4 °C por no
maximo uma semana.

A cada tempo de analise, quatro microcosmos por condicdo foram utilizados para
determinacéo da atividade desidrogendsica. Para tanto foram adicionados 2 mL da solucédo de
TTC a 3 microcosmos e no quarto microcosmo foi adicionado apenas o tampao TRIS 0,1M
(controle), de forma a eliminar qualquer resposta que nédo estivesse relacionado a atividade
enzimatica. Todos os frascos foram recobertos com papel aluminio para evitar fotoxidacdo do
produto formado. Os microcosmos foram agitados em vortex para permitir o contato de todo
0 sedimento com a solugdo de TCC ou do tampdo. Em seguida foram mantidos a 25 °C,
durante 24 h. Apds esse periodo, foram adicionados 10 mL de acetona a cada microcosmo,
seqguido de outra agitacdo vigorosa, para solubilizar o formazan precipitado. As amostras
foram centrifugadas a 4000 g por 10 minutos para recuperacdo da fase liquida As solugdes

resultantes tiveram suas absorbancias medidas a 485 nm tendo o controle como referéncia.



40

A curva padrdo foi obtida utilizando-se o 1,3,5-trifeniltetrazolio formazan
(SIGMA). Solucdes de calibracdo com concentragdes conhecidas foram preparadas e em
seguida, tiveram suas absorbancias medidas em espectrofotdometro (Thermo Scientific) a 485
nm. Os valores de absorbancia obtidos nos experimentos foram colocados na equacédo da reta

da curva padréo e as concentragdes foram obtidas em pg/mL (Figura 8).

Figura 8: Curva padrdo obtida a partir de solucbes de calibracdo com concentracfes conhecidas de
formazan.
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Os valores de concentracdes obtidos foram classificados como paramétricos e
submetidos a analise de variancia, ANOVA, e pos-teste de Tukey, com uma significancia de
95% (p<0,05). As estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prism 5.0.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacado dos sedimentos

Os sedimentos utilizados nos microcosmos apresentaram valores médios de pH,

salinidade, matéria organica e conteudo de silte-argila na tabela abaixo.

Tabela 5: Valores de pH, salinidade, matéria organica e teor de silte + argila encontrados no
sedimento.

Média Desvio Padrao
pH 6,97 71 7 7,023333 0,068068593
Salinidade 45 45 45 45 0
Matéria Organica 78,6 79,8 78,3 78,9 0,64807407
(9/Kg)
Teor silte + argila 46,4 45,8 45,5 45,9 0,458257569
(%)

5.2.1 Estudo da atividade metabolica do consércio bacteriano em

microcosmos de sedimento de manguezal contaminados com n-hexadecano

Os resultados da determinacdo da atividade desidrogendsica estdo mostrados na

figura abaixo.
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Figura 9: Atividade metabolica do consorcio bacteriano HEX em microcosmos de sedimentos
de manguezal submetidos aos seguintes tratamentos: SC= Sedimento e consoércio; SCG=
sedimento, consorcio e glucose; SCGH= sedimento, consorcio, glucose e n-hexadecano;
SCH= sedimento, consorcio e n-hexadecano. Atividade avaliada pelo método do TCC (2,3,5-
cloreto de trifeniltetrazélio) e expressa em concentracdo de formazan. Letras iguais dentro de
cada grupo de colunas significam resultados estatisticamente iguais (p<0,05), como
comprovado pelo teste de andlise de variancia (ANOVA) com poés-teste de Tuke
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Fonte: Elaborada pela autora.

Na condicdo SC, controle negativo, a atividade desidrogenasica foi praticamente
nula durante os 25 dias de monitoramento, demonstrando que os nutrientes dos sedimentos
apenas mantiveram a populacdo ao longo do experimento. Tal resultado obtido demonstra
claramente, ao se comparar com as demais condigdes, que uma fonte de carbono externa
promove toda a atividade metabodlica e o crescimento celular do consércio no sedimento de
manguezal.

Na presenga de glucose, condicdo SCG, a atividade enziméatica foi
significativamente detectada a partir do 2° dia, demonstrando que a glucose foi utilizada como
fonte de carbono e energia. O uso deste composto proporcionou 0 aumento significativo da
atividade metabolica no microcosmo, onde a concentragdo de formazan aumentou de 5,4

pg/mL (tempo zero) para 30,6 pg/mL (2° dia). A atividade metabolica manteve-se elevada
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durante quase todo o experimento, comecando a declinar significativamente ap6s o 21° dia,
quando provavelmente a glucose ou seus sub-produtos comegaram a se esgotar. A partir desse
dia, a concentracdo de formazan diminuiu significativamente, atingindo 18,1 pg/mL, no
ultimo dia (25° dia) de medicao.

Na condicdo SCGH, onde glucose e n-hexadecano foram adicionados juntos,
verificou-se um perfil semelhante a condi¢cdo SCG. O rapido aumento da atividade metabolica
e a manutencdo da mesma durante todo o experimento. Em comparacao com a condi¢do SCG,
a atividade enzimatica ao final do experimento, nos dias 21 e 25, manteve-se alta com valores
de 38,9 pg/mL e 28,9 pg/mL de formazan, respectivamente, sem apresentar declinio como na
condicdo SCG. Isso demonstra que o consécio usou incialmente a glucose, uma fonte de
carbono mais facilmente assimilavel, e posteriormente o n-hexadecano, mantendo a atividade
enzimatica alta no 25° dia.

