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RESUMO

Derrames de petroleo e seus derivados no meio ambiente geram prejuizos naturais,
econdmicos e sociais. Os métodos utilizados para reduzir os impactos ambientais baseiam-se
em técnicas fisicas e quimicas. Entretanto, uma das limitagdes a estes métodos € o alto custo
que eles demandam. Uma alternativa a estes métodos convencionais é a biorremediagdo, que é
um processo no qual organismos vivos sdio utilizados para controlar, remover ou reduzir
poluentes no ambiente. Esta pesquisa teve como objetivo avaliar a capacidade de cepas
bacterianas, isoladas de 4gua e sedimento marinho do porto do Mucuripe, em degradar
hidrocarbonetos de petréleo e produzir biossurfactantes. Foi realizada a purificagio das cepas
e identificagio morfoldgica através da técnica de coloragio de Gram. Os testes de
biodegradagdo de hidrocarbonetos foram feitos tanto com as células bacterianas como com o
liquido metabdlico das cepas. A capacidade das cepas isoladas em degradar hidrocarbonetos e
produzir biossurfactantes foi verificada mediante os seguintes testes: colapso da gota,
atividade de emulsificagdo, capacidade de formagdo e estabilidade de emulsdo. Foram
isoladas 20 cepas Gram negativas e 3 Gram positivas, destas, aproximadamente 35%
apresentaram forte atividade no teste do colapso da gota, indicando a produgio de
biossurfactantes. Mais de 90% dos isolados testados obtiveram unidades de atividade de
emulsificagdo (U.A.E.) acima de 1,0. Na determinagdo do volume de emulsificagdo com
querosene e n-hexadecano, 52% das cepas isoladas formaram emulsdes acima de 40%. Os
isolados foram capazes de formar e estabilizar emulsdes até 168 horas de observagdo,
indicando um potencial biotecnolégico para produgdo de emulsdes estaveis. As cepas Gram
negativas apresentaram estabilidade de emulsio superior as cepas Gram positivas. Portanto, as
cepas bacterianas isoladas de amostras de 4dgua e sedimento do porto do Mucuripe foram aptas
em degradar querosene, utilizando-o como fonte de carbono e produzindo compostos

biossurfactantes/bioemulsificantes.

Palavras-chave: emulsdo — querosene — degradagio



ABSTRACT

Spills of oil and derivatives at environment causes natural, economics and social losses. The
methods used to contain spills are based on physical and chemical techniques. However, the
high cost is a limitation of these methods. An alternative to these conventional methods is
bioremediation, a process in which living organisms are used to control, reduce or remove
pollutants from environment. This research aimed to assess the strains bacterial ability,
isolated from marine water and sediment from the Port of Mucuripe, to degrade petroleum
hydrocarbons and produce biosurfactants. Purification of the strains and morphological
identification by Gram staining technique was performed. The hydrocarbon biodegradation
tests were carried out in both bacterial cells as the metabolic liquid. The ability of these strains
to degrade hydrocarbons and produce biosurfactants was investigated using the following
tests: drop-collapse test, emulsification activity, emulsion stability and turbidity assay. 20
Gram-negative and 3 Gram-positive bacterial strains were isolated, which approximately 35%
of the strains showed strong activity in the drop-collapse test, indicating biosurfactant
production. More than 90% of the isolated tested had emulsification activity unities greater
than 1.0. When the volume of emulsification with kerosene and hexadecane was
determinated, 52% of the strains formed emulsions with emulsion volumes above 40%. The
isolates were able to form and stabilize emulsions up to 168 hours of observation, indicating a
biotechnological potential to produce stable emulsions. Gram negative strains showed higher
emulsion stability than Gram positive ones. Therefore, the bacterial strains from Port of
Mucuripe were able to degrade kerosene, using it as a source of carbon and producing
biosurfactants.

Keyboards : emulsion - kerosene - degradation.
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1 INTRODUCAO

Desde o século XIX o petroleo vem sendo utilizado para obtengdo de energia
(AGENCIA NACIONAL DE ENERGIA ELETRICA, 2008). Os riscos de derrame acidental
sdo intensificados durante os processos de produgdo, transporte, estocagem de petrdleo cru e
de seus derivados (CHAGAS-SPINELLI et al., 2013).

O transporte de petroleo e de seus derivados nas regides de portos associados a
atividade de refino aumentam o risco potencial de acidentes nas regides costeiras. A polui¢do
gerada por estes acidentes nos ecossistemas aquaticos gera prejuizos para o meio ambiente,
economia e para a sociedade (KIM, 2002). Derramamentos de petrdleo e/ou derivados causam
sérios problemas a flora, fauna e aos recursos naturais, afetando diretamente a economia das
comunidades pesqueiras locais (BRUNO, 2006). A zona costeira apresenta forte dinamismo e
por isso torna-se ainda mais vulnerdvel em caso de possiveis acidentes envolvendo
hidrocarbonetos (PINHEIRO, 2012).

Os métodos utilizados para contengdio e remogédo da pluma de poluente baseiam-se em
técnicas fisicas e quimicas: barreiras de contengdio, materiais absorventes como espuma de
polietileno, formadores de gel, dispersantes quimicos e inje¢do de ar (CRAPEZ et al., 2002 e
PEPPER; GERBA; BRUSSEAU, 2006). Uma alternativa de tratamento envolvendo processos
naturais para a remogio de poluentes ¢ a biorremediagdo. Esta técnica consiste na utilizag@o
de agentes biologicos capazes de decompor ou modificar poluentes alvos em ambientes
contaminados ou fora deles (MARIANO; ANGELIS; BONOTTO, 2007). E uma alternativa
tecnologica e ecologicamente mais adequada, pois pode possibilitar a completa degradagdo do
poluente, isto ¢, sua mineralizagdio (BALBA; AL-AWADHI; AL-DAHER, 1998;
GAYLARD; BELINASO; MANFIO, 2005; BONONI et al., 2008). Além dos beneficios
citados, a biorremediag@o requer menor custo quando comparada as técnicas convencionais de
tratamento de ambientes contaminados por petroleo e seus derivados (PEPPER; GERBA;
BRUSSEAU, 2006).

No processo de biorremedia¢do, o metabolismo de micro-organismos € utilizado para
a eliminagdo ou redugdo do poluente no ambiente a niveis aceitdveis (COLLA et al., 2008;
DASH et al., 2013). A biodegradagdo de petroleo e derivados, geralmente ¢ mais eficiente
quando se utiliza consércios bacterianos de diferentes géneros e espécies devido aos seus
efeitos de sinergismo e cometabolismo (BALBA; AL-AWADHI; AL-DAHER, 1998;
BOOPATHY, 2000).
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A utilizagdo de hidrocarbonetos de petréleo como substrato para bactérias com
potencial degradador depende da natureza quimica do composto, das condigdes ambientais do
meio contaminado e da diversidade microbiana (ATLAS, 1981). A biorremediagéo possibilita
a reducdio dos impactos ambientais gerados por petroleo e derivados, transformando-os muitas
vezes em compostos de menor toxicidade ao meio ambiente afetado.

Baseado na necessidade de alternativas vidveis para processos de mitigagdo de
ambientes contaminados por derivados de petréleo, a prospecgdo de bactérias com potencial
biotecnoldgico é uma etapa necessaria e atual dentro das chamadas “tecnologias limpas™.

O porto do Mucuripe estd localizado na zona costeira de Fortaleza- CE e atua sob
administragdo da Companhia Docas do Ceard. A caracteristica predominante da carga
movimentada no porto € de imi:ortag:ﬁo com destaque para granéis solidos (vegetais, quimicos
e minerais), granéis liquidos (combustiveis e 6leos minerais), contéineres e carga geral.
Dentre os combustiveis embarcados estdo éleo diesel, gasolina e gas liquefeito de petrdleo
(GLP). O porto dispde de um pier petroleiro com bergo de atracagdo exclusivo para
movimentagdo de granéis liquidos. Contudo, pequenas fragdes de combustiveis e dleos
minerais também atracam no Cais Pablico (GIACOBO er al., 2012).

O risco de poluigdo marinha por hidrocarbonetos na regido existe e aumenta a medida
que o transporte destas substdncias € intensificado. Diante disso, é necesséario estudar a
microbiota marinha da regido do porto do Mucuripe com o intuito de selecionar micro-
organismos com capacidade de degradar hidrocarbonetos de petréleo e produzir
biossurfactantes.

