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“Se eu vi mais longe, foi por estar sobre

ombros de gigantes.”

- Isaac Newton



RESUMO

A contaminagéo por petréleo e seus derivados € um problema recorrente para os
ecossistemas costeiros, como 0S manguezais. Dentre as técnicas de
descontaminacédo, a biorremediagdo com microrganismos imobilizados se destaca
pela protecdo fornecida pela matriz aos microrganismos degradadores, além da
facilidade de aplicacdo, transporte e armazenamento. O objetivo desse estudo foi
analisar a biodegradagdo do n-hexadecano em microcosmos de sedimentos de
manguezal por um consorcio de actinobactérias hidrocarbonoclasticas. Para isso, o
consorcio composto por Gordonia sp. (Hex 5) e Micrococcus sp. (Hex 6), nas formas
livre e imobilizado em esferas de quitosana, foi utilizado para degradar n-
hexadecano em microcosmos durante 35 dias. A biodegradacao foi monitorada por
meio de contagens do numero de células viaveis e medidas da atividade
desidrogenasica (ADH). Também foram feitos pesquisa do gene alk B, que codifica
uma enzima-chave na degradacdo do alcano, e avaliado a producdo de
biossurfactantes. As analises mostraram que o grupo tratado com o consorcio
imobilizado apresentou um pico de ADH (12 + 0,11 pug TPF g* h!) no sexto dia de
experimento, acompanhado de um aumento de células viaveis que atingiu 6,4 X 108
UFC/g. O grupo néao tratado manteve a ADH em torno de 0,41 + 0,05 ug TPF g* h't
e contagem de viaveis em torno de 3,3 X 107 UFC/g. O grupo tratado apenas com
quitosana apresentou a mais alta ADH no terceiro dia, evidenciando um efeito
bioestimulante do microbioma autdctone do sedimento. O consorcio livre promoveu
aumento da ADH e contagem de viaveis, porém significativamente menor do que o
consorcio imobilizado. Ambas as culturas produziram biossurfactantes e o gene alkB
foi detectado apenas em HEX 5. O produto desenvolvido neste estudo representa
uma inovacao para biorremediacdo de sedimentos contaminados com alcanos, com
a vantagem de ser eficiente, de facil manuseio, transporte, armazenamento,

biodegradavel e seguro para o meio ambiente.

Palavras-chave: Biorremediagéo. Biaumentacdo. Alcano. Gordonia. Micrococcus.



ABSTRACT

The contamination by oil and its derivatives is a recurrent problem for costal
ecosystems, such as mangroves. Among decontamination techniques,
bioremediation with immobilized microorganisms stands out because of the
protection conferred by the matrix to the degrading microorganisms, besides the
easier application, transport and storage. The objective of this study was to analyze
the biodegradation of hexadecane in a microcosm of mangrove sediment by a
consortium of hydrocarbonoclastic actinobacteria. For that, the consortium composed
by Gordonia sp. (Hex 5) and Micrococcus sp. (Hex 6), in free form and immobilized in
chitosan spheres, was utilized to degrade hexadecane in a microcosm for 35 days.
The biodegradation was monitored by counting of viable cells and measure of
dehydrogenase activity (DHA). Furthermore, assays were performed to identify
biosurfactants production and the alkB gene, that codes the alkane monooxygenase,
a key enzyme to the pollutant degradation. The analysis showed that the group
treated with the immobilized consortium presented high ADH (12 + 0,11 pg TPF g h-
1) in the sixth day, along with a spike in the viable cell count (6,4 X 108 CFU/g). The
untreated group held the ADH at 0,41 + 0,05 ug TPF g ht and the viable cell count
at 3,3 X 107 CFU/g. The group treated only with chitosan presented its highest DHA
in the third day, displaying a biostimulant effect of the sediment’s autochthonous
microbiome. The free consortium promoted a spike in the ADH and in the viable cell
count albeit significantly lower than the immobilized consortium. Both cultures
produced biosurfactants and only HEX 5 was detected to have de alkB gene. The
product developed in this study represents an inovation for bioremediation of
sediments contaminated with alkanes, with the advantage of being eficient, easy to

use, transport, store and it is biodegradable and environment friendly.

Palavras-chave: Bioremediation. Biaumentation. Alkanes. Gordonia. Micrococcus.
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1 INTRODUCAO

A contaminacdo ambiental por petréleo e seus derivados € um problema
que tem despertado enorme preocupacao nos ultimos anos devido aos recorrentes
acidentes envolvendo derramamentos no meio ambiente. Os ecossistemas
costeiros, como 0S manguezais, sdo bastante afetados por esse tipo de poluicao
ambiental. Dentre os diferentes tipos de poluicdo ambiental tem-se 0 solo e a agua

subterrdnea contaminados com hidrocarbonetos.

Os manguezais s@o ecossistemas que ocorrem nas zonas de maré.
Esses ambientes sdo muito importantes para a manutencdo de diversos processos
ecolégicos e manutencdo do equilibrio ambiental. No entanto, esses ambientes tém
sido degradados tanto pelo uso excessivo de seus recursos quanto por poluentes

domésticos e industriais.

As técnicas de biorremediacdo tém emergido como alternativas de melhor
custo beneficio, ambientalmente amigaveis e eficientes na limpeza dos ambientes
contaminados, em comparacao aos tratamentos quimicos e fisicos convencionais.
Dentre as estratégias existentes, destacam-se a bioaumentagcdo, que consiste na
adicdo de microrganismos com caracteristicas catabdlicas especificas capazes de
degradar o contaminante, e a bioestimulacdo, onde estimula-se a microbiota nativa
para elevar as taxas de biodegradacéo no local da contaminacdo. E importante que
em qualquer tentativa de aplicacdo de técnicas de biorremediacédo, se conheca a
comunidade microbiana local, os contaminantes e as caracteristicas ambientais da

area contaminada.

Os microrganismos possuem uma diversa capacidade metabdlica e séo
muito empregados em estratégias de biorremediacdo. Eles podem ser utilizados
isolados ou em consorcios de forma a obter maior complementaridade metabdlica
para a biodegradacdo de poluentes. Além disso, podem ser utilizados imobilizados
em matrizes biocompativeis, o que pode conferir vantagens a esses microrganismos

guando aplicados no ambiente.