Na condigdo SCH, onde tinha apenas n-hexadecano como fonte de carbono e
energia, verificou-se que a atividade metabdlica aumentou mais lentamente, alcancando 45,9
png/mL de formazan no 5° dia. Ao contrério das outras duas condi¢fes, onde a atividade foi
elevada ja no segundo dia. O inicio da atividade metabdlica deve estar relacionado ao periodo
necessario para ativar os genes de rotas metabdlicas de degradacdo do n-hexadecano.
Observaram-se quedas da atividade nos dias 7° e 13° ambas seguidas de um aumento na
atividade metabolica nos dias 11° e 21° dias, respectivamente. Isso sugere que a
mineralizacdo do substrato leva a formacdo de intermediarios, que vao sendo metabolizados
sequencialmente por membros do consércio. Nesse caso, geralmente, uma variedade
metabdlica é requerida para degradar os diferentes intermediarios e isso sé pode ser obtido
quando se tem uma diversidade de micro-organismos que atuam em diferentes etapas da
mineralizacdo; onde o produto de degradagdo de um micro-organismo pode ser o substrato do
outro.

O crescimento microbiano na condi¢cdo SCH confirma que o consorcio € capaz de
usar n-hexadecano com unica fonte de carbono, ndo havendo necessidade de se adicionar
glucose como estimulo. Tais resultados reforcam o uso de consércios microbianos como
alternativa vidvel aos processos de biorremediacdo de sedimentos de manguezal

contaminados.
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5.2.2 Dinamica de crescimento do consoércio bacteriano

Os resultados das contagens de células viaveis nos diferentes tempos de
monitoramento da biodegradacdo utilizando a técnica de contagem em microgota estdo

representados na figura 10.

Figura 10: Crescimento do consorcio HEX em microcosmo de sedimentos de manguezal
submetidos a diferentes tratamentos: SC= Sedimento e consorcio; SCG= sedimento,
consdrcio e glucose; SCGH= sedimento, consoércio, glucose e n-hexadecano; SCH:
sedimento, consarcio e n-hexadecano. O crescimento foi monitorado por contagens de células
viaveis e expresso em Unidades Formadoras de Coldnias por grama de sedimentos (UFC/g).
Letras iguais dentro de cada grupo de colunas significam resultados estatisticamente iguais
(p<0,05), como comprovado pelo teste de andlise de variancia (ANOVA) com pos-teste de
Tukey.
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Fonte: Elaborada pela autora.

As contagens de celulas viaveis na condicdo SC foram mais baixas do que aquelas
obtidas para os demais grupos. Os resultados obtidos mostraram que na realidade, o inoculo
inicial praticamente manteve-se inalterado ao longo do periodo do experimento. Sendo
significativamente menores no comego do experimento, 0 dias, e no final, 21 e 25 dias, onde 0
25° dia apresentou 0os menores valores de numero de células, sendo essa redugédo
estatisticamente significativa. Esse resultado corrobora o resultado obtido com a medida da
atividade metabdlica, provando que o consorcio ndo encontrou nutrientes suficientemente
metabolizaveis que sustentassem o aumento significativo da populacao.

Comparando a condi¢do SC, com as demais (SCG, SCGH, SCH), observou-se

que o inoculo inicial foi 0 mesmo para as quatro condicGes, e que o crescimento dos micro-
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organismos ao longo do experimento variou. O nimero de celulas do consércio aumentou
significativamente apenas quando ouve a presenca de uma fonte externa de carbono; o que
mostra que tanto a glucose como o n-hexadecano foram capazes de estimular a comunidade.

Na condicdo SCG percebe-se claramente que a glucose estimulou o consoércio
bacteriano. No 2° dia de experimento as contagens apresentaram um aumento significativo
em relacdo ao nimero inicial de células, atingindo valores de 6,5 x 10" UFC/g, o que
comprova o rapido consumo da glicose. Este crescimento expressivo refletiu no aumento da
atividade metabolica no mesmo periodo, como demonstrado na andlise de atividade
desidrogenasica. O numero de células se mantém constante durante todo o experimento,
atingindo valor médio de 8,0 x 10" UFC/g. Ap6s o 21° dia, ha um decaimento no nimero de
células, atingindo valores de 3,8 x 10’ UFC/g no 25° dia de experimento, o que coincide com
a reducdo da atividade metabolica observada no mesmo periodo, sugerindo a metabolizacédo
total da glucose.

Os resultados obtidos no microcosmo SCGH, onde tanto glucose como n-
hexadecano foram adicionados, foram bem semelhantes aqueles encontrados na condicéo
SCG. A glucose se mostrou o grande estimulo na condi¢do SCGH para o crescimento celular
e para a alta atividade metabodlica. A glucose por ser uma fonte de carbono amplamente
distribuida na natureza, de tamanho reduzido e de facil assimilacdo se torna a fonte de
carbono imediatamente utilizada quando esta presente no ambiente, estimulando rapidamente
a atividade metabdlica e o crescimento celular.