Este trabalho teve como objetivo selecionar bactérias de amostras ambientais de agua
e sedimento do porto do Mucuripe com potencial degradador de hidrocarboneto de petréleo

(querosene) e produzir compostos biossurfactantes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Hidrocarbonetos do petroleo

O petréleo é um composto oleoso inflamavel, formado a partir da decomposigdo da
matéria organica vegetal e animal que se acumulou ao longo de milhdes de anos. E uma
substincia composta basicamente por hidrocarbonetos, formada por carbono e hidrogénio, a
qual podem estar associados a dtomos de nitrogénio, oxigénio, enxofre e alguns ions
metalicos como o vanadio e niquel (AGENCIA NACIONAL DE ENERGIA ELETRICA,
2008).

O American Petroleum I;nstirute (1999) classifica os hidrocarbonetos de petréleo de
acordo com a composi¢do molecular em:

e Aromaticos: sio hidrocarbonetos de cadeia benzénica que apresentam alta
toxicidade e biodegradagdo lenta. Dentre estes compostos destacam-se 0s
Hidrocarbonetos Policiclios Aromaticos (HPAs).

e Alcanos: também chamados de parafinas ou alifiticos saturados, estes
hidrocarbonetos possuem cadeias normais e ramificadas. Sdo incolores,
relativamente inodoros e pouco reativos. Os hidrocarbonetos deste grupo
apresentam baixa toxicidade e facil biodegradac@o.

e Alcenos (oleafinas ou iso-parafinas): sdo hidrocarbonetos de cadeia aberta
semelhante aos alcanos, com diferenca apenas na presenga de ligagdes duplas
entre os atomos de carbono. Em geral, possuem baixa concentragdo no petroleo
ou podem ser até ausentes, entretanto sdo abundantes em subprodutos como a
gasolina.

e Cicloalcanos ou nafta: sdo hidrocarbonetos de cadeias fechadas e saturadas e

representam a segunda maior fragdo em grande parte dos hidrocarbonetos.

O petréleo cru ndo possui aplicagdo direta, logo, para ser utilizado, este passa por um
processo de refino para obtengdo de seus derivados. Nas refinarias, o 6leo cru é submetido a
ebulicdo para um fracionamento de seus componentes. Dessa forma, além do processo de
extragdo desse 6leo, fazem parte da cadeia produtiva do petroleo os processos de transporte do
6leo bruto, refino e distribui¢do do produto final (AGENCIA NACIONAL DE ENERGIA
ELETRICA, 2008).




O petréleo e seus derivados possuem aplicagdes na producdo de energia e lubrificagdo.
Entre os derivados de petrdleo utilizados como combustiveis, destacam-se a gasolina,
querosene e Oleo diesel. Dentre os componentes da gasolina estdo os hidrocarbonetos
monoaromaticos conhecidos como BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e isémeros de
xileno). Estes hidrocarbonetos apresentam elevada toxicidade ao meio ambiente e a saide
humana (ANDRADE; AUGUSTO; JARDIM, 2010). O querosene ¢ formado por uma mistura
de diferentes hidrocarbonetos parafinicos, oleofinicos e aromaticos (QUEROSENE, 2008).
Insoliivel em dgua, essa mistura possui utilizagdo como combustivel de aviagdo e iluminagdo,
solvente e agente de limpeza. Por sua vez, o 6leo diesel € constituido na sua grande maioria
por alcanos de cadeia normal, dentre eles o n-hexadecano (SILVA, 2012). Este
hidrocarboneto possui alto peso molecular (226,44 g/mol), e apresenta-se insolivel em agua.
Sua temperatura de fusdo € de 18°C e seus vapores sdo mais pesados do que o ar (PEDROZO,

et al., 2002; HEXADECANO, 2005).

2.2 Contaminac¢io ambiental

A regido costeira ¢ submetida a diferentes tipos de poluigdo devido a sua alta
ocupacdo. Dentre os tipos de degradagdo que atingem essas areas estdo o langcamento de
esgoto doméstico, hospitalar, industrial, derrames de petréleo, dentre outros (BRUNO, 2006).

Os hidrocarbonetos de petréleo podem ser langados no ambiente costeiro através de
descargas industriais e municipais bem como escoamento urbano, deposigdo atmosférica e
vazamentos naturais de petrdleo e derivados (JOEL e AMAJUOYI, 2009).

O petroleo € liberado para o meio ambiente através de acidentes durante os diferentes
processos de producdo, transporte, estocagem e refino desse composto (PEDROZO e al.,
2002). O petréleo pode infiltrar no solo através da aglo da gravidade e depositar-se em
horizontes inferiores, podendo chegar até os aquiferos subterrdneos. Durante a migragdo do
6leo pelo perfil do solo, uma pequena fragdo desse composto permanece retida em suas
particulas, constituindo a chamada fragio residual de saturagdo. Essa fra¢do constitui fonte de
contaminagdo, podendo estender-se a agua e ao ar através da chuva ou agdo dos ventos
(AGENGY FOR TOXIC SUBSTANCES AND DISEASE REGISTRY, 1999). O destino € o
comportamento de poluentes orgdnicos no solo dependem de diversos fatores, dentre eles: as
caracteristicas do solo, suas propriedades fisicas e fatores ambientais como a temperatura e a
precipitacdo (REID; JONES; SEMPLE, 2000).
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Os oceanos recebem todos os rejeitos langados ao longo do continente, dentre eles os
hidrocarbonetos de petroleo. Estes compostos podem depositar-se nos corpos d’dgua direta ou
indiretamente. O contato direto ocorre devido ao langamento do contaminante através de
fontes pontuais (plataforma de petroleo, por exemplo) ou difusas (langamento doméstico de
derivados de petréleo ou produtos automotivos) nos corpos hidricos continentais. O contato
indireto se da através da lixiviagdo de solos contaminados ou pela deposigdo atmosférica
destes compostos (LOPES, 2009).

Os efeitos do petroleo na biota marinha podem ser agudos ou cronicos (GANDRA,
2005). A mancha de 6leo ao espalhar-se pela dgua, bloqueia a penetragdo da luz impedindo a
realizagdo da fotossintese pelo fitoplancton. A redugdo deste processo afeta diretamente a
produtividade primaria na agua, comprometendo os niveis troficos superiores (BRUNO,
2006).

O petroleo causa deficiéncia na respiragdo e locomogdo nos animais aquaticos,
levando-os a morte por asfixia a0 permanecerem presos na mancha de 6leo. O 6leo pode
causar lesdes hepaticas em peixes. Em mamiferos, pode ocorrer o processo de bioacumulagdo
devido a ingestdo de alimento contaminado, aumentando a concentragdo desse composto em
niveis tréficos superiores. Além disso, o petrleo pode causar a perda da fungdo
termorreguladora dos pelos destes animais, levando-os a hipotermia. O petroleo ao ser retido
nas penas das aves reduz a sua capacidade termorreguladora, causando a perda da capacidade
de flutuagdo na 4gua e seu afogamento na mancha de 6leo. Em recifes de corais, 0 6leo pode
causar a morte por recobrimento ou por intoxicagdo. Em manguezais, o 6leo ao ser retido nas
raizes aéreas dos mangues fecha as lenticelas e impede a respiragdo vegetal. A redugdo de
peixes e planctons na dgua reduz a reserva de alimentos de niveis tréficos superiores afetando
toda a cadeia alimentar local (FERNANDES, 2001; BOTELHO, 2003; LOPES;
MILANELLI; POFFO, 2007).

Diante dos impactos gerados por acidentes envolvendo petroleo e seus derivados, faz-
se necessaria a utilizagio de processos e/ou alternativas que objetivem a recuperagdo

ambiental das 4reas contaminadas.
2.3 Biorremediagio
A biorremediagdo consiste na utilizagdo de organismos vivos, em geral animais ou

plantas, para remogdo de poluentes do ambiente ¢ a sua transformagdo em produtos de menor
ou nenhuma toxicidade (GAYLARD; BELINASO; MANFIO, 2005; SINGH et al., 2008).
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Este processo ocorre naturalmente no ambiente e visa a degradagdo do poluente, podendo
resultar na sua degradagdo completa, assim como a sua conversdo em produtos indcuos
(BALBA; AL-AWADHI; AL-DAHER, 1998). A biorremediagdo ¢ ecologicamente a
alternativa mais adequada dentre os métodos de mitigagdo de areas afetadas por petrdleo, pois
possibilita a degradagdo do poluente por mecanismos naturais (BONONI ez al., 2008).