Este trabalho teve por objetivo avaliar um produto que consiste de esferas
de quitosana contendo um consorcio de duas actinobactérias previamente isoladas

de sedimentos de manguezal contaminado por petroleo, visando a degradacao de
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hexadecano, principal fracdo de alcanos do petréleo. As duas estirpes de bactérias
utilizadas neste estudo sdo ndo patogénicas e pertencem aos géneros Gordonia e
Micrococcus. Este produto poderd ser empregado em ambientes contaminados in
situ e é uma alternativa inovadora de biorremediacdo de solo contaminado com
hidrocarbonetos alifaticos, pois utiliza microrganismos imobilizados em uma matriz
de baixo custo, biodegradavel, que possui resisténcia mecanica. Além disso, ja foi
mostrado que a quitosana é capaz de estimular a microbiota local, contribuindo para
maior remocéo do poluente. Portanto, esse produto atinge melhores resultados por
associar duas técnicas de biorremediacdo: a bioaumentacao, através da adicdo de
microrganismos degradadores; e a bioestimulacdo, promovida pela matriz

polissacaridica de imobilizacao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Contaminacéo de solo por petrdleo e seus derivados

7

A contaminacdo ambiental por petréleo é um problema que tem
despertado enorme preocupacao nos ultimos anos devido aos recorrentes acidentes
de derramamento de 6leo. Isso é atribuido principalmente ao aumento no consumo
global de petréleo como fonte de energia e de matéria-prima para refinarias e
indastrias petroquimicas que produzem combustiveis e polimeros sintéticos
(VARJANI E UPASANI, 2017).

Entre os diferentes tipos de poluicdo ambiental, o solo e a &gua
subterranea contaminados com hidrocarbonetos emergem como um dos problemas
de poluicdo mais comuns. As principais fontes de contaminacdo do solo e de aguas
subterr@neas por hidrocarbonetos incluem pocos de petroleo e gas, refinarias de
petréleo, locais de producdo de gas manufaturado, oficinas mecéanicas e estacdes
de servico de abastecimento. Em muitos casos, a contaminagao proveniente dessas
fontes ocorre por longos periodos de tempo, causando varias décadas de

contaminacao do solo e das aguas subterraneas (AL-HAWASH et al., 2018).

As quatro principais fracdes de hidrocarbonetos totais de petréleo (TPH)
sdo: alcanos, compostos aromaticos, compostos de nitrogénio-enxofre-oxigénio
(NSO) e a fracao de asfalteno. A fragdo composta por alcanos, possui nimero de
carbonos variando de 1 a 40, e podem ser compostos de cadeia linear ou
ramificada. Os alcanos sdo principalmente hidrocarbonetos saturados como o
hexadecano, por exemplo. Os compostos aromaticos contém pelo menos um anel
benzeno, essa fracdo pode variar de benzeno (um anel aromatico) a estruturas
aromaticas policiclicas multi-aneladas compostas de derivados de hidrocarbonetos
de NSO. Benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno (BTEX) sdo exemplos conhecidos
de compostos aromaticos de anel Unico (ou mononucleares) e sdo constituintes
essenciais da gasolina (VARJANI, 2017). A volatilidade e a solubilidade em agua
dos hidrocarbonetos de maior peso molecular sdo menores do que o0s
hidrocarbonetos de baixo peso molecular e, portanto, a persisténcia relativa dos

hidrocarbonetos de alto peso molecular no ambiente € maior (KHAN et al., 2018).
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De acordo com o relatério Toxic Release Inventory (EPA) (2005), a
industria de refino do petrdleo é uma das dez principais fontes de liberacdo e
emissao de produtos quimicos téxicos no meio ambiente. Entre os poluentes
hidrocarbonetos de petrdleo, dezesseis hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(HAPs) estéo listados como de alto risco devido a alta estabilidade e permanéncia
no meio ambiente. Isso se tornou uma grande preocupacdo devido a toxicidade
desses compostos a muitos seres vivos, causando desequilibrio nos ecossistemas
(HASANUZZAMAN et al., 2007). Além disso, pode ocorrer a biomagnificacdo destes
contaminantes ao longo da cadeia tréfica o que pode acarretar diversos maleficios
aos seres humanos devido a presenca de componentes hematéxicos,
carcinogénicos e teratogénicos (VARJANI E UPASANI, 2017).

Muitos acidentes de derramamento de petroleo que ocorrem ao redor do
mundo afetam ecossistemas costeiros como dos manguezais, que sofrem efeitos

letais e subletais devido a exposi¢do ao 6leo (KHAN et al., 2018).

2.2 Manguezal

Os manguezais sdo ecossistemas costeiros, isto €, ocorrem nas zonas de
maré. Formam-se em regibes de mistura de aguas doces e salgadas, como
estuérios, baias e lagoas costeiras. Estes ambientes estdo amplamente distribuidos
no mundo, ocorrendo em zonas tropicais e subtropicais de 123 paises (SPALDING
et al., 2010).

s

A comunidade do manguezal é composta por espécies de plantas,
animais e microrganismos que possuem adaptacdes que possibilitam sua
sobrevivéncia as condi¢Bes variaveis de inundacdo e estresse salino impostas pelo
regime das marés (MAITI E CHOWDHURY, 2013).

Manguezais sdo regides de intensa acdo de ciclos biogeoquimicos da
matéria e desempenham importantes fun¢des ecossistémicas, além de apoiar redes
alimentares complexas. Dentre essas funcfes destacam-se: protecdo da linha de
costeira; funcionamento como barreira mecanica a agdo erosiva das ondas e mares;

retencdo de sedimentos carreados pelos rios, constituindo-se em uma area de
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deposicao natural; acdo depuradora, funcionando como filtro biolégico natural da
matéria organica e area de retencdo de metais pesados; area de concentracdo de
nutrientes; area de reproducdo, de abrigo e de alimentacdo de iniUmeras espécies,
area de renovacédo da biomassa costeira e estabilizador climético (ALVES, 2001).

Figura 1 - Mapa mundial das zonas de distribuicAo de manguezais e o nimero de
espécies de mangue ao longo de cada regiao.

N N

MANGROVE I—— ——
SPECIES 122 34 5-8 912 1316 1720 2025 2635 36-40 41-47

Fonte: (BORRELL, 2010)

Atualmente, a &rea de manguezal do mundo compreende cerca de
150.000 km?, que é cerca de 50% da sua area histérica (MAITI; CHOWDHURY,
2013). A degradacdo desses ambientes tem ocorrido devido a grande pressdo
antrépica, culminando em desmatamento para usos de terra e usos urbanos. Nos
remanescentes de manguezal, ainda ocorre degradacao por uso acentuado de seus
recursos (THOMAS et al.,, 2017). A destruicdo dos manguezais € geralmente
atribuida a decisdes locais, forcas de mercado, demanda industrial, expanséo
populacional ou impactos ambientais. Alguns dos principais impactos ambientais
causados pela acdo antrépica incluem: poluicdo térmica (vazado de agua quente);
despejo de residuos de mineracdo e residuos industriais; e derramamento de Oleo
proveniente da extracdo de petréleo. Embora existam esfor¢cos para diminuir essa
perda, muitos dos recursos ja foram perdidos de forma irreparavel causando
impactos ecologicos e econbmicos consideraveis. Algumas iniciativas de
conservacao realizadas por paises que possuem as maiores areas de mangue do
planeta, como Australia (7%), Brasil (9%) e Indonésia (21%), incluem:
reflorestamento, limpeza e remocao de poluentes (ALONGI, 2008; KLEKOWSKI ET
AL., 1994).
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No Brasil, os manguezais sdo considerados “Area de Preservacéo
Permanente” - APP e protegidos pela 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 — Cddigo Florestal; Lei n° 6.766/79 - Lei de Parcelamento
do Solo; Lei Federal n°® 9.605/98 — Lei de Crimes Ambientais; Lei Federal N°
7.661/98 - Plano Nacional de Gerenciamento Costeiro; CONAMA n° 04/1985).