Em relacdo ao crescimento celular encontrado nessa condicdo, ja ha um aumento
significativo no 2° dia de experimento, com valores de 6,6 x10° UFC/g. No 5° dia, ja se
observou um novo crescimento significativo, com valores de 1,0 x 10" UFC/g de células.
Apo0s o0 5° dia houve uma reducdo no numero de células, entre os dias 7 e 9, que foi seguido
novamente por outro aumento significativo no 11° dia, com valores de 1,2 x10" UFC/g, que
foi seguido por uma reducdo entre o 13° e 21° dias, e por fim um decaimento no 25° dia,
atingindo 6,8 x 10" UFC/g. Padrdo semelhante aquele encontrado na atividade metabélica do
consércio na mesma condicdo experimental.

A condicdo SCH apresentou um perfil de crescimento celular bem diferente
daquele encontrado na condi¢do SC, mostrando que o consoércio bacteriano na condi¢do SCH
estava consumido n-hexadecano como fonte de carbono e se multiplicando. O perfil de
crescimento em geral mostrou 0 mesmo perfil observado para atividade metabdlica, com

aumentos e redugdes no nimero de células encontradas ao longo do experimento. Tanto a
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atividade metabdlica como o crescimento celular se mostraram mais tardios em comparacao
as condigdes que apresentavam glicose.

Diferente da condicdo SCG, o aumento do numero de células ocorre em estagios,
onde o numero aumenta significativamente do inicial para o 2° dia, e do segundo dia pra o 5°
dia de experimento, atingindo 1,15 x 10" UFC/g nesse tempo. Tal fato corrobora a hip6tese de
que na degradagdo do n-hexadecano é necessario um tempo para a ativagdo de genes e rotas
metabolicas especificas para a degradacdo desse composto. Apos o 7° dia, observou-se um
novo crescimento significativo da comunidade entre os dias 9 e 13, atingindo 1,9 x 10® UFC/g
nesse periodo. Esse crescimento é seguido de uma reducdo significativa na populacgao entre 15
e 21 dias de experimento, a qual é seguida de um novo aumento no 25° dia de experimento.

O grande crescimento celular encontrado no 25° dia de experimento nessa
condicdo ndo é acompanhado pelo aumento da atividade metabdlica no mesmo periodo,
porém os numeros mais reduzidos de células nos dois tempos anteriores (15 e 21 dias)
associados a uma maior taxa metabolica encontrada nesses mesmos tempos podem sugerir um
crescimento tardio, onde o consumo da fonte de carbono estimula posteriormente 0 aumento

do nimero de células.

5.3 Estudo da dinamica de atividade metabdlica dos isolados bacterianos

A avaliacdo da atividade metabdlica das linhagens de bactérias do consoércio
isoladamente estd mostrada na figura 11.
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Figura 11: Atividade metabolica de isolados bacterianos em microscosmos de sedimentos de
manguezal contaminados com n-hexadecano, expressa em funcdo da atividade da enzima
desidrogenase. Letras iguais significam resultados estatisticamente iguais (p<0,05), como
comprovado pelo teste de analise de variancia
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Dentre as sete linhagens que componha o consércio, HEX5 e HEX6 destacaram-
se como o0s principais degradadores, sendo capazes de iniciar a mineralizacdo do n-
hexadecano e de usar alguns dos subprodutos gerados.

A HEXS5 apresentou os melhores resultados em relacdo a atividade metabdlica, a
qual se mostrou bem mais rapida em comparagdo aquela encontrada nos demais isolados.
Pode-se observar que logo nos dois primeiros dias de experimento jA ha uma atividade
relativamente alta, a qual atingiu seu primeiro pico significativo em torno do 6° dia, com
concentracdes de formazan atingindo 57,7 pg/mL. Essa alta atividade coincide com o periodo
do primeiro pico de atividade desidrogenasica encontrado na condi¢do SCH nos experimentos
utilizando o consércio, demonstrando que essa atividade pode ser atribuida principalmente a
HEXS5. Apds esse primeiro pico, a atividade diminuiu nos dias seguintes, observando-se uma
reducao mais abrupta no 8° dia, a qual se mantém até o 12° dia.

Essa queda na atividade metabolica que ocorre entre 0 6° e 0 8° dia pode estar
relacionada a mudanca da fonte de carbono. Apds a degradacéo inicial do n-hexadecano, séo
gerados metabdlitos secundarios, resultantes da quebra sequencial da cadeia de carbonos.
Nesse contexto, uma queda na atividade pode ocorrer devido ao tempo requerido para outros
genes serem ativados e novas enzimas serem produzidas para a degradacao tais compostos.
Isso € ainda mais sugerido pelo fato de logo ap6s a queda no 8° dia a atividade se estabilizar
ao invés de continuar decaindo. No 14° dia houve um novo aumento significativo do
metabolismo dos micro-organismos, o qual culminou em um novo pico ao 21° dia com
concentracdes de 40,6 pg/mL de formazan. No final do experimento, 25° dia, observou-se que
a atividade voltou a cair, reduzindo os valores de formazan para 10,5 pg/mL, sugerindo a
exaustdo da fonte de carbono.

HEX6 também se mostrou capaz de iniciar a degradacdo do n-hexadecano e de
usar intermediarios da degradacdo, haja vista que a atividade metabdlica foi constante durante
todo o experimento, embora bem mais baixa do que a atividade enzimatica de HEX5. A HEX
6 mostrou um pico de atividade metabolica, apesar de ndo ter se mostrado significativo
estatisticamente, no 6° dia de experimento, atingindo uma concentra¢do de 10,9 pg/mL de
formazan que se manteve constante até o fim do experimento, no 25° dia.