No tratamento de locais contaminados por petréleo e derivados existem trés possiveis
abordagens de uso da biorremediagdo: biorremediagdo intrinseca, bioestimulo e bioaumento.

e Biorremedia¢do intrinseca: também conhecida como atenuagdo natural
monitorada (ANM), essa técnica consiste na remog¢do do contaminante por
meios bidticos “in situ” com o passar do tempo sem a adi¢do de nutrientes e/ou
agentes estimulantes -pelo homem. Os processos envolvidos nesta técnica sdo
de origem natural (ANDRADE; AUGUSTO; JARDIM; 2010).

e Bioestimulo: nesta técnica ha o estimulo de microbiota nativa, “in situ” ou “ex
situ”, através da otimizagdo das condigGes ambientais como temperatura, pH,
nutrientes e oxigénio a fim de aumentar as taxas de biodegradagdo (SILVA,
2012).

e Bioaumento: consiste na adigdo de uma microbiota endégena ou exdgena ja
adaptada ao poluente alvo a fim de acelerar o processo de degradagdo seja ele
“in situ” ou “ex situ” (JUWARKAR; SINGH; MUDHOO, 2010; SILVA,
2012). Entretanto, ha uma preocupagdo ambiental em utilizar espécies exoticas
no tratamento de locais contaminados. Espécies aloctones podem inibir a biota
indigena, podendo causar desequilibrios ecologicos no ecossistema
(MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2014).

No processo de biodegradagcdo de hidrocarbonetos os micro-organismos tendem a
produzir substincias responsaveis por aumentar a taxa de consumo do poluente. Esses
produtos formados sdo chamados de biossurfactantes e sdo responsaveis pela solubiliza¢do do
hidrocarboneto, potencializando as taxas de biodegradagdo (SILVA, 2012). O biossurfactante
produzido ird auxiliar na biodegradagdo do contaminante, podendo resultar em produtos de
menor toxicidade. Entretanto, em muitos casos, o produto final da degradag@o microbiana de
hidrocarbonetos pode ter toxicidade maior do que o poluente original, sendo necessaria a

avaliacdo da sua toxicidade para que se possa conhecer seus efeitos no ambiente. A figura 1

ilustra o processo de biodegradagédo de hidrocarbonetos.
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Figura 1 - Elementos do processo de biorremediagio.
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Fonte: Adaptado de http://www.natureswaygreen.com/bioremediation.htm.

Uma variedade de bactérias e fungos possuem a capacidade de utilizar
hidrocarbonetos como substrato (LEAHY e COLWELL, 1990). Dentre esses organismos, as
bactérias sdio comumente utilizadas como agentes degradadores devido ao rapido crescimento
destes organismos em ambientes contaminados e a sua capacidade de utilizar diferentes
hidrocarbonetos como fonte de carbono (WOLICKA et al., 2009).

Apesar de corresponderem por menos de 1% da comunidade microbiana marinha
natural, os micro-organismos degradadores de hidrocarbonetos podem se multiplicar e
representar mais do que 10% da populagdo microbiana em locais contaminados por
hidrocarbonetos (TEIXEIRA et al., 2010).

Bactérias isoladas do ambiente marinho possuem potencial uso na biorremediagdo e
podem se tornar candidatas ideais para tratamento de habitats extremamente poluidos. Os
micro-organismos marinhos respondem rapidamente as mudancas dos padrdes ambientais e
devido a essa caracteristica podem ser utilizados também como bioindicadores de qualidade
ambiental (DASH, 2013).

Diversos sdo os estudos que avaliam a capacidade de isolados bacterianos em degradar
hidrocarbonetos de petréleo (CATTER et al., 2004; GOMES et al., 2009; MAHJOUBI et al.,
2013). Em muitos estudos, os micro-organismos com potencial degradador foram isolados de
ambientes ja contaminados por Oleo (GOMES et al, 2009; JACOBUCCI; ORIANI;
DURRANT, 2009; VIRAMONTES-RAMOS et al., 2010).
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Uma variedade de micro-organismos aerdbios tem sido descrita como degradadoras de
hidrocarbonetos, com destaque para bactérias dos géneros Pseudomonas, Bacillus,
Alcaligenes, Sphingomonas, Rhodococcus e Micobacterium. Muitos destes micro-organismos
utilizam hidrocarbonetos como tnica fonte de carbono (JUWARKAR; SINGH; MUDHOO,
2010; THAVASI; SHARMA; JAYALAKSHMI, 2011).

2.4 Biossurfactantes

Os surfactantes sdo compostos de estrutura molecular com grupos hidrofilicos e
hidrofobicos capazes de reduzir a tensdo superficial de misturas com fases e polaridades
diferentes como agua e Sleo (NITSCHKE e PASTORE, 2002). Por sua vez, o0s
biossurfactantes sdo surfactantes naturais de origem microbiana que atuam como dispersantes
e solubilizantes de compostos organicos (GOUVEIA et al., 2003).

Os biossurfactantes sdo alternativas aos surfactantes sintéticos, pois estas substancias
sdo amplamente utilizadas em escala industrial e sdo sintetizados a partir de derivados de
petroleo (NITSCHKE e PASTORE, 2002; PINTO; MARTINS; COSTA, 2009). Além disso,
os surfactantes naturais sdo biodegradaveis, estaveis em condi¢des extremas de temperatura,
pH e salinidade (MAHJOUBI et al., 2013).

Os biossurfactantes possuem propriedades de adsor¢do, formagdo de macro e micro
emulsdes, agdo espumante ou antiespumante, solubilidade, detergéncia e dispersdo de fases
(NITSCHKE e PASTORE, 2002; GOUVEIA et al., 2003). Estas substidncias permitem o
crescimento de micro-organismos em compostos insoliveis em agua (hidrocarbonetos) e em
outro substrato lipofilico. Sendo assim, permitem a solubilizag¢do de hidrocarbonetos na agua,
reduzindo a tensdo superficial entre as fases orgénicas e aquosas (JACOBUCCI et al., 2009;
MAHIJOUBI et al., 2013).

Um dos grandes fatores que impedem a biorremediagdo de ambientes aquéaticos
contaminados por hidrocarbonetos é a biodisponibilidade do poluente para a microbiota
(DASGUPTA; GHOSH; SENGUPTA, 2013). A hidrofobicidade dos hidrocarbonetos ¢ um
fator que torna tais compostos biologicamente indisponiveis no meio ambiente, impedindo
que muitos dos micro-organismos utilizem estes compostos como fonte de carbono.
Entretanto, os biossurfactantes possuem papel crucial para degradagdo desses compostos,
pois, permitem a dispersdo do contaminante, tornando-o biologicamente disponivel para a
degradagdo microbiana (WETLER-TONINI; REZENDE; GRATIVOL, 2010). A figura 2

ilustra o processo de dispersdo de hidrocarbonetos por compostos biossurfactantes.
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Figura 2 — Esquema representando a agdo dos biossurfactante sobre o petréleo.
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Fonte: Adaptado de http://www.natureswaygreen.com/bioremediation.htm.

2.5 Bioprospecgio de organismos marinhos

O Brasil detém cerca de 15 a 20% da biodiversidade mundial (LOPES et al., 2005). Os
investimentos em pesquisas, que exploram tais recursos, sdo realizados no intuito de
desenvolver produtos naturais (bioprodutos) que possuam aplicagdo tecnologica, para
melhoria da qualidade de vida e do meio ambiente.

A bioprospeccdo consiste na exploragdo e utilizagdo de recursos genéticos e
bioquimicos a fim de se obter novos produtos ou processos para uso comercial (CARDOSO,
2013). Por corresponder a 70% da superficie terrestre, o oceano € uma fonte rica de recursos
bioldgicos e agentes quimicos (SYNNE, 2007). A costa brasileira com 8698 km de extensdo
apresenta uma alta biodiversidade, levando cada vez mais pesquisadores a explorem os
recursos marinhos e seu potencial biotecnolégico (TEIXEIRA et al.,2010).