Estudos mostram que solos com grande quantidade de matéria organica
como do manguezal tém maior capacidade de retencdo de poluentes devido a
adsorcdo do poluente a matéria organica o que também acarreta em menor
acessibilidade destes poluentes pelos microrganismos degradadores que possam
estar presentes no solo (KHAN et al., 2018). Tendo em vista a grande importancia
ecolégica desses ambientes, é necessario investir no desenvolvimento de
metodologias de mitigacdo dos danos causados por derramamento de

contaminantes como o petréleo.

2.3 Biorremediacao e biodegradacéao

A contaminagdo ambiental tem ocorrido lado a lado ao desenvolvimento
das grandes cidades. Diversos séo os residuos oriundos das atividades humanas de
producdo e consumo de insumos em geral, causando desequilibrios nos
ecossistemas naturais e trazendo maleficios para a saude humana. Isso tem
causado muita preocupacdo e tem elevado o nimero de pesquisas que buscam
formas de atenuar os danos causados pela poluicdo ambiental. Diante disso, as
estratégias de biorremediacdo tém emergido como alternativa tecnoldgica e
economicamente viavel de remocdo de contaminantes do meio ambiente (AL-
HAWASH et al., 2018).

A biorremediacao consiste na aplicagdo de organismos vivos, ou produtos
do seu metabolismo no tratamento de ambientes contaminados (ADAMS et al.,
2015). Existem diferentes estratégias de biorremediacdo, e elas podem ser

realizadas in situ (no local contaminado) ou ex situ (fora do local onde ocorreu a
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contaminacgao). Dentre as estratégias in situ, podemos destacar: atenuacao natural,
técnica de land farming (aeracdo do solo), bioaumentacéo e bioestimulacdo. Dentre
as estratégias ex situ, podemos citar a lavagem de solo contaminado com
biosurfactantes, limpeza em biorreatores e tratamento em biopilhas (NWANKWEGU
et al., 2016).

As estratégias in situ possuem vantagens de terem menor custo pois nao
necessitam do transporte do material contaminado e podem ser aplicados a grandes
areas contaminadas. Dentre elas, a bioaumentacdo consiste na adicdo de
microrganismos degradadores de poluentes a um ambiente contaminado. Muitas
vezes esses microrganismos foram isolados de outros ambientes que também foram
expostos a contaminantes, causando uma selecéo de organismos capazes de viver
nesses locais poluidos. Isso pdde ser constatado, por exemplo, em um estudo em
que foi visto que em ambientes pristinos apenas 0,1% do microrganismos Sao
capazes de degradar hidrocarbonetos, contudo esse nimero aumenta para 10% em
locais poluidos com petrdleo (VARJANI, 2017). A bioestimulacdo, por sua vez,
consiste em adicionar nutrientes, oxigénio, aceptores de elétrons ou substratos que
estimulem o metabolismo dos microrganismos do local contaminado, contribuindo
para a degradacdo do contaminante, para a manutencao da atividade biol6gica e da
ciclagem de nutrientes importantes realizada pelos microrganismos (ADAMS et al.,
2015).

Ambas as técnicas citadas tém como objetivo aumentar as taxas de biodegradacéao
do contaminante. Esse € 0 processo primario envolvido nas estratégias de
biorremediacdo, e para que alcance taxas elevadas € necessario que 0sS
microrganismos possuam capacidades catabdlicas como inducdo de genes que
codificam enzimas especificas que estejam envolvidas na clivagem dos
contaminantes. Quando os microrganismos estdo em condi¢cdes 6timas, eles podem
alcancar niveis elevados de biodegradacdo (VARJANI e UPASANI, 2017). A
biodegradacéo de hidrocarbonetos é influenciada principalmente pela quantidade e
pala natureza desses compostos presentes no ambiente. Além disso, muitos fatores

ambientais também podem interferir nesse processo (Figura 2).
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Figura 2 - Fatores que afetam a biodegradacéo de hidrocarbonetos.
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Fonte: Adaptado de Al-Hawash et al., 2018.

Para alcanos de cadeias de comprimento médio e longo, o0s
microrganismos podem acessar 0s hidrocarbonetos por meio da aderéncia de
goticulas a superficie celular ou por acesso facilitado por biossurfactantes
(CHIKERE, OKPOKWASILI e CHIKERE, 2011). Ap6s a captacdo dos
hidrocarbonetos, ocorre o primeiro ataque ao poluente no ambiente intracelular, por
meio da oxidacdo e ativacdo. Esse passo inicial envolve enzimas que tém exigéncia
estrita de oxigénio molecular, como por exemplo as monooxigenases ou
dioxigenases. A via mais comum depende da acdo das enzimas monooxigenases e
€ especifica para n-alcanos. A monooxigenase ataca o grupo metila terminal onde
um alcool primario € formado, o alcool € entdo oxidado ao correspondente aldeido e
acido graxo (Figura 3). Na segunda via, uma enzima dioxigenase atua no grupo
metil terminal de um n-alcano, resultando na adicdo de dois 4tomos de oxigénio.
Isso resulta na formacdo de um perdxido que é convertido em um acido graxo. Os
grupos de acidos carboxilicos nos acidos graxos resultantes de ambas as vias séo
entdo metabolizados via B-oxidacdo, uma via catabdlica comum encontrada na
maioria das células vivas, para formar acetil-CoA ou propionil-CoA [dependendo do
namero de atomos de carbono (pares ou impares) no n-alcano]. Essas vias de
degradacdo transformam contaminantes organicos em intermediarios do ciclo do

acido tricarboxilico. A biossintese da biomassa celular ocorre a partir dos
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metabdlitos dos precursores centrais, como o acetil-CoA, o0 piruvato e o succinato.
Os sacarideos necessarios para diferentes processos de biossintese e crescimento
sao sintetizados via gliconeogénese (AL-HAWASH et al., 2018). Os hidrocarbonetos
podem ser seletivamente metabolizados a partir de uma cepa individual de
microrganismos ou de um consoércio microbiano de cepas pertencentes ao mesmo
género ou a géneros diferentes. Consorcios apresentam a vantagem de possuirem
complementaridade metabdlica para completa degradacdo de hidrocarbonetos se

comparados ao uso de culturas puras (ANGELIM et al., 2013).