As demais linhagens ou ndo foram capazes de usar o n-hexadecano diretamente
como fonte de carbono, como HEX2, HEX3 e HEX7, ou comecaram a degradar tardiamente

esse composto, como HEX1 e HEX4. A HEX 1 mostrou-se significativamente diferente a
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partir do 2° dia de andlise, a qual se manteve constante até o 10° dia de experimento. Apds
esse periodo, a atividade apresentou um aumento significativo no 12° dia, alcangando
concentracdes de 10,5 pg/mL. Essa atividade se manteve constante até o 21° dia, seguido de
decaimento da atividade no 25° dia. Apesar desse decaimento ndo ter se mostrado
estatisticamente significativo, pode-se supor que houve a metabolizagdo total do composto.
Por fim, a HEX 4 foi o isolado que apresentou a resposta metabdlica mais tardia. Seu pico de
atividade ocorreu apenas no 21° dia, seguido pelo decaimento da atividade metabdlica no 25°
dia, sugerindo um rapido consumo do substrato neste curto espaco de tempo.

Esses resultados mostram que embora essas linhagens sejam provenientes de
consorcio obtido por enriquecimento de 45 dias com n-hexadecano como Unica fonte de
carbono (ANGELIM, 2012), algumas linhagens isoladamente ndo sdo capazes de iniciar a
degradacdo do composto. Essas linhagens, quando em consércio, devem utilizar
intermediérios tardios da rota de biodegradacdo ou auxiliar as demais linhagens na
degradacdo do composto, sendo fonte de metabolitos, co-fatores, que auxiliam nesse processo.
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6 DISCUSSAO

O ensaio da atividade da enzima desidrogenase em solo contaminado pode ser
utilizado como um método simples de avaliar e quantificar a atividade metabolica dos micro-
organismos e do possivel efeito inibitorio de contaminantes nas atividades microbianas do
solo, assim como a capacidade de degradacdo dos contaminantes pela microbiota (BALBA;
AL-AWADHI; AL-DAHER, 1998).

De acordo com Schaffner e colaboradores (1996), os fatores que controlam a
densidade populacional e a diversidade de bactérias em solos incluem fatores fisico-quimicos
e bioldgicos. Os fatores fisico-quimicos incluem o carbono organico, receptores de elétrons, o
potencial de oxidacdo-reducdo, nutrientes inorganicos, pH, teor de agua, temperatura,
salinidade, e textura do solo. A densidade da populacéo bacteriana geralmente diminui com a
profundidade, em funcéo da disponibilidade de carbono organico e de oxigénio molecular. Ja
os fatores bioldgicos incluem a competicdo por recursos, predacdo por protozoarios, micro-
artropodes e inibidores metabdlicos. Considerando tais fatores e sob condi¢Ges de crescimento
6timas, a abundancia microbiana no solo pode exceder 10® unidades formadoras de colénias
por grama de solo (UFC/g) para as bactérias. No entanto, em solos que passam por processo
de recuperacdo, as densidades populacionais geralmente variam entre 10* e 10’ UFC/g.

Em experimentos de solos poluidos por 6leo, um aumento na atividade de
desidrogenase é atribuido a adaptacdo e reproducdo dos degradadores de hidrocarbonetos. A
biomassa microbiana do solo é um importante indicador do estado da vitalidade do solo. Esse
método ¢é recomendado para determinar os efeitos dos compostos organicos na microbiota do
solo e é utilizado para solos contaminados com diferentes compostos organicos
(MARGUESIN, ZIMMERBAUER, SCHINNER, 2000).

Em um estudo de monitoramento de biorremediacdo através das atividades
biolégicas do solo, realizado por Marguesin e colaboradores (2000), foi mostrado que o
contetdo de hidrocarbonetos encontrados no solo se correlaciona positivamente com a
biomassa (P < 0.001) e com a atividade desidrogenasica, (P <0.01).

Os resultados obtidos neste estudo em relagdo a degradagdo do n-hexadecano
foram relacionados a variacdo da atividade enzimética da desidrogenase e das contagens de
numero de células vidveis nos dez tempos de analise do monitoramento dos microcosmaos.

A condicdo SC deste experimento, caracterizada por constituir apenas o

sedimento e o consorcio, apresentou 0s menores valores tanto de atividade metabodlica quanto
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de crescimento, com ambos sendo praticamente nulos. Esta condi¢do funcionou como
controle negativo, servindo para mostrar 0 comportamento do consércio em meio contendo
apenas nutrientes encontrados no sedimento do manguezal. Portanto, o crescimento
observado nas demais condi¢des esta diretamente relacionado a adicdo das demais fontes de
carbonos.

O crescimento dos micro-organismos do solo é limitado predominantemente pela
fonte de carbono disponivel (LEMANSKI; SCHEU, 2014), portanto quantidades reduzidas de
substrato limitam o crescimento microbiano, como foi observado no controle. De acordo com
CHENU e colaboradores (2001), a maioria dos estudos sobre distribuicdes microbianas na
estrutura de solo mostram que 0s micro-organismos respondem rapidamente a um substrato
local disponivel, utilizando-o como fonte de carbono e energia.

A condicdo SCG, diferentemente do controle, apresentou aumento significativo
do crescimento e atividade metabolica Esse comportamento pode ser associado ao fato da
glucose ser uma fonte de carbono facilmente metabolizavel pela maioria dos seres vivos. Tal
tratamento funcionou como controle positivo, visando conhecer o perfil metabélico do
consorcio microbiano utilizando uma fonte de carbono de facil degradacao.