Ha grande interesse em isolar micro-organismos de dreas contaminadas com
hidrocarbonetos, pois estes normalmente, apresentam alta capacidade de adaptagdo ao meio
impactado, sdo mais resistentes as alteragdes ambientais e sio menos susceptiveis a variagdes
genéticas causadas por estresse no meio (CERQUEIRA et al., 2011). O amplo conhecimento
acerca da biodiversidade e da prospec¢do de novos organismos ¢ um dos principais focos da
biotecnologia. Tal conhecimento permitira uma melhor gestdo de éreas contaminadas
(BRITO, 2010).




3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Realizar prospecgéo de bactérias de ambiente marinho na regido portuéria de Fortaleza, com

potencial em degradadar hidrocarbonetos de petrdleo e produzir

biossurfactantes/bioemulsificantes.

3.2 Objetivos especificos

i

(¥

Isolar cepas bacterianas do ambiente marinho com potencial em degradar querosene
comercial;

Avaliar a capacidade das cepas isoladas em produzir biossurfactantes:

Verificar o potencial dos isolados bacterianos em formar e estabilizar compostos

emulsificantes frente a querosene e n-hexadecano;
Realizar a caracterizagdo fisico quimica da amostra de 4gua coletadas;

Verificar o pH dos meios de crescimento bacteriano utilizando querosene como fonte

de carbono.

Comparar o surfactante sintético Dodecil Sulfato de sédio com os biossurfactantes

produzidos pelas cepas isoladas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Area de estudo

O porto do Mucuripe esté localizado na enseada do Mucuripe, na cidade de Fortaleza -
CE. Este possui um cais acostavel com 1080 metros de extensdo com seis bergos de atraca¢io
e um pier petroleiro com dois bergos de atracagdo exclusivos para movimentagdo de granéis
liquidos. A maior parte dos granéis liquidos movimentados ¢ de derivados de petroleo, em

especial 6leo diesel, gasolina e GLP (GIACOBO et al., 2012).

4.2 Pontos de coleta

Foram selecionados 9 pontos de amostragem da superficie da agua (2, 7, 9, 12, 18, 21,
26, 31, 36) do entorno do porto do Mucuripe (Figura 3). O sedimento do fundo marinho foi
coletado em dois pontos localizados proximos ao pier petroleiro (11 e 12), apresentados na
figura 4. Os pontos de 4gua e sedimento foram escolhidos com o intuito de estudar a
microbiota da dgua proxima as 4reas de atracagdo do porto. Alguns pontos coletados (9 e 12)
estdo localizados proximos ao pier petroleiro, enquanto o restante dos pontos esta distribuido
ao longo da costa de Fortaleza. No sentido leste, o ponto de coleta mais distante ¢ o 2
localizado na Praia do Futuro. No sentido oeste, o ponto mais distante € o 36 e esta localizado

préximo a comunidade do Cristo Redentor, bairro Pirambu.




Figura 3 - Mapa de localizagiio dos pontos de amostragem de dgua no porto do Mucuripe, Fortaleza-CE.
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Fonte: Fundagdo Cearense de Pesquisa e Cultura, 2012.

Figura 4 - Mapa de localizagdo dos pontos de amostragem do sedimento no porto do Mucuripe, Fortaleza-CE.
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4.3 Procedimentos de coleta
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Foram realizadas coletas da superficie da 4gua do mar utilizando uma garrafa do tipo

Van-dorn (Figura 5). Apds coletadas, as amostras de dgua foram transferidas para garrafas de

vidro &mbar, previamente esterilizadas. Foi coletado sedimento do fundo marinho com auxilio

de uma draga do tipo Van-veen (Figura 6). Apds a coleta, as amostras foram transferidas para

sacos plasticos, acondicionadas em caixa de material isotérmico e encaminhadas para o

Laboratério de Microbiologia Ambiental ¢ do Pescado para processamento imediato. As

amostras de 4gua foram obtidas em outubro de 2012. Foram realizadas duas coletas de

sedimento nos dois pontos descritos em periodos diferentes: uma em outubro de 2012 e outra

em maio de 2013.

Figura 5 - Garrafa do tipo Van dorn utilizada para coleta de agua.

Fonte: Fundaciio Cearense de Pesquisa e Cultura, 2012.
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Fonte: Fundagdo Cearense de Pesquisa e Cultura, 2012.

4.4 Isolamento de bactérias com potencial biodegradador
4.4.1 Agua

Foram transferidos 10 ml de cada amostra para frascos de Erlenmeyer contendo meio
mineral Bushnell-Haas (Difco) acrescido de querosene previamente esterilizado em
membrana filtrante (0,22 pm, Millipore) na concentragéo de 2% (v/v). Os Erlenmeyers foram
mantidos sob agitagdo de 150 rpm a 30°C. Neste experimento foram realizadas duas
repetigdes para cada amostra, onde um Erlenmeyer foi incubado por 48 horas e outro por 72

horas.
4.4.2 Sedimento

Apos homogeneizagdo manual, foi pesado 25g de cada amostra e transferida para um
frasco de Erlenmeyer contendo 225 ml de solugdo salina na concentragio de 0,85% de NaCl.
O material foi mantido sob agitagdo magnética durante 30 minutos e apds esse periodo,
esperou-se 15 minutos para a precipita¢do do sedimento. Uma aliquota de 10 ml da suspenséo
foi retirada e transferida para outro Erlenmeyer contendo meio mineral Bushnell-Haas,

acrescido de 2% (v/v) de querosene previamente esterilizado em membrana filtrante. Os
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Erlenmeyers foram mantidos sob agitagdo de 150 rpm a 30°C. Repetiu-se o padrdo de duas
repeticdes para cada amostra descrito no item anterior utilizando os mesmos periodos de

incubacio.
4.5 Isolamento bacteriano

Apos um periodo de 24 horas de incubagdo, dos frascos, foram retiradas algadas de
cultura bacteriana e estriadas em placas de Petri contendo o meio Agar Triptona Soja — TSA
(BBL) utilizando a técnica de esgotamento. As placas foram incubadas por 24 horas a 35°C.
As colonias com morfologias diferentes foram isoladas e inoculadas em tubos contendo meio
Agar Triptona Soja — TSA (BBL) inclinado, que foram incubados por 24h a 35°C. Apés 24
horas, os tubos contendo o crescimento bacteriano foram armazenados em estufas de B.O.D.a

20°C para posterior caracterizagdo das cepas (Figura 7)




Figura 7 - Fluxograma do processamento
Mucuripe, Fortaleza-CE.
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4.6 Parimetros fisico-quimicos

A temperatura das amostras de agua foi medida no local de coleta utilizando uma
sonda da marca Horiba. Em laboratorio, a salinidade foi medida utilizando um refratometro

(Digit - 2011), enquanto o pH foi medido com um potenciémetro (Hanna instruments).

4.7 Caracterizacio fenotipica das cepas isoladas

4.7.1 Andlise morfotintorial

A caracterizagio morfologica das cepas isoladas foi feita seguindo o método de
coloragdo de Gram (Figura 8) descrito por Soares, Casimiro e Albuquerque (1987). Esta
técnica diferencia as bactérias de acordo com a estrutura da parede celular em Gram positivas
e negativas. Antes da realizagdo do teste, as cepas foram renovadas em tubos de ensaio

contendo dgar TSA e incubadas durante 24 horas a 35°C.

Figura 8 — Ilustragfio da técnica de coloragdo de Gram.
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Fonte: SANTOS, 2013.
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4.8 Avalia¢iio da producio de biossurfactante
4.8.1 Inoculo bacteriano

A metodologia usada para o crescimento celular foi adaptada de Lima e Silva et al.
(2010). Das cepas devidamente purificadas, foram retiradas algadas de cultura bacteriana e
inoculadas em Erlenmeyers contendo 50 ml de meio Luria Bertani — LB (Difco) - (triptona
10g; extrato de levedura 5g; cloreto de sodio 10g; agua destilada q.s.p 1000 ml; pH 7+0,2). Os
frascos permaneceram incubados em estufa por 16 horas (overnight) a 35°C para obter um

crescimento correspondente a 107 UFC/mL.
4.8.2 Produgdo de biossurfactantes

Ap6s as 16 horas de incubagdo, foi retirado do inoculo bacteriano uma aliquota de 1
ml correspondente a concentragdo de 107 UFC/ml e transferido para Erlenmeyer contendo 100
ml do meio LB acrescido de 2% (v/v) de querosene. Os frascos permaneceram em agitagdo de
150 rpm a 30°C por 72 horas. A figura 9 mostra a produgdo do biossurfactante no meio LB

enriquecido com querosene apos as 72 horas de incubagéo.