Figura 3 - Vias de biodegradacao de n-alcanos.

CH:(CH»)nCH,OH —> CH;(CH>)nCHO \
Alcool Aldeido
CH;s (CH2)nCOOH
Monooxigenase Acido graxo \

CH3(CH2)nCHj3

|
Alcano CH(CH:)nCHO

NADPH, NADP + H.0 Aldeido

Dioxigenase /,

CH; (CH;)nCH,00H CH; (CHpnCH,OH
Hidroperaxido Alcool

Fonte: Adaptado de Chikere, Okpokwasili e Chikere, 2011.

A avaliacdo das atividades bioldgicas do solo pode ser utilizada como
instrumento para monitorar processos de biodegradacdo e descontaminacdo de
ambientes contaminados. Investigacbes como a respiracdo do solo, biomassa,
atividades enzimaticas e contagens de células microbianas podem fornecer
informacBes sobre a presenca de microrganismos viaveis, bem como sobre a
intensidade, o tipo e a duracéo dos efeitos de poluentes na atividade metabdlica do
solo, sendo assim adequados para descrever o curso de experimentos de
biorremediacdo.  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. As
desidrogenases desempenham papel fundamental durante a oxidacdo da matéria
organica presente no solo, atuando na transferéncia de hidrogénio e elétrons entre

0S compostos organicos sujeitos a oxidacdo e seus receptores finais. Em
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decorréncia disso, o0 método vem sendo empregado como estimador da capacidade
respiratoria e oxidativa em sedimentos (VAN DER WAARDE et al., 1995;
MARGESIN, 1999; KUMAR, 2013).

2.4 Géneros Gordonia e Micrococcus

As bactérias do género Gordonia foram primeiramente isoladas em 1971
a partir do solo. S&o caracterizadas como bactérias corineformes (pequenos
bacilos), que apresentam col6nias lisas, brilhantes, irregulares e em alguns casos
podem apresentar aparéncia aspera. Além disso, podem apresentar coloracao
branca, amarela, laranja, vermelha ou rosa (TSUKAMURA, 1971). Atualmente o
género compreende 19 espécies que podem ser encontradas na natureza de forma
ubiqua. Esses microrganismos tém recebido especial atencdo devido a capacidade
de algumas cepas degradar derivados da borracha, poluentes ambientais ou outros
polimeros naturais de degradacdo lenta. Por isso, sdo consideradas fortes
candidatas para uso em processos de biodegradacao e biorremediacédo. Além disso,
devido a ampla variedade de compostos que podem se metabolizados por essas
bactérias e suas capacidades anabdlicas, possuem grande potencial de uso também
em biotecnologia industrial (JIN et al., 2012; KOMA et al., 2003; LINOS et al., 2000).

Tratando-se de hidrocarbonetos, ja foram isoladas diversas cepas de
Gordonia capazes de transformar e ou degradar hidrocarbonetos alifaticos e
aromaticos com diferentes substituintes e diferentes graus de ramificacdo
(JACQUES et al., 2008). A presenca de acidos micélicos na parede celular esta
associada a uma maior hidrofobicidade para melhor adesdo superficial dos
hidrocarbonetos e posteriormente sua captacdo. Em um estudo realizado com
microrganismos isolados de solo contaminado com petréleo, cepas das espécies G.
hydrophobica e G. terrae apresentaram grande capacidade de degradacdo de
hidrocarbonetos (CHAILLAN et al., 2004). Em outro trabalho que utilizou uma cepa
de Gordonia juntamente com trés cepas de Rhodococcus em uma estratégia de
bioaumentacdo para remocdo de Oleo combustivel do solo, a cepa identificada
como da espécie G. polyisoprenivorans foi capaz de degradar até 79% do 6leo
combustivel a uma temperatura de 30°C, mantendo uma taxa de degradacédo de

aproximadamente 65% até em baixas temperaturas de 10°C ap6s 12 dias de



26

biodegradacdo (SHINTANI et al., 2018). Também ja foi identificada a presenca de
genes que codificam enzimas-chave envolvidas na biodegradacéo de alcanos, como
a alcano hidroxilase, codificada pelo gene alkB, em algumas espécies de Gordonia
(JURELEVICIUS et al., 2013).

Muitas espécies de Gordonia tém sido isoladas do meio ambiente e ndo
apresentam patogenicidade ao homem. Os raros casos de infec¢cbes humanas
associadas a elas ocorreram em pacientes imunossuprimidos apds doencas
subjacentes, nas quais as infeccfes ocorreram apenas secundariamente. Além
disso, essas infeccfes sdo bastante raras quando comparadas as infeccdes
causadas por bactérias patogénicas oportunistas pertencentes a géneros
taxonomicamente relacionados, como Rhodococcus e Nocardia (ARENSKO; BRO;
STEINBU, 2004).

O género Micrococcus foi descrito em 1872 por Cohn e é caracterizado
por bactérias gram-positivas, aerébias, catalase — positivas e quimiorganotroéficas.
Formam col6énias em formato de cocos que podem estar agrupados em pares,
guartetos ou pequenos grupos. Além disso, podem ser pigmentadas com coloracéo
résea ou amarela. As linhagens de Micrococcus ja foram isoladas a partir de uma
grande variedade de ambientes como solo, agua doce e marinha, ar e também
podem ser encontrados como parte da flora normal da pele de mamiferos (WIESER
et al., 2002).

Alguns microrganismos deste género tem mostrado potencial para uso em
biotecnologia ambiental, o que ja foi demonstrado em estudos em que isolados de
Micrococcus sp. foram capazes de crescer utilizando como Unica fonte de carbono:
petréleo, tolueno, o-xyleno, octanol e n-tetradecano, e foram utilizados com mais 5
cepas de diferentes bactérias para degradar eficientemente hidrocarbonetos que
estavam em solo contaminado. No mesmo estudo também foi mostrado que quando
as bactérias autéctones do solo estavam presentes havia maior taxa de degradagéo
de hidrocarbonetos (GHAZALI et al., 2004). Uma cepa de Micrococcus isolada de
solo de campos contaminados na india, foi capaz de crescer na presenca de grande
quantidades de arsénio (As) e arsénio oxidado (As(lll) e As(V)) e tolerou a presenca
de outros metais pesados. Além disso, foi capaz de acumular grandes quantidades

de As quando expostos a uma ampla gama de concentracdes ambientalmente
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relevantes de As inorganico (PAUL et al., 2018). Além disso, células de M. luteus
foram capazes de absorver até 59 mg de Cu?*/g de células secas a pH 6, por meio
de mecanismo fisico de biosor¢cdo, o que foi melhorado ao imobilizar células por
encapsulamento em fibras eletromagnéticas, onde as células atingiram niveis de
absorcdo de até 76 mg Cu?*/g (LETNIK et al., 2017). Em outro trabalho, M. luteus foi
capaz de participar da degradacdo da piridina, um subproduto teratogénico do
carvao, e utilizar esse substrato como Unica fonte de carbono. Para isso oxidou a
piridina para obter energia e liberou nitrogénio contido no anel de piridina como
amonio (SIMS; SOMMERS; KONOPKA, 1986). Uma pesquisa realizada na india
para identificar bactérias capazes de degradar petréleo, identificou os seguintes
géneros: Pseudomonas, Mycobacterium, Klebsiella, Acinetobacter, Micrococcus e
Nocardia como os mais comuns degradadores encontrados no meio ambiente (ROY
et al., 2002).