Matéria organica de baixo peso molecular, como acidos organicos, aminoacidos e
acucares, tem pouco tempo de residéncia no solo devido a sua rapida captacdo e assimilacéo
pelos micro-organismos (VAN HEES et al., 2005). Portanto, uma fonte de carbono como a
glucose é rapidamente assimilada pela populacdo local, estimulando o crescimento celular e
provocando o aumento da taxa metabdlica, sendo mineralizada a CO; e agua.

A terceira condicdo SCGH teve duas fontes de carbono distintas adicionadas ao
sedimento, a glucose e o n-hexadecano. O perfil da atividade metabdlica foi bastante
semelhante aquele encontrado na condicdo SCG, porém manteve-se alta ao final do
experimento, dias 21 e 25, em contraste com 0 decaimento estatisticamente significativo
apresentado no mesmo periodo pela condicdo SCG. A manutencdo de atividade ao final do
experimento no 25° dia, provavelmente, deve estar relacionada a atividade de degradagéo de
n-hexadecano. A glucose foi o grande estimulo para o crescimento celular e atividade
metabolica inicial, ja que o crescimento e atividade metabdlica tiveram inicio no 2° dia como
apresentado na condicao anterior.

A condi¢do SCH envolveu avaliar a taxa de degradacdo do n-hexadecano como
unica fonte de carbono. Nessa condigdo foram encontrados altos valores de atividade
metabolica e crescimento celular durante o experimento demostrando a utilizagdo do n-

hexadecano como fonte de carbono, visto que na condicdo controle (SC), que possuia as
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mesmas condicOes exceto pela fonte adicional de carbono (n-hexadecano), ndo ocorreram
elevacdes de atividade metabolica.

Na condicdo SCH o aparecimento do 1° pico de atividade apenas no 5° dia, em
contraste com as condi¢des SCG e SCGH, que apresentaram atividades no 2° dia, sugere que
alguns ou todos os micro-organismos do consorcio precisam de tempo para se adaptar as
condigdes do ambiente contaminado, e para tal, um conjunto de genes envolvidos na
degradacéo de n-hexadecano precisa ser ativado.

Em estudos voltados a degradacdo de compostos organicos torna-se necessario a
compreensdo do periodo requerido a adaptacdo do micro-organismo a determinado composto,
sendo este o0 tempo de indugdo das enzimas responsaveis pelo consumo dos contaminantes
(NIGAM; PHALE; WNGIKAR, 2012; JACQUES et al., 2007).

Em um estudo semelhante ao realizado nesse trabalho, Mao e colaboradores
(2012) montaram um microcosmo para investigar a capacidade de um consorcio bacteriano de
biorremediar um solo contaminado por HPAs. Os resultados obtidos mostraram que no
controle do experimento, constituido pelo sedimento estéril e o consércio, o tamanho da
populacdo heterotrofica se manteve constante durante o experimento. Em contraste, contagens
microbianas muito altas foram observadas quando o consércio e contaminantes foram
adicionados nos diferentes tratamentos.

Ramsay e colaboradores (2000) em estudo dos efeitos da biorremediacdo na
comunidade microbiana em manguezais contaminados com 06leo também mostraram que a
contagem de bactérias aerdbias heterotroficas nas amostras de sedimento do controle
experimental se manteve relativamente constante durante o periodo do estudo. Nas amostras
contaminadas por 6leo e submetidas a processos de biorremediacdo houve aproximadamente
um aumento cem vezes maior nas contagens das células viaveis em comparacao ao controle.

A biodegradacdo de hidrocarbonetos alifaticos por micro-organismos pode ser
melhorada aumentando a sua biodisponibilidade através da solubilizacdo ou emulsificacdo, ou
por aderéncia e captacdo do Oleo diretamente da interface Oleo-agua (MISHRA; SINGH,
2012; STROUD; PATON; SEMPLE, 2008). Os micro-organismos possuem diversas
estratégias para superar a baixa solubilidade dos n-alcanos e facilitar o seu transporte através
da membrana. A natureza hidrofobica da superficie da parede celular bacteriana possui um
papel importante, ja que o contato com substratos hidrofobicos é crucial para o estagio inicial
da degradacdo de hidrocarbonetos alifaticos e arométicos mediada pelas oxigenases
associadas a superficie celular.
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No caso de n-alcanos de cadeia longa, existem dois mecanismos de captura. O
primeiro envolve o acesso interfacial do hidrocarboneto pelo contato direto com a célula,
mediada pela hidrofobicidade da superficie celular, e a segunda é mediada por
biosurfactantes, os quais facilitam o contato das células com esses compostos (BOUCHEZ-
NAITALI et al.,, 2001; WENTZEL et al., 2007; MISHRA; SINGH, 2012; STROUD;
PATON; SEMPLE, 2008). A hidrofobicidade da superficie celular, a pseudo-solubilizacdo e o
acumulo do hidrocarboneto intracelularmente ja foram provados em relacdo a biodegradacéo
do n-hexadecano (MISHRA; SINGH, 2012).

As quedas mais bruscas de atividade e de crescimento celular observadas na
condicdo SCH devem estar relacionadas a degradagdo de produtos intermediarios gerados da
degradacdo do n-hexadecano, que levam a uma adaptacdo da comunidade e geram uma
transacdo/alteracdo do perfil da mesma no sedimento. O processo de mineralizacdo do
composto pode ndo ser direto e diversos intermediarios podem ser formados até a degradacao
completa do hidrocarboneto.