Figura 9 — Produgdo de biossurfactante apés 72 horas de agitagdo em meio Luria Bertani acrescido de querosene.

Fonte: Proprio autor.
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4.8.3 Extragdo do liguido metabdlico

Apds as 72 horas de incubagdo, o liquido metabdlico das cepas foi obtido por !
centrifugagdio do meio de cultura em tubos do tipo Falcon a uma velocidade de 1890 x g por
20 minutos a 10°C, seguido de esterilizagdo em membranas filtrantes Millipore de 0.22 pm

(Figura 10).

Figura 10 - Fluxograma do processo de produgdio de biossurfactante dos isolados do porto do Mucuripe, Fortaleza-CE.
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4.8.4 Teste do colapso da gota

A capacidade dos isolados bacterianos de produzir biossurfactantes foi avaliada
mediante o teste de colapso da gota, descrito por Bodour e Miller—Maier (1998). Para a
realizagdo do experimento uma placa contendo 96 pogos rasos foi untada com éleo de motor
Castrol 10W20 e deixados em repouso por 24 horas. Dos frascos que permaneceram em
agitagdo por 72 horas (meio com células bacterianas) e do liquido metabdlico (meio sem
células) foi retirada uma aliquota de 10 pl e dispensada nos pogos, em triplicata. O
espalhamento da gota foi avaliado ap6és | minuto. Como controle negativo utilizou-se 10 ul de
agua Milli-Q.

A gota de agua ao entrar em contato com o Oleo sofre repulsio devido a
hidrofobicidade do hidrocarboneto, permanecendo assim, coesa. O resultado foi considerado
negativo (Figura 11) quando a gota possuia comportamento semelhante ao controle, enquanto
o resultado foi considerado positivo quando foi observado o espalhamento da gota sobre a
superficie oleosa, indicando a producdo de biossurfactantes. Baseado nos resultados deste
teste, foi realizado um indice de atividade biossurfactante com objetivo de se estabelecer uma
interpretagdo do desempenho das cepas no teste do colapso da gota. O indice de atividade

biossurfactante esta descrito na tabela 1.

Figura 11 —Teste do colapso da gota.

Fonte: Proprio autor.
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Tabela 1- indice de atividade biossurfactante.

RESULTADOS POSSIVEIS DO TESTE INDICE DE ATIVIDADE
HH) ) Forte
H®HE) Moderada
HEE) Fraca
SISI0! Negativo

4.8.5 Volume de emulsificagio

Para a medig@o do volume de emulsificagdo (VE) foi utilizada a metodologia proposta
por Das, Das e Mukheryee (1998). Em tubos com tampa de baquelite (12 mm x 100 mm),
foram adicionados 2 ml do liquido metabolico das cepas € 2 ml de compostos hidrofébicos:
querosene e n-hexadecano (SIGMA), em triplicata. Os tubos foram agitados por 2 minutos
utilizando um agitador de tubos do tipo Vortex (Biomixer Q-L 901) e deixados a temperatura
ambiente por 2 minutos. Decorrido este tempo, mediu-se a altura da emulsio formada (Figura
12). Apés 24 horas foi medida a altura da emulsdo para obtengdo do volume de emulsificagdo.
Foram realizadas medigoes até 168 horas ap6s o inicio do experimento a fim de determinar a
estabilidade da emulsdo. Foi utilizado o surfactante sintético Dodecil Sulfato de Sédio como
controle positivo no teste. O volume da emulsdo formado (VE%) foi estimado utilizando a
formula 1. A estabilidade da emulsdo (%ES) foi estimada a partir da formula 2 (FENNEMA,
1985), onde %VEt corresponde ao volume de emulsdio medida no tempo t e %VEO
corresponde ao volume da emulsdo medido no tempo zero (apds os 2 minutos de agitagio dos
tubos). Foram consideradas boas emulsdes aquelas que apds 24 horas de formadas
apresentassem volumes superiores a 40% (BOSCH e al., 1998). Foram consideradas
emulsdes estaveis aquelas capazes de manter mais de 50% do seu volume original apés 24
horas ou mais (WILLUMSEN e KARLSON, 1997). Neste trabalho, para a determinacdo da

estabilidade das emulsdes utilizou-se um tempo de observacio de até 168 horas.
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Figura 12 — Altura da emuls@o formada (seta).

Fonte: Proprio autor.

altura da emulsdo (mm)x érea da seccio transversal (mm)®

VE (%) = x 100 (1)

volume total (=4000 mm®)

%ES =2 = x100 2)

4.8.6 Atividade de emulsificacdo

A avaliagfio qualitativa da emulsdo foi realizada utilizando a metodologia proposta por
Cirigliano e Carman (1984). Em triplicata, foram adicionados em um tubo com tampa de
baquetile 2 ml do liquido metabdlico, 2 ml de tampdo de acetato de sédio 0,1 M (pH 3) e 1 ml
de n-hexadecano. Os tubos foram agitados por 2 minutos e deixados a temperatura ambiente
por 10 minutos. Apos isso, retirou-se, cuidadosamente, a emulsdo formada (Figura 13) para a
leitura em espectrofotdmetro a um comprimento de onda de 540 nm. Foi utilizado como
branco 2 ml do meio de cultura LB diluido em 2 ml de tampdo de acetato de sédio acrescido
de 1 ml do n-hexadecano. O surfactante SDS foi utilizado como controle positivo no teste. O

valor de absorbancia encontrado foi multiplicado por 2 e o resultado foi expresso em Unidade
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de Atividade de Emulsificagdio (U.A.E.). Uma unidade de atividade de emulsificacdo
corresponde a uma quantidade de emulsificante capaz de formar uma emulsdo com
absorbancia de 1,0 em um comprimento de 540 nm (CIRIGLIANO E CARMAN, 1984).

Figura 13- Teste de atividade de emulsificagao.

=

Fonte: Préprio autor.

4.8.7 Determinacdo do pH

Durante o processo de biodegradagdo de hidrocarbonetos pode ocorrer a alteragéo do
pH do meio de cultivo devido & produgdo de metabdlitos pelos micro-organismos. Diante
disso, foram realizadas medi¢des do pH das fermentagdes apds as 72 horas e do liquido

metabdlico utilizando fitas de medigdo de pH (Macherey — Nagel).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram isoladas 23 cepas das amostras de agua e sedimento (Tabela 2). Vinte (20)
cepas (87%) foram identificadas como bastonetes Gram negativos (Figura 14) e trés cepas

(13%) Gram positivas (Figura 15) sendo 1 coco e 2 bastonetes.

Tabela 2 - Caracteristicas morfotintoriais das cepas isoladas do porto do Mucuripe, Fortaleza-CE.

Cepas Origem Morfologia Gram
1 Agua Bastonete Negativo
2 Agua Bastonete Negativo
3 Agua Bastonete Positivo
4 Agua Bastonete Negativo
-} Agua Bastonete Negativo
6 Agua Bastonete Negativo
7 Agua Bastonete Negativo
8 Agua Bastonete Negativo
9 Agua Bastonete Negativo
10 Agua Bastonete Negativo
11 Agua Bastonete Negativo
12 Agua Cocos Positivo
13 Agua Bastonete Negativo
14 Agua Bastonete Negativo
15 Sedimento Bastonete Negativo
16 Sedimento Bastonete Negativo
17 Sedimento Bastonete Negativo
18 Sedimento Bastonete Negativo
19 Sedimento Bastonete Negativo
20 Sedimento Bastonete Negativo
21 Sedimento Bastonete Positivo
22 Sedimento Bastonete Negativo
23 Sedimento Bastonete Negativo




1
40 1

Figura 14 - Bastonetes Gram negativos isolado do porto do Mucuripe, Fortaleza-CE. J

Fonte: Préprio autor

Figura 15 — Cocos Gram positivos isolados do porto do Mucuripe, Fortaleza-CE. ﬁ =

Fonte: Préprio autor.
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Jacobucci, Oriani € Durrant (2009) isolaram bactérias Gram negativas (Pantoea
agglomerans) e positivas (Planococcus citreus) de solo contaminado por 6leo cru proximo a
uma refinaria em Campinas, Sdo Paulo. Viramontes — Ramos et al. (2010) isolaram bactérias
dos géneros Pseudomonas, Bacillus € Rhodococcus de solo contaminado por hidrocarboneto.
Os géneros Pseudomonas e Bacillus tem sido amplamente citados na literatura como
produtores de biossurfactantes (ACIOLY, 2009; PINTO; MARTINS; COSTA, 2009;
SANTOS et al., 2010; MAHJOUBI et al., 2013; BEZERRA, 2012).