O género Micrococcus ndo é considerado patogénico. Porém cepas de
Micrococcus produziram pneumonia em um paciente com leucemia aguda e
infecdes cutaneas localizadas em pacientes imunocomprometidos com doenca por
HIV-1, o que mostra que podem causar infecgcbes como oportunistas, nas quais as
cepas s6 podem atuar como patégenos em pacientes ja imunocomprometidos
(NUNEZ, 2014).

Os microrganismos utilizados neste estudo pertencem ao filo
Actinobacteria, classe Actinobacteria, ordem Actinomycetales. HEX 5 pertence a
familia Gordoniaceae e género Gordonia. HEX 6 pertence a familia Micrococcaceae

e género Micrococcus.

2.5 Imobilizagcao

Muitas estratégias de biorremediacdo tém sido desenvolvidas para
alcancar melhores taxas de degradacdo. Uma delas é a utilizacdo de suportes de
imobilizagao. A imobilizacdo consiste no processo de retengcdo de células ou
moléculas de interesse em suportes poliméricos (KAREL et al., 1985). As técnicas

de imobilizacdo podem ser classificadas em quatro grupos com base em
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mecanismos fisicos: fixacdo ou adsor¢cdo em uma superficie sélida; insercdo em
uma matriz porosa por aprisionamento ou encapsulamento; protecao celular de uma
barreira (mantendo as células dentro de uma membrana); e agregagdo como

floculac&o ou reticulacéo (Figura 4).

Figura 4 - Principais métodos de imobilizagé&o.
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Fonte: Adaptado de BICKERSTAFF, 1997.

A imobilizagdo por aprisionamento em matrizes porosas permite a difusao
de substratos e produtos entre 0 meio e 0s microrganismos. No aprisioamento, as
células ficam envoltas por uma camada de matriz de imobilizacdo, enquanto no
encapsulamento as células ficam livres em solu¢do, mas restritas por uma camada
fina de matriz. Muitas vezes o aprisionamento de céluas € reconhecido por ser mais
duravel do que o encapsulamento e, portanto, ser mais adequado para aplicacdes
ambientais. As técnicas de aprisionamento podem ser categorizadas em gelificacdo
ionotrépica de polimero polibnico por reticulagdo do polimero com cétions
multivalentes (alginato e quitosana), gelificacdo induzida por temperatura (agarose),
polimerizacdo organica por reacdo quimica entre mondémeros (poliacrilamida) e
precipitacdo por separagdo de fases (poliestireno) (SIRIPATTANAKUL e KHAN,
2010). Para aplicacbes ambientais, os polimeros naturais como agar, alginato,

carragenina e quitosana sao mais desejaveis.
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Muitas vezes, essas matrizes de imobilizacdo podem atuar como agentes
de restauracdo e conservacao do solo, contribuindo para manutencdo do balanco
hidrico, da atividade biolégica (funcionando como bioestimulante), fornecendo
matéria organica e aumentando a fertilidade do solo (NWANKWEGU et al., 2016).
Isso é muito relevante para a biorremediacdo, uma vez que esses fatores
contribuem para aumentar a taxa de degradacdo. A fixacdo em uma superficie
sélida, aprisionamento e / ou métodos de encapsulagdo tem sido amplamente
aplicado para a degradacdo de hidrocarbonetos de petroleo (PARTOVINIA e
RASEKH, 2018).

Dentre essas matrizes, a quitosana é um polissacarideo obtido a partir da
desacetilacdo alcalina da quitina, que por sua vez € o segundo polimero mais
abundante na natureza (Figura 5). A quitina estd presente nas carapacas de
crustaceos, que sdo consideradas residuos pela industria de pesca. Portanto, a
quitina pode ser obtida a partir desses residos de baixissimo custo, e
conseguentemente a quitosana também, conferindo a essa matriz as vantagens de
ser de baixo custo, de origem natural, biocompativel e biodegradavel. Sua utilizacéo
fornece um destino a esse residuo e reduz o impacto ambiental causado pelo
acumulo nos locais onde é gerado ou estocado (ANGELIM et al., 2013). A quitosana
possui uma estrutura molecular composta de grupos hidroxila (OH) e grupamentos
amino (NH2), sendo solivel em meio acido, formando um polimero catiénico, com
protonacdo no grupo amino gerando o ion NHs* o que confere algumas vantagens
na utilizacdo da quitosana como suporte de aprisionameno de microrganismos. Hou
et al. (2013) relataram que a interacdo de carga entre as superficies bacterianas
carregadas negativamente e a quitosana carregada positivamente facilita a ligacéo

da célula a superficie da matriz.
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Figura 5 - Estruturas dos monémeros componentes da quitina e da quitosana obtida

pela desacetiacao alcalina da quitina.
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Fonte: (RINKI et al., 2009).

Em se tratando de bioaumentacg&o, o uso de microrganismos imobilizados
em suportes poliméricos confere vantagens de sobrevivéncia das células a fatores
abibticos como temperatura, pressao, pH e altas concentracfes de sal. Além disso,
confere uma vantagem de sobrevivéncia dessas células na competicdo com as
células bacterianas autoctones de determinado local onde séo inseridas. Por isso, a
imobilizacdo de microrganismos pode ser utilizada integrada a bioaumentagéo, com

objetivo de aumentar sua eficacia.