Os produtos intermediarios formados pela degradacdo de n-alcanos também
servem como fontes de carbono e energia para as bactérias degradadoras de alcanos (DASHTI
et al., 2008). Nesses casos, geralmente uma variedade metabdlica é requerida para degradar 0s
diferentes intermediarios. Essa variedade metabolica pode ser obtida quando se tem uma
variedade genética, onde 0s micro-organismos atuam em diferentes etapas da mineralizagéo,
onde o produto de um pode ser o substrato do outro. Além desses fatores, a degradacdo de
hidrocarbonetos por co-metabolismo microbiano torna-se essencial, ja que compostos
considerados toxicos para um determinado micro-organismo podem servir de fonte de
carbono para outro (WETLER-TONINI; REZENDE; GRAVITOL, 2011).

Singer e Finnerty (1984) observaram a degradagédo terminal do n-hexadecano por
Acinetobacter HO1-N e Pseudomonas putida e identificaram cinco intermediarios diferentes
durante a degradacdo desse composto, como o0 n-hexadecilhidroperoxidase, n-hexadecanol, n-
hexadecilaldeido, &cido n-hexadecanoico e n-hexadeciln-hexadecanoato no processo de
degradagdo. Os resultados obtidos nesse estudo demonstram e comprovam a formagédo de
metabdlitos intermediarios durante o processo de mineralizacdo do n-hexadecano, o que pode
corroborar os padrdes de degradacéo e crescimento celular durante o processo de degradagéo
na condi¢do SCH.

Associada a uma mudanca no substrato disponivel para degradacdo pode ocorrer a
uma alteracdo no perfil da comunidade nagquele momento, ja& que a fonte de carbono

disponivel se modifica. A cada metabdlito secundario que é formado, o requerimento
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enzimatico necessario para quebrar a cadeia do composto pode modificar, o que
potencialmente leva a uma ativacdo de novos genes especificos, seja esta ativacdo dentro da
mesma populacdo que ja degradou o composto anterior, ou de outra populacdo dentro da
comunidade. Usando a técnica do DGGE, Tian e colaboradores (2008) verificaram uma
variacao significativa na composicdo da comunidade bacteriana de acordo com a presenca de
hidrocarbonetos de baixo peso molecular ou de alto peso molecular. O numero de espécies
dominantes degradando determinado composto pode ser maior ou menor.

Resultados obtidos por Mao e colaboradores (2012) também mostraram mudangas
na estrutura da comunidade bacteriana do solo em experimentos de microcosmo para a
degradacdo de HPAs. Ao longo dos 56 dias de experimento, uma mudanga significante na
estrutura da comunidade foi percebida pela presenca de algumas bandas em diferentes tempos
analisados. Os perfis de DGGE do experimento foram diferentes daqueles encontrados no
tempo zero.

Os vérios exemplos de biodegradacdo de n-hexadecano por consércios de
bactérias corroboram com os resultados encontrados neste estudo, onde se pode inferir que as
altas taxas metabolicas encontradas no experimento se correlacionam com a mineralizagdo do
n-hexadecano.

Mishra e Singh (2012) realizaram experimentos para avaliar a biodegradagdo do
n-hexadecano em meio mineral salino na concentracéo de 1% (v/v) por trés cepas bacterianas
distintas, Pseudomonas aeruginosa, Rhodococcus sp. e Ochrobactrum intermedium. Os
resultados obtidos em dois dias de incuba¢do mostraram que Rhodococcus sp., P. aeruginosa
e O. intermedium degradaram respectivamente 81%, 50% e 23% do n-hexadecano disponivel,
e ao final dos dez dias de experimento, as taxas de degradacdo aumentaram para 95%, 99% e
92% respectivamente. Este estudo também revelou a atividade da alcool desidrogenase no
processo de degradacdo do n-hexadecano por essas trés linhagens. Os resultados obtidos
mostraram que o0 auge da atividade enzimatica ocorreu entre o 4° e 6° dia, 0 que é semelhante
ao que foi encontrado na condi¢cdo SCH nesse estudo.

Dentre 0s micro-organismos ja estudados para a degradacdo de alcanos, a
oxidacdo terminal é conhecida como a principal via de degradacdo desses hidrocarbonetos e
as enzimas degradativas que realizam essa degradacdo s@&o comumente codificadas em
plasmidios. Na degradacdo de alcanos, a alcool desidrogenase consiste em uma das principais
enzimas envolvidas nesse processo (MISHRA & SINGH, 2012).

Estudo do efeito do n-hexadecano em culturas mistas, realizado por ABDEL-

MAGEED e colaboradores (2010) mostrou a capacidade e a eficiéncia de degradacdo de um
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consércio composto por trés cepas na degradacdo de n-hexadecano em meio mineral em trés
diferentes concentragdes. Esse consércio foi capaz de degradar o n-hexadecano em
concentracdes de até 120 ppm em 12 dias de experimento, 0 que sugere fortemente a
degradacdo completa do n-hexadecano sem o acumulo de substancias inibitérias ou
metabdlitos toxicos para 0s micro-organismos. Cerca de 75% (90 ppm) de n-hexadecano foi
degradado ap6s o segundo dia, e 100% (120 ppm) do n-hexadecano foi degradado apds o 5°
dia. A biodegradacdo aumentou rapidamente e 0 metabolismo foi alto o suficiente para manter
a estabilidade da atividade bacteriana. As trés bactérias tiveram seu pico de crescimento entre
8 e 10 dias de experimento e atingiram o crescimento méaximo de 10’ células/mL nesse
mesmo periodo. O crescimento maximo esta correlacionado positivamente com a assimilacéo
méaxima do n-hexadecano; apos esse periodo tanto o crescimento celular quanto a quantidade
de n-hexadecano decairam.