Grande parte das cepas isoladas na presente pesquisa foi caracterizada como Gram
negativa. Segundo Bicca et al. (1999), em ambientes impactados por petrdleo e derivados ha
uma maior frequéncia deste grupo bacteriano. Em ecossistemas aquéticos ha predominéncia
de bactérias Gram negativas (8'0%), enquanto bactérias Gram positivas representam cerca de

20% da populagdo bacteriana nesses ambientes (ATLAS E BARTHA, 2002).

5.1 Parametros fisico-quimicos

Os resultados dos parametros fisico-quimicos dos pontos de coleta de agua do porto do

Mucuripe estdo apresentados na tabela 3.

Tabela 3- Parametros fisico-quimicos dos pontos de coleta de agua do mar do porto do Mucuripe, Fortaleza -
CE.

Pontos pH Salinidade Temperatura

C)
2 7,57 40 27,34
7 1.57 40 27,39
9 7,52 40 27,58
12 7,55 40 27,62
18 7,62 40 2748
21 7,61 40 27.59
26 7,61 40 27,68
31 7,60 40 27,69
36 ND 40 27,74

ND: Nio determinado.

O pH dos pontos de agua estudados se manteve proximo a neutralidade, com valores
entre 7,52 a 7,62. De acordo com Madigan, Martinko e Parker (2004), os micro-organismos
possuem faixas especificas de pH onde seu crescimento € possivel, apresentando, no entanto,
um pH 6timo de crescimento. Grande parte dos micro-organismos possuem essa faixa de pH

otima proxima a 7 (BEZERRA, 2012). Portanto, o pH dos pontos de agua estudados
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encontravam-se dentro da faixa considerada 6tima para o crescimento e desenvolvimento dos
micro-organismos.

Todos os pontos avaliados apresentaram salinidade 40. Moreira (2013) ao avaliar a
toxicidade do material dragado do porto do Mucuripe obteve valores de salinidade que
variavam entre 35 a 38. Sabe-se que o aumento desta varidvel pode gerar efeitos deletérios
aos micro-organismos (CASTRO, 2003). De acordo com Dash er al. (2013) bactérias
marinhas sdo adaptadas a grande variagdo de pH e de outras varidveis abidticas como
temperatura, salinidade e radiagéo.

Os pontos de 4gua de superficie apresentaram varia¢do de temperatura entre 27,34°C e
27,74°C. Esta variavel ambiental possui grande influéncia no crescimento e sobrevivéncia dos
micro-organismos. Com a elevagdo da temperatura ha um aumento na velocidade das reacdes
quimicas e enziméticas dos micro-organismos, até que se atinja a temperatura de desnaturagdo
das células (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004).

No estudo realizado por Bezerra (2012), a temperatura foi o fator de maior influéncia
na produgio de biossurfactantes pela espécie Pseudomonas aeruginosa. Segundo o autor, uma
variagdo de 10°C reduziu cerca de 19,27% a produgdo de biossurfactantes. Dasgupta, Ghosh e
Sengupta (2013) isolaram trés bactérias do género Pseudomonas que apresentaram
crescimento similar em temperaturas variaveis de 20°C a 37°C. Contudo, as cepas tiveram um
crescimento 6timo a 30°C. Souza (2012) ao avaliar a biodegradagdo de 6leo diesel por
Candida lipolytica constatou que os melhores resultados da atividade de emulsificagdo foram
obtidos na temperatura de 28°C.

De acordo com Santos er al. (2010), os biossurfactantes apresentam bom desempenho
em ambientes com altas temperaturas, pH e salinidade. Diante disso, possivelmente as
condigdes ambientais além de influenciarem no metabolismo dos micro-organismos
produtores de biossurfactantes, estdo relacionadas também ao desempenho desses metabolitos

na degradagdo e solubilizagdo de derivados de petrdleo.

5.2 Avaliagiio da producio de biossurfacantes

Das 23 cepas isoladas, 8 (34,7%) obtiveram resultados positivos no teste do colapso da
gota, indicando forte atividade em ambos os meios (com e sem células bacterianas). Nove
cepas (39,1%) ndo foram capazes de produzir biossurfactantes nos meios testados. A
realizagdo do teste do colapso da gota utilizando o meio contendo as células bacterianas e

apenas os metabolitos das cepas possibilita verificar se o biossurfactante produzido
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permanece aderido 4 parede celular ou € produto extracelular dos micro-organismos (PINTO;
MARTINS; COSTA, 2009).

A produgdo de biossurfactante € evidenciada pelo espalhamento da gota dispensada
sobre a superficie hidrofébica. Esse colapso sofrido pela gota ocorre devido a redugdo da
tensdo interfacial entre o liquido e a superficie contendo o hidrocarboneto (SEN, 2010).

Trés cepas (10, 21 e 22) apresentaram fraca atividade para a produgdo de
biossurfactantes no meio com as células bacterianas e nenhuma atividade no liquido
metabélico. Possivelmente os biossurfactantes permaneceram retidos na superficie celular
destas cepas, fato evidenciado pelo resultado negativo no teste do colapso da gota com o
liquido metabélico. Estas cepas também ndo produziram volumes de emulséo satisfatérios. Os
resultados do teste do colapso da gota e atividade de emulsificagdo estdio apresentados na
tabela 4.




Tabela 4 - Resultados do teste qualitativo do colapso da gota e atividade de emulsificagdo das cepas isoladas da
agua do mar do porto do Mucuripe, Fortaleza-CE.

ATIVIDADE DE
Cepa COLAPSO DA GOTA EMULSIFICACAO
Com células Sem células (U.A.E.)
1 +++ +++ 2,02+ 0,10
2 +++ +++ 1,91+ 0,70
3 +++ +++ 1.95+0.28
4 +++ +++ 1,96 + 0,09
5 LR Fikk 2,07+ 0,01
6 Ll : Qe 1,91+ 0,23
7 fEa L 1,90 + 0,02
8 P 1,34+0,53
? e T 1,97 £ 0,12
10 +-- --- 1,08 £ 0,23
1 ) LaL 0,76 + 1,06
12 e 1,89 +0.12
13 =il +-- 1,82+ 0,21
14 I FIFg= 1,99 + 0,06
15 - .sa 0,32 £ 0,01
16 S - 2,03+0,10
) o — 1,99 +£ 0,07
18 — 1,94 + 0,06
19 W— - 1,89 + 0,08
20 --- --- 1,89+ 0,01
21 +-- -— 1,67 = 0,07
22 +-- - 1,88 + 0,08
23 — 1,87+0,12
SDS Img/L ND ND 2,14+ 0,10
+ + + Forte atividade; + + - Moderada atividade; + - - Fraca atividade; - - - Nenhuma atividade;

ND - Nio determinado.

Maciel (2009) verificou que 83% dos isolados bacterianos de sedimento do manguezal
no estado do Rio de Janeiro demonstraram capacidade de produzir biossurfactantes frente ao
teste do colapso da gota. Viramontes — Ramos et al. (2010) isolaram cerca de 324 cepas
bacterianas de solo contaminado por hidrocarboneto. Desse total, apenas 17 cepas tiveram
resultados positivos para o teste do colapso da gota utilizando diferentes fontes de carbono

(amido de milho, 6leo de oliva, sacarose e parafina). As cepas produtoras de biossurfactantes
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foram identificadas como pertencentes aos géneros Pseudomonas, Acinetobacter,
Rhodococcus e Bacillus.