2.6 Surfactantes e biossurfactantes

Compostos ativos de superficie ou surfactantes (surface active agents) séo
moléculas anfifilicas que possuem a capacidade de reduzir a tensdo superficial entre
duas fases fluidas. S&o moléculas compostas por uma porgéo hidrofilica (solivel em
agua) que pode ser ibnica, ndo-idnica ou anfotérica, € uma porcéo hidrofébica que &
uma cadeia hidrocarbonada (SANTOS et al., 2016). Por isso, podem ter aplicacbes
em diversos setores industriais como farmacéutico, cosmético, alimenticio, téxtil,
agroquimico, na recuperacdo avancada de petroleo e também na remediacdo de
ambientes contaminados por substancias hidrofobicas (SINGH; HAMME; VAN;
WARD, 2007). Por terem uma ampla gama de aplica¢des, sdo considerados um dos

produtos quimicos mais comercializados, porém, essas moléculas que sao
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sintetizadas quimicamente apresentam desvantagens em seu uso, dentre estas
destacam-se a n&ao-biodegradabilidade, a toxicidade ao meio ambiente e sua

obtencao a partir de fontes ndo-renovaveis (BANAT, 1995).

Os surfactantes de origem natural, conhecidos como biossurfactantes sao
moléculas produzidas por alguns organismos, como plantas e seres humanos, mas
principalmente por microrganismos como bactérias, leveduras e fungos. Geralmente,
a porcado hidrofilica dos biossurfactantes € constituida por aminoacidos ou
peptideos; anions ou céations; mono-, di- ou polissacarideos; e a porcao hidrofébica é
constituida de acidos graxos saturados, insaturados, hidroxilados ou ramificados

(NITSCHKE; PASTORE, 2002).

Esses compostos apresentam varias vantagens em relagdo aos surfactantes
produzidos quimicamente, como baixa toxicidade, biodegradabilidade, baixa
concentracdo micelar critica, alta eficiéncia, diversidade estrutural e capacidade de
agir em uma ampla faixa de pH, temperatura e salinidade; além de serem obtidos a
partir de fontes renovaveis. Essas caracteristicas fazem dos biossurfactantes uma
alternativa potencial ao uso dos surfactantes sintéticos, pois assim como eles, essas
moléculas apresentam diversas aplicacbes na industria (AMANI et al., 2010;
SANTOS et al., 2016).

Os biossurfactantes sdo classificados de acordo com a sua origem microbiana
e sua composi¢cao quimica. As principais classes incluem glicolipidios, lipopeptidios,
lipoproteinas, fosfolipidios, é&cidos graxos, lipidios neutros, biossurfactantes
poliméricos e biossurfactantes particulados. Os mais conhecidos s&o o0s
glicolipideos, que sdo constituidos de carboidrato ligado a uma cadeira longa de
acido alifatico ou acido hidroxialifatico por meio de uma ligacdo éster. Dentre os
glicolipideos, os mais conhecidos e estudados sdo os ramnolipideos, trehalolipideos
e soforolipideos (JARVIS; JOHNSON, 1949).

Os &cidos graxos, fosfolipideos e lipideos neutros podem ser produzidos por
bactérias e leveduras quando cultivadas em meio contendo n-alcanos. Seu balango
lipofilico-hirofilico (HLB) esta relacionado ao comprimento da cadeia hidrocarbonada
em sua estrutura e possuem uma alta capacidade surfactante em baixas
concentracdes. Ja foi relatada a producdo deste tipo de biossurfactante pelo fungo
Aspergillus spp. e pela bactéria Thiobacillus thiooxidans (DESAI; BANAT, 1997). Os
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biossurfactantes poliméricos sdo moléculas de alto peso molecular que normalmente
contém polissacarideo e proteina em sua estrutura e, em alguns casos, contém
lipideos. Os mais estudados sdo: emulsan, liposan, dispersan e manana-lipideo-
proteina que sdo conhecidos por sua alta capacidade de formar emulsées. Alguns
microrganismos capazes de produzir esses compostos sdo Acinetobacter
calcoaceticus, Acinetobacter radioresistens, Candida lipolytica, Pseudomonas
fluorescens, Candida tropicalis. Saccharomyces cerevisiae e Candida antarctica
(MUTHUSAMY et al.,, 2008; NITSCHKE; PASTORE, 2002). Biossurfactantes
particulados sao surfactantes que sao particionados em vesiculas que ficam
aderidas a por¢ao extracelular das membranas das células microbianas e auxiliam
na captacdo de compostos hidrofobicos (VIJAYAKUMA; SARAVANAN, 2015). Os
lipopeptideos e lipoproteinas sdo moléculas compostas de lipideos ligados a uma
cadeia peptidica e sdo conhecidos por possuirem atividade antimicrobiana, além da
sua poderosa atividade tensoativa. Dentre os lipopeptideos, alguns dos mais
estudados sdo surfactinas, iturinas, subtilisina e fengicinas. Eles sao produzidos por
fungos, leveduras e por diferentes géneros de bactérias como Streptomyces,
Pseudomonas e Bacillus, sendo os géneros Pseudomonas e Bacillus os quem tém
recebido maior atencdo devido a variedade de ambientes em que podem ser
encontrados e por possuirem espécies ndo patogénicas. (MUTHUSAMY et al.,
2008).

As emulsbes produzidas pelos biossurfactantes podem ser caracterizadas
como pertencentes aos tipos I, I, 1l e 1V, de acordo com Winsor (1954). O tipo |
refere-se a sistemas de duas fases que correspondem a emulsfes de 6leo em agua
(O/A) coexistindo com uma fase de agua. O tipo Il, também bifasica, constitui-se de
uma emulsao de 4gua em Oleo (A/O) coexistindo com excesso de 6leo. O tipo Il é
formado quando o surfactante € concentrado na fase do meio e a emulsdo coexiste
com as fases de 6leo e agua formando um sistema trifasico. Ja o tipo IV
correspondente a uma regido monofasica representada por uma emulsdo
homogénea (BELLOCQ et al., 1984).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a biodegradacédo do n-hexadecano, um dos derivados do petréleo,
em sedimentos de manguezal por um consorcio de bactérias imobilizado em esferas

de quitosana visando sua aplicacdo em biorremediacéo.

3.2 Especificos

- Imobilizar um consoércio de bactérias isoladas de sedimento de

manguezal em esferas de quitosana.

- Avaliar a efichcia da bioaumentacdo com um consorcio de duas
actinobactérias imobilizadas em esferas de quitosana ou livres em microcosmos de
sedimentos de manguezal contaminado com n-hexadecano por meio de contagem

de bactérias viaveis totais e mensuracao da atividade desidrogenasica.
- Pesquisar a presenca do gene alkB nas cepas do consorcio.
- Pesquisar se as bactérias do consércio produzem biossurfactantes.

- Avaliar a influéncia da adicdo de quitosana na comunidade bacteriana

de sedimentos de manguezal.