Esse experimento reforga o resultado obtido por Marguesin e colaboradores
(2000), que apesar das matrizes serem diferentes, o resultado obtido em relacdo ao conteido
de hidrocarbonetos encontrados no solo se correlaciona positivamente com a biomassa (P <
0.001).

Um outro estudo realizado em microcosmos de solo por Stroud e colaboradores
(2008) testou a capacidade de mineralizacdo do n-hexadecano pela microbiota indigena em
um solo ndo esterilizado e a capacidade de degradacdo de um consércio bacteriano de
degradadores de hidrocarbonetos em um solo estéril. Os resultados obtidos demonstraram que
tanto a microbiota indigena como o consércio foram capazes de degradar o n-hexadecano. A
maior diferenca encontrada entre os dois experimentos foi a taxa de mineralizacdo inicial do
n-hexadecano, que foi aumentando lentamente com a microbiota indigena ao longo de 14
dias, que em comparagdo com o consdrcio apresentou uma taxa de mineralizagdo bem mais
rapida, que aumentou de 0% para 40% em apenas dois dias de experimento.

Roy e Greer (2000) analisaram a degradagdo do n-hexadecano em solos
contaminados com diesel. A concentracgdo inicial desse contaminante no sedimento consistia
em 100 ppm. Nos experimentos realizados por esses dois pesquisadores, a prépria microbiota
indigena do solo foi capaz de mineralizar 0 n-hexadecano em aproximadamente 40% em
cinco dias de experimento.

A ordem de degradacdo dos compostos do petroleo é: n-alcanos, iso-alcanos,
alcanos de médio peso molecular e arométicos, compostos refratarios como alcanos
policiclicos pesados e aromaticos, esteranos, terpanos, resinas e asfaltenos (ATLAS, 1981;

BRITO et al., 2009). E comumente aceito que a biodegradacio de hidrocarbonetos de baixo
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peso molecular ocorre muito mais rapida e extensivamente do que a dos de alto peso
molecular. Alcanos apresentam estruturas quimicas menos complexas, as quais devem ser
mais faceis de degradar (ATLAS, 1981), portanto o periodo experimental de 25 dias para a
degradacdo do n-hexadecano, um n-alcano de cadeia média e simples, se mostra suficiente
para a total mineralizagdo desse composto.

Um fator que se encontra diretamente relacionado & atividade metabolica consiste
na concentracdo de oxigénio disponivel. Um aumento na captacdo de oxigénio denota um
aumento da respiracdo microbiana, e uma mineralizacdo mais exaustiva dos substratos deve
ser esperada (YUAN et al., 2013; RAMSAY et al., 2000; OUDOT, 1989). Neste estudo, 0s
experimentos foram realizados em presenca de oxigénio a fim de auxiliar a atividade
desidrogenasica.

A degradacdo em condicBes naturais pode ocorrer além da acdo microbiana,
podendo acontecer por fotodegradagdo e/ou evaporacdo. Usualmente, micro-organismos
mantidos in vitro ndo possuem outra fonte de carbono a ndo ser o contaminante (BRITO et
al., 2009), e por serem sistemas totalmente fechados, a degradacdo resultante por fatores
naturais ndo devem ocorrer, se ocorrerem, sdo irrelevantes. Outro fator relevante nesses
processos de biorremediacdo consiste nas linhagens de bactérias utilizadas no processo. Para a
biorremediagdo mediada por micro-organismos a disponibilidade e a selecdo de micro-
organismos degradadores eficientes, além da sua sobrevivéncia nos ecossistemas
introduzidos, sdo critérios-chaves para o sucesso do processo. O esquema r e k de
biorremediacdo propde que a evolucdo favorece a adaptacdo bacteriana tanto atraves de uma
alta taxa de reproducdo (r-estrategistas) ou através da utilizacdo 6tima das fontes ambientais
(k-estrategistas) (SHEN et al., 2008; DORODNIKOV et al., 2009).

As bactérias do género Micrococcus sdo conhecidas por serem k-estrategistas em
seu metabolismo biodegradativo (SLABBERT, 2008). Sdo também classificadas como Gram-
positivas e pertencentes ao filo Actinobacteria. S& comumente conhecidos por serem
eficazes na metabolizagdo de contaminantes, incluindo hidrocarbonetos. Sdo considerados
bons candidatos para aplicacdo em biorremediagdo de sedimentos. Esse grupo também é
capaz de metabolizar uma variedade de fontes de carbono, polimeros complexos, tais como a
lignina e possuem algumas caracteristicas vantajosas de fungos, como producdo de esporos,
crescimento micelial e producdo de enzimas extracelulares (MACCARTHY; WILLIAMS,
1992; SLABBERT, 2008). S&o recorrentemente relatadas em diversos trabalhos como cepas
degradadora de hidrocarbonetos (SANTOS et al., 2011; BRITO et al., 2009; RAMSAY et al.,
2000).
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Dentre os isolados considerados mais importantes neste estudo, as bactérias HEX
4 e HEX 6, classificadas como Micrococcus sp. sdo conhecidas por apresentarem um
crescimento do tipo k-estrategista (VIGO, 2009), portanto o crescimento celular e as taxas
metabolicas mais lentas apresentadas por esses micro-organismos corroboram a sua
classificacdo como k-estrategistas. Um estudo realizado em um manguezal da Austrélia
mostrou que a cepa de Micrococcus utilizada degradou alcanos em uma taxa mais lenta do
que as cinco outras cepas utilizadas no experimento (RAMSAY et al., 2000).