Na atual pesquisa, 21 cepas (91,3%) apresentaram valores acima de 1,0 unidade de
atividade emulsificante (U.A.E.). Estes isolados foram capazes de produzir emulsdo com
qualidade utilizando n-hexadecano como composto hidrofobico no teste de atividade
emulsificante.

Sete cepas (1,4,5,9,14,16 e 17) apresentaram unidades de emulsificagdo acima de 1,95,
enquanto quatorze cepas (2,3,6,7,8,10,12,13,18,19,20,21,22 e 23) atingiram valores entre | e
1,95. Os isolados na presente pesquisa apresentaram atividade emulsificante semelhantes ao
encontrado por Thavasi, Sharma e Jayalakshmi (2011) para Pseudomonas aeruginosa (1,95
U.A.E) e Bacillus subtilis (entre 2 e 2,9 U.A.E) isolados de 4rea portudria da india. As cepas
1, 5 e 16 apresentaram valores de U.A.E acima de 2 unidades de emulsificagdo. A maxima
atividade emulsificante determinada foi de 2,07 obtida pela cepa 5.

As cepas que apresentaram forte atividade no teste do colapso da gota também
obtiveram valores acima de 1,90 U.A.E, com exce¢do da cepa 11 que apresentou uma U.A.E.
de 0,76. Esta cepa, mesmo apresentando resultado positivo no teste do colapso da gota ndo foi
capaz de produzir emulsdo com qualidade. Segundo Bezerra (2012) os compostos ativos de
superficie produzidos por micro-organismos podem atuar de duas formas: reduzindo a tenséo
superficial na interface ar-dgua, apresentando caracteristicas biossurfactante; e/ou reduzir a
tensdo interfacial entre liquidos imisciveis ou na interface solido-liquido, mostrando
propriedades emulsificantes. Portanto, provavelmente, os metabélitos da cepa 11 apresentam
propriedades tensoativas, caracteristica dos biossurfactantes.

Parte dos isolados que obtiveram resultados negativos no teste do colapso da gota
foram capazes de formar emulsdes. Apesar deste dar indicios da capacidade dos
biossurfactantes em reduzirem a tensdo superficial, é necessaria a realizagdo de um teste
especifico para determinar a redugdo da tensdo superficial. De acordo com Karanth ef al.
(2014), todo biossurfactante possui propriedades emulsificante, porém, nem todo
emulsificante consegue reduzir a tensdo superficial.

Segundo Pacwa-Plociniczak et al. (2011), os biossurfactantes de baixa massa
molecular sdo eficientes em reduzir a tensdo superficial da 4gua, mas ndo produzem emulsdes
eficientes. Por sua vez, os biossurfactantes de alto peso molecular sdo bons agentes
emulsificantes, mas ndo conseguem reduzir a tensdo superficial significativamente. Portanto,
possivelmente as cepas com fraca atividade no teste do colapso da gota, isoladas na presente

pesquisa, foram capazes de produzir metabélitos com propriedade bioemulsificantes.
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O surfactante SDS apresentou U.A.E. de 2,14 + 0,1. Trés cepas (1, 5 e 16) atingiram valores
de U.A.E. proximo ao encontrado para o SDS, apresentando portanto, qualidade similar ao
surfactante sintético.

Das 23 cepas isoladas, doze (52%) apresentaram volumes de emulsdo acima de 40%
na determinagdo com querosene, com méaximo de 82% e minimo de 60% até 24 horas. Estas
cepas (1,2,3,4,5,6,7,15,17,19,20 e 23) foram capazes de produzir emulsdes estaveis até as 168
horas de observagdio. Além destas, as cepas 9, 21 e 22 também apresentaram a mesma
capacidade, apesar de produzirem volumes de emulsdo inferiores a 40% (38%, 30% e 26%,
respectivamente). Grande parte das cepas que ndo obtiveram nenhuma atividade no teste do
colapso da gota também foram capazes de formar emulsdes estdveis até 168 horas.

Na formagdo de emulsat-) utilizando n-hexadecano, 12 cepas (1,2,3,4.5,6,7,9,17,19,20 ¢
23) também apresentaram valores de emulsdo acima de 40% até 24 horas, com maximo de
88% e minimo de 58% para as cepas | e 23, respectivamente. Deste nimero, 10 cepas
(1,2,3.4,5,6,7,9,19 e 23) apresentaram estabilidade superior a 50% até 168 horas no teste
utilizando n-hexadecano. As cepas 17 e 20 que apresentaram estabilidade de 42% e 45%,
respectivamente. Apesar da cepa 10 produzir volume de emulséo de 21%, obteve estabilidade
de 58% até 168 horas, mostrando-se promissora.

A cepa 9 produziu emulsdo de apenas 38% com querosene, porém, com n-hexadecano
obteve volume de 70%, mostrando maior afinidade a esse hidrocarboneto. Por sua vez, a cepa
15 mostrou maior produgdo de emulsdo com querosene (56%) do que com n-hexadecano
(9%).

Os resultados da determinagdo do volume de emulsificagdo e estabilidade da emulséo

estdo expressos na tabela 5.




47

Tabela 5 — Volumes de emulsificagdo e estabilidade das emulsdes produzidas pelas cepas isoladas do porto do
Mucuripe, Fortaleza - CE.

QUEROSENE n-HEXADECANO
Cepa VOLUME ESTABILIDADE VOLUME ESTABILIDADE
DE DA EMULSAO DE DA EMULSAO
EMULSIFICACAO (%) - 168h EMULSIFICACAO (%) - 168h
(%) —24h (%) —24h
] 82 70 88 86
2 80 72 82 88
3 69 77 81 90
4 76 97 85 87
5 77 70 83 81
6 81 » 72 86 87
7 72 77 71 90
8 3 5 12 11
9 38 70 70 67
10 0 0 21 58
11 0 0 0 0
12 3 7 16 32
13 2 3 16
14 4 4 25
15 56 52 9 19
16 21 4 13 44
17 64 69 70 42
18 13 4 3 8
19 68 67 60 56
20 61 96 72 45
21 30 76 ND ND
22 26 88 27 48
23 71 92 58 64
SDS 1 mg/L 84 82 80 85

ND — Nio determinado

Quatro cepas (4, 20, 22 e 23) produziram metab6litos com estabilidade superior ao
SDS para o querosene até as 168 horas de observagdo. Para o n-hexadecano, seis cepas
(1,2,3,4,6 ¢ 7) apresentaram essa mesma capacidade. No experimento realizado por Batista et
al. (2006), mais de vinte cepas apresentaram estabilidade superior ao SDS até 48 horas. No
presente trabalho, este surfactante apresentou volumes de emulsificagdo de 84% e 80% para

querosene e n-hexadecano, respectivamente.
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Bezerra (2012) obteve indices de emulsificagdo variando de 50 a 68% para o
biossurfactante produzido por Pseudomonas aeruginosa utilizando manipueira como fonte de
carbono. O biossurfactante produzido por essa bactéria apresentou boa estabilidade até 72
horas.

Das oito cepas que obtiveram resultados positivo no teste do colapso da gota
(1,2,3.4,5,6,7 ¢ 11), sete (1,2,3,4,5,6 e 7) foram capazes de produzir emulsdes estaveis até as
168 horas, indicando um elevado potencial em produzir metabdlitos com propriedades
tensoativas e/ou emulsificantes.

A cepa 4 obteve estabilidade de 97% para querosene até as 168 horas de estudo
(Grafico 1). Este foi o maior valor de estabilidade encontrado dentre as cepas testadas com
este hidrocarboneto. Entretanto, na determinagdo com n-hexadecano, esta cepa obteve

estabilidade de 87% até as 168 horas.

Grafico 1 — Estabilidade da emulsdo (%) das cepas 1.2.3.4 e 5.
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Legenda: A- experimento com querosene; B- experimento com n-hexadecano.

Duas cepas ndo foram capazes de produzir emulsdes com querosene (10 e 11).
Entretanto, os metabolitos produzidos pela cepa 10 apresentaram boa estabilidade com n-
hexadecano até 168 horas, mesmo produzindo uma emulsdo de apenas 21%. Esta cepa obteve
valor de 1,08 U.A.E. no teste de atividade emulsificante e conseguiu estabilizar mais de 50%
da emulsdo original formada na presenga de n-hexadecano (Grafico 2). A cepa 11 ndo foi

capaz de formar emulsdo na preseng¢a de n-hexadecano (Gréfico 3).
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Grifico 2 — Estabilidade da emulsdo (%) das cepas 6,7,8,9 e 10.
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Legenda: A- experimento com querosene; B- experimento com n-hexadecano.