- Monitorar a viabilidade do produto apds estocagem em refrigerador por

um meés.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta e caracterizagcao de sedimentos de manguezal

Foram coletadas amostras do sedimento do manguezal localizado na
Area de Protecdo Ambiental do Rio Pacoti, em Fortaleza, Ceara. As amostras foram
coletadas em trés pontos, a uma profundidade de 20 cm, com distancia de 100 m
entre os pontos, ao longo de uma area com predominancia de Rhizophora mangle
(Figura 6). Os sedimentos foram coletados no dia 25 de junho de 2018, com a ajuda
de cone cilindrico de 30 cm de comprimento e 10 centimetros de largura, durante a
maré baixa. Foi utilizado um aparelho de posicionamento global (GPSmap 76CSx,
da marca GARMIN), para determinar a localizacéo dos locais de amostragem (W 38
24 54,029 S 3 49 17.940; W 38 24 57.924 S 3 49 18.264; W 38 25 1.400 S 3 49
19.000). O sedimento foi armazenado em sacos plasticos e imediatamente
transportado em isopor para o Laboratério de Ecologia Microbiana e Biotecnologia
(Lembiotech - UFC) do Departamento de Biologia da Universidade Federal do
Cearda. No laboratério, foram realizadas andlise de pH, salinidade e matéria organica
total do solo. Além disso, foi determinada a atividade microbiana geral do solo
através da atividade da enzima desidrogenase (ADH), método que tem sido
reconhecido como um importante indicador bioquimico de qualidade do solo e é
empregado como estimador da capacidade respiratéria e oxidativa em sedimentos.

Para a determinacéo do pH, 15 g de solo homogeneizado foi centrifugado
a 8000 g por 10 minutos. O liquido foi separado do sedimento e teve seu pH
determinado através de pHmetro (Digimed pHmetro DM-22). Para determinacéo da
salinidade foi utilizado refratdmetro portatil da marca Biosystems. Para determinar o
teor de matéria organica total (MOT) foram realizadas analises em triplicatas
utilizando 0,5 g de sedimento previamente seco a 60 °C por 24 h. As amostras de
sedimento foram pesadas em cadinhos limpos e secos, e, posteriormente, colocadas
em mufla a 550 °C por 4 h para total combustéo e determinacdo do peso residual. O
calculo da MOT foi realizado através da equacédo: MOT (g/Kg) = [(Mi — Mf)/Mi]*100,
na qual MOT é a matéria organica total, Mf € a massa ap6s a combustdo e Mi a
massa inicial (SCHULTE; HOPKINS, 1996).
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Figura 6 - Imagem de satélite da area de protecdo ambiental do Rio Pacoti,

mostrando os pontos de coleta no manguezal.

O sedimento dos trés pontos de coleta foi homogeneizado e peneirado
para remocao de particulas, folhas e raizes, e entdo foi enviado para o Laboratorio
de Solos/Agua do departamento de Solos da Universidade Federal do Ceara (UFC)

onde foi feita andlise da composicéo quimica e fisica.

4.2 Imobilizacdo do consoércio de bactérias e quantificacdo da densidade de

células imobilizadas

As estirpes de Gordonia sp. HEX 5 e Micrococcus sp. HEX 6 utilizadas
neste estudo foram provenientes de sedimentos do manguezal da baia de Todos os
Santos, Bahia, isoladas de uma area préximo a refinaria da Petrobras cronicamente
contaminada com 0Oleo, pela técnica de enriquecimento em meio mineral contendo
diferentes derivados do petréleo (ANGELIM, 2013). Essas e outros isolados do
mesmo local estdo armazenadas na colecao de bactérias do Laboratério de Ecologia
Microbiana e Biotecnologia (Lembiotech), do departamento de Biologia da UFC.

Incialmente as cepas de bactérias foram reativadas em 5 mL de meio
TGE (triptona, glucose e extrato de levedura) adicionado de 2% NaCl (TGE salino),
sob agitacdo a 150 rpm por 24-48h. Apos desenvolvimento das culturas, estas foram
inoculadas em ATGE-salino (agar, triptona, glucose, extrato de levedura e NaCl)

pela técnica de esgotamento em quadrantes para obtencdo de colbnias isoladas.
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Apos certificacdo da pureza das culturas, as colbnias isoladas foram inoculadas em
TGE-salino para obtencéo de pré-indculos.

Os pré-inéculos foram deixados sob agitacéo orbital a 150 rpm por 18-24
h, e as absorbancias foram medidas em espectrofotometro a 600 nm. Para
determinacdo da densidade celular, essas culturas foram diluidas nas propor¢cdes
1:2, 1:8, 1:16, 1:32 e 1:64 em TGE salino e tiveram as absorbancias medidas
novamente. As diluicdes 1:2, 1:8 e 1.64 foram escolhidas para realizagdo da
contagem de viaveis em placas. As culturas foram diluidas em solu¢cdo de NaCl
0,9% até 10 e as diluicdes 10 a 10° foram plaqueadas em duplicata e incubadas
em estufa a 30 °C. Apds 48 h procedeu-se a contagem de coldnias de cada diluicdo

e essa informacao foi usada para construcéo da curva de crescimento de cada cepa.

Para imobilizacdo em quitosana, as cepas foram cultivadas em meio TGE-
salino por 24 h, separadamente. Em seguida, as absorbancias das culturas foram
ajustadas para 0,1 a 600 nm e inoculadas em TGE-salino em Erlenmeyer na
propor¢cdo de 1% v/v para producdo de biomassa. Apos 72 h de crescimento, a
biomassa de cada cultura foi recuperada por centrifugacdo a 7000 x g por 10
minutos. Procedeu-se a determinacdo da densidade celular da biomassa que ficou
em torno de 2 x 10° Unidades Formadoras de Col6énia (UFC)/ml. O precipitado de
cada cultura foi lavado duas vezes com solugcdo salina (NaCl 0,9% m/v) e
posteriormente ressuspendido em 500 pyL de salina para serem homogeneizados
com 100 mL do gel de quitosana previamente preparado, a fim de se obter uma
densidade de células equivalente a 2 x 107 UFC/ mL.

O gel de quitosana foi preparado dissolvendo-se o pé de quitosana na
proporcdo 3% (m/v) por 3 h em uma solucdo de &cido acético 1% (v/v) pH 3.
Posteriormente, esse gel foi deixado em repouso overnight para retirada de bolhas
de ar. Em seguida, foram inoculados os 500 pL de cada biomassa das linhagens
identificadas como Gordonia sp. HEX 5 e Micrococcus sp. HEX 6. Essa suspensao
de gel e biomassa ficou sob agitacéo por 3 h até completa para homogeneizacgéao.

A solucdo de quitosana com microorganismos foi gotejada usando uma
seringa, com agulha de 1,20 mm de espessura em 500 mL de solugcdo de
tripolifosfato (TPP) 1% (m/v), pH 9,0, para formacdo das esferas e aprisionamento
das células bacterianas. As esferas permaneceram nessa solucdo por 2 h para

consolidagédo das ligagdes cruzadas entre as cadeias de quitosana e,
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posteriormente, foram lavadas trés vezes em 200 mL de solucdo K2HPO4 0,15 M pH
8,0 (HSIEH et al., 2008).