A HEX 5 é uma bactéria Gram-positiva do género Gordonia e também
pertencente ao filo Actinobacteria. Como Micrococcus sp., € comumente caracterizada como
k-estrategista. Porém, tal comportamento ndo foi observado neste estudo, onde HEX 5
apresentou um comportamento tipico de bactérias com crescimento r-estrategista, com uma
alta taxa de reproducéo e de atividade metabdlica.

Estudos realizados por Asvapathanagul e colaboradores (2012) mostraram que
quando as relagBes de nutriente/massa sdo altas, as bactérias desse género podem mudar para
uma estratégia do tipo r, ja que o substrato ndo é um fator limitante. E o que se pode observar
no experimento, onde a fonte de carbono é abundante e ndo h& competicdo interespecifica,
permitindo pleno crescimento do micro-organismo.

Hidrocarbonetos de baixo peso molecular podem ser metabolizados por linhagens
isoladas ou composi¢fes simples de espécies (TIAN et al., 2008). Além disso, existe a
possibilidade da bactéria excretar compostos (exoenzimas ou surfactantes) que podem reduzir
suficientemente a tensdo superficial do 6leo, e permitir a formacdo de microemulsdes, ou a
pseudo-solubilizagdo dos hidrocarbonetos, e consequentemente a sua captacdo (REDDY et
al., 1982). Porém nao é facil entender como o 6leo é incorporado ou qudo diferentemente 0s
hidrocarbonetos atravessam a membrana bacteriana para alcangar as enzimas metabolicas do
citoplasma (SIKKEMA; DE BONT; POOLMAN, 1995).

Na literatura, o género Gordonia ¢é descrito como produtor de lipopolissacarideos
com atividade emulsificante localizados na parede celular (LIN et al., 2005). Esses compostos
desempenham importantes funcgdes fisioldgicas como a emulsificacdo dos hidrocarbonetos,
aumentando a sua biodisponibilidade e facilitando o transporte desses compostos para dentro
da célula (BEAL; BETTS, 2000; MISHRA; SINGH, 2012). A producdo desses compostos
pela HEX 5 pode ser um dos responsaveis pelo rapido crescimento e pelas altas taxas
metabdlicas apresentadas por esse isolado. Além disso, nos experimentos realizados com o
consorcio, o primeiro pico de atividade e de crescimento podem estar mais estritamente

relacionados a essa linhagem.
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As bactérias do género Sphingomonas sdo pertencentes ao filo Proteobacteria, o
qual é considerado como o de maior ocorréncia e diversificagdo na natureza, sendo
encontrado em diferentes ambientes devido a grande variedade metabdlica que apresentam
para a obtencdo de energia (GARRITY; BELL; LILBURN, 2004). Os organismos contidos
neste filo sdo todos gram-negativos, e sdo considerados eficazes na degradacdo de
hidrocarbonetos, incluindo os compostos aromaticos (ATLAS, 1981; MANDIGAN;
MARTINKO; PARKER, 2010).

Segundo Zhang et al., 2006, as bactérias do género Sphingomonas séo
reconhecidas por serem k-estrategistas e por crescerem melhor em baixas concentracdes de
nutrientes/ substratos. Dentre as linhagens do consércio, a HEX 1 é classificada como
Sphingomonas sp. O seu comportamento ao ser cultivada em sedimento com n-hexadecano
revela o seu crescimento do tipo k, pois o seu crescimento celular e atividade metabdlica
passam a ser mais relevantes da metade para o fim do experimento. Da mesma maneira que
HEX 4 e HEX 6, é provavel que esse isolado tenha maior atividade quando a concentracdo do
n-hexadecano no sedimento ja se encontra bem mais reduzida do que aquela encontrada no
inicio do experimento.

Os estudos com consarcios bacterianos tém se mostrado muito promissores para o
Seu uso nos processos de biorremediacao por seus efeitos sinergéticos (YU et al., 2005). Tais
experimentos servem para elucidar a eficiéncia de linhagens de bactérias para recuperacdo de

manguezais contaminados por 6leo.
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7 CONCLUSAO

A implementacdo da metodologia do uso do TTC como forma de monitorar a
degradacdo do n-hexadecano em sedimentos manguezais em distintas condicgdes foi eficaz, o
que demonstra o potencial dessa metodologia para aplicacbes em estudos de processos
biorremediativos em area contaminadas por hidrocarbonetos nesse tipo de ecossistema.

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram a eficiéncia e exequibilidade de
se usar um consorcio de bactérias, com espécies dos géneros Micrococcus, Sphingomonas e
Gordonia, em processo de biorremediacdo de area impactadas com n-hexadecano. Além
disso, esse estudo mostrou que ndo € necessaria a adicdo de glucose para acionar a degradacéo

desse poluente pelo consorcio.
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