Gréafico 3 — Estabilidade da emulsdo (%) das cepas 11,12,13,14.
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Legenda: A- experimento com querosene; B- experimento com n-hexadecano.

Oito cepas (8,9,12,14,16,18,21 e 22) produziram volumes de emulsdo inferiores a 40%
utilizando o querosene como composto hidrofobico. Entretanto, desse total, as cepas 9, 21 e
22 mesmo apresentando baixos volumes de emulsio na presenga de querosene foram capazes
de estabilizar mais de 50% da emulsdo original, mostrando-se promissoras. Para o n-
hexadecano, um total de 9 cepas (8,10,12,13,14,15,16,18 e 22) apresentaram valores de
emulsdo abaixo de 40%. Viramontes — Ramos ef al. (2010) estimaram indices entre 61-100%
utilizando querosene como fonte de carbono.

Vale salientar que as cepas isoladas das amostras de dgua apresentaram maiores
volumes de emulsificagdo do que os isolados de sedimento. Este fato pode estar relacionado

com as atividades de dragagem do porto iniciadas em 2010. Possivelmente, parte das bactérias
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ja adaptadas as fragdes de hidrocarbonetos presentes neste sedimento permaneceu suspensa na
coluna d’agua no momento da coleta devido ao revolvimento de fundo.

Os isolados do sedimento marinho, (15,16,17,18,19,20,21,22 ¢ 23) mesmo ndo
apresentando volumes de emulsificagdo elevados, mostraram-se promissores. A cepa 16,
apesar de apresentar elevado valor de atividade emulsificante (2,03 £ 0,10), produziu fraca
emulsio com querosene e n-hexadecano (21% e 13%, respectivamente) com baixa
estabilidade até as 168 horas (Grafico 4). A cepa 21, também isolada de sedimento, apesar de
produzir baixo volume de emulsificagdo para querosene (30%), conseguiu manter mais de
70% da emulsdo até as 168 horas de realizagdo do teste (Grafico 5), mostrando-se promissora.

Gréfico 4 — Estabilidade da emulsio-(%} das cepas 15,16,17,18 ¢ 19:
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Legenda: A- experimento com querosene; B- experimento com n-hexadecano.

Grafico 5 — Estabilidade da emulsédo (%) das cepas 20,21,22,23 e do surfactante sintético SDS.
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Legenda: A- experimento com querosene; B- experimento com n-hexadecano.

Ambientes impactados por petrdleo e derivados exercem pressdo seletiva sobre a
microbiota local, selecionando os organismos com maior capacidade de adaptagdo e/ou
degradacdo de tais substancias.
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Moreira (2013) ao avaliar o risco toxicoldgico do sedimento dragado do porto do
Mucuripe constatou que as zonas mais abrigadas do porto promovem a deposigdo de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) e hidrocarbonetos alifaticos (HA).
Entretanto, ao analisar a quantidade destes compostos, o autor concluiu que as concentragdes
existentes sdo inferiores quando comparadas aos outros portos no pais.

Para Santos ef al. (2010) locais contaminados por hidrocarbonetos selecionam os
micro-organismos capazes de utilizar hidrocarbonetos como fonte de carbono. Possivelmente
as cepas produtoras de biossurfactantes isoladas do porto do Mucuripe ja estdo adaptadas a
fracdo de hidrocarbonetos presentes na drea.

Silva ef al. (2010) avaliaram a produgdo de biossurfactantes de bactérias isoladas de
manguezal no estado do Rio de Janeiro usando unicamente o teste do colapso da gota como
parametro de avaliagdo. Ja Satpute er al. (2008) utilizaram oito métodos de avaliagdo da
produgdo de biossurfactantes, incluindo os testes de colapso da gota (modificado), atividade
emulsificante e indice de emulsificagéio. Estes trés testes apresentaram resultados satisfatorios
indicando que tais metodologias quando utilizadas em conjunto sdo aptas para selecionar
micro-organismos produtores de biossurfactantes.

As bactérias isoladas do porto do Mucuripe com potencial em produzir compostos
biossurfactantes e/ou bioemulsificantes poderdo ser utilizadas em casos de possiveis
derramamentos de petroleo e derivados, reduzindo os impactos ambientais provenientes

destes acidentes.

5.3 pH das fermentacdes

Foi medido o pH do meio de cultura contendo o crescimento bacteriano apés as 72
horas de estudo e do liquido metabélico extraido posteriormente. Os resultados das medigdes
estdo apresentados na tabela 6.

O pH do meio com células e do liquido metabélico indicaram condig¢des alcalinas.
Barbosa e Paz (2007), ao cultivar Chromobacterium violaceum em meio de cultivo contendo
6leo de pequi como fonte de carbono, verificaram que até 60 horas de fermentagdo o pH do

meio com células e do liquido metabélico apresentaram-se levemente alcalinos (pH 8).
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Tabela 6 — Valores de pH dos indculos crescidos em meio LB (meio com células) e do liquido metabdlico das

cepas (meio sem células).

pH pH

Cepa | Meio com células Meio sem células Cepa | Meio com células | Meio sem células
1 8 8,5 13 8 9
2 ND 9 14 8 9
3 8 8 15 8 8
4 8 8,5 16 8 9
5 ND 9 17 8 8
6 ND 9 18 8 9
7 8 8 19 8 8
8 8 85 20 8 8
9 8 9 21 ND 9
10 8 9 22 ND 9
11 8 8 23 8 8
12 8 9

ND — Nio determinado.

Lima e Silva et al. (2010) ao estudar o biossurfactante produzido por Pseudomonas
fluorescens utilizando milhocina como fonte de carbono, verificou que no fim das 96 horas de
fermentagdo, o pH do meio de cultivo atingiu valor de 8,5. Possivelmente, a elevagdo do pH
do meio estava relacionada com o consumo da fonte de nitrogénio proveniente da fonte de
carbono usada.

Pirollo (2008) avaliou a capacidade de degradagdo de diferentes hidrocarbonetos por
Pseudomonas aeruginosa. No teste utilizando o querosene, o pH do meio de cultura
aumentou de 6,8 para 7,9, enquanto com o 6leo diesel o pH atingiu valores acima de 8. De
acordo com a autora, o aumento do pH em ambos os substratos ocorreu devido a autélise
celular. Segundo Faria (2010) este fendmeno é normalmente observado em fungos e ocorre
devido a produgdo de amdnio no meio de cultura por conta da redugdo da fonte de carbono.
Possivelmente, na presente pesquisa, as cepas foram capazes de utilizar todo o querosene no
meio de cultura durante a produgdo de biossurfactantes, ocasionando a autolise celular das
cepas devido a redugdo da fonte de carbono.

Entretanto, Silva (2012) verificou que durante a biodegradagdo de oleo diesel por
consércio microbiano misto o pH se manteve na faixa de neutro a levemente acido (7,0 a 8.7 )
De acordo com Kumar er al. (2005) a acidificagdo do meio de cultura durante as fermentagdes

ocorre devido a formagdo de metabdlitos 4cidos durante a degradagdo do petroderivado.
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6 CONCLUSOES

e Foi possivel isolar cepas do porto do Mucuripe com capacidade de produzir
biossurfactantes a partir de querosene.

e Os isolados foram capazes de formar emulsdes e manté-las estaveis por até 168 horas,
evidenciando um elevado potencial biotecnologico.

e As cepas selecionadas possuem potencial para serem utilizadas em processos de
biorremediagdo de compostos hidrocarbonados, reduzindo os impactos ambientais

provenientes de derramamentos de petroleo e/ou derivados.




7 CONSIDERACOES FINAIS

Micro-organismos com capacidade de degradar hidrocarbonetos de petréleo possuem
elevado interesse biotecnologico. Espera-se, com a continuidade deste trabalho, identificar as
cepas com potencial em produzir biossurfactantes a fim de gerar conhecimento a respeito da

diversidade da microbiota marinha na regiéo.
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