Uma massa de 4 g de esferas foi pesada e macerada para estimar o
namero de células viaveis aprisionadas nas esferas (Figura 7). O volume do
macerado de esferas foi ajustado para 40 mL com solu¢cdo de NaCl 0,9% (m/v).
Diluicdes seriadas do macerado foram realizadas e plaqueadas em ATGE com 2%
de NaCl para contagem das unidades formadoras de colénias (UFC) e avaliacdo do

processo de imobilizacao.

Figura 7 - (A) Aspecto das esferas de quitosana com consorcio de HEX 5 e HEX 6
imobilizado. (B) Macerado de esferas para realizagdo de contagem de células

viaveis.

4.3 Curva de crescimento em hexadecano

Para confirmar a capacidade das cepas HEX 5 e HEX 6 para utilizar n-
hexadecano como Unica fonte de carbono, foram construidas curvas de crescimento
em meio contendo esse alcano. Para isso, inicialmente foi preparado um pré-inéculo
das cepas que cresceram isoladamente a 30 °C, 150 rpm por 18 h. Posteriormente,
as bactérias foram inoculadas na propor¢cdo de 10% em meio-mineral contendo
KoHPO4 (1,0 g); KH2PO4 (1,0 g); MgSO4.7H20 (0,2 g); CaCl.. 2H20 (0,026 g),
(NH4)2.SO4 (1,0 g) (Difco, Sparks, MD, EUA) por litro. O meio foi entdo foi
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esterilizado a 110 °C por 10 min. Posteriormente, foi suplementado com uma
solucdo de micronutrientes 0,1% (v/v) contendo EDTA (2,5 g); ZnS04.7H20 (10,95
g); FeS047H20 (5,0 g); MnSOs+H-0 (1,54 g); CuS045H.0 (0,392 g); Co
(NO3)2.6H20 (0,25 g); Na2B4s07.10H20 (0,177 g) por litro que foi previamente
esterilizada por filtracdo em membrana de 0,22 um (Millipore, EUA). Foi entéo
adicionado o hexadecano (Sigma-Aldrich), previamente filtrado em membrana de
0,22 pm, na concentracado de 1% (v/v). A cada duas horas foram medidas as
absorbancias das culturas, e a cada seis horas foram retiradas aliquotas para

contagem de viaveis.

4.4 Extracdo do DNA gendmico das cepas HEX 5 e HEX 6 para deteccdo do
gene alkB

Com o auxilio de uma alca de inoculacao, transferiu-se uma massa de
células provenientes de colbnias puras de cada cepa para 400 pyL de agua estéril.
Os in6culos foram aquecidos a 100 °C em banho seco durante 10 min. Apds o
aguecimento, os tubos foram transferidos imediatamente para o freezer a -80 °C por
5 min. Depois do resfriamento, as amostras foram centrifugadas a 12000 rpm por 15
min. Os sobrenadantes, contendo os DNAs, foram transferidos para outro tubo para
aferir a qualidade e quantidade de DNA extraido em Nanodrop® ND-1000 a 260 nm
(NanoDrop, Wilmington, DE, EUA). Os DNAs também foram analisados por
eletroforese em gel de agarose a 0,8%.

O DNA total das cepas HEX 5 e HEX 6 foi submetido a amplificacdo do
fragmento do gene alkB por reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain
Reaction-PCR) usando 0s iniciadores alkBF (5’-ATC
AAYRCVGCVCAYGARYTVGGBCACAAG-3’) (SHEN et al.,, 2010) e alkBR (5'-
SGGRTTCGCRTGRTGRTCRCTGTGNSGYTG-3’) (SHEN et al., 2010). As reagdes
de PCR foram realizadas com um volume final de 25 uL contendo até
200 ng de DNA molde, 1 X de GoTag® Flexi Buffer (Promega), 3 mM de MgClI2, 0,2
mM de cada dNTP, 0,5 uM de cada iniciador e 1 unidade de Taq DNA Polimerase.
As PCRs foram realizadas em um termociclador programado para uma etapa de

desnaturacao inicial (5 min a 95 °C), seguido por 30 ciclos de 30 s a 95 °C, 45 s 60
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°C e 60 s a 72 °C. O ultimo ciclo foi seguido por uma extensao final de 7 min a 72
°C. Os produtos das PCRs foram analisados por eletroforese em gel de agarose a
2% corado com SYBR® Safe DNA. A corrida eletroforética foi realizada utilizando o
tamp&o de corrida Tris — Acido — EDTA (TAE) 5X, composto por Tris-base 2 M, &cido
acético 1 M, EDTA 50 mM, pH 8,0 com uma voltagem de 100 V por 25 min. Apos a
eletroforese, as bandas foram visualizadas utilizando-se um sistema de

fotodocumentacéao ultravioleta (UVP).

4.5 Avaliacado da producdo de compostos ativos de superficie

A avaliagcéo da producgéo de biosurfactantes pelas cepas HEX 5 e HEX 6
foi realizada pelo ensaio de atividade emulsificante (E24). Para isso, as cepas foram
cultivadas em TGE-salino por 16 horas. Em seguida, as culturas tiveram suas
absorbancias ajustadas para 1,0 a 600 nm e foram inoculadas na proporgéo de 10%
(v/v) em frasco Erlenmeyer de 250 mL contento 50 mL de meio mineral com a
seguinte composigao por litro: K2HPO4 (13,9 g); KH2PO4 (2,7 g); MgS0O4.7H20 (0,2
g); NaCl (1,0 g), CaCl2. 2 H20O (0,026 g), (NH4)2S0Oa4 (2,0 g) (Difco, Sparks, MD,
EUA) e extrato de levedura (0,5 g), previamente esterilizado por autoclavacao. Esse
meio mineral foi suplementado com a solugcdo de micronutrientes na concentracao
de 0,1% (v/v) e de glicose 10% (m/v) como fonte de carbono. A solucdo de
micronutrientes foi esterilizada por filtracdo utilizando membrana de 0,22 pm
(Millipore, EUA). No meio de cultivo descrito foi utilizado uma relagéo
carbono:nitrogénio de 30:1, visando uma maior produgéo de SACs (DARVISHI et al.,
2011). As culturas foram incubadas a 30 °C sob 150 rpm de agitacao e crescidas por
24, 48 e 72 h. ApOs cada tempo de cultivo, as culturas foram analisadas quanto a
producdo de emulsificantes.

Os ensaios de emulsificacfes foram realizados misturando-se em tubos
de ensaio 2 mL do sobrenadante da cultura e 2 mL de querosene. Os tubos foram
agitados por 2 min em vortex e deixados em repouso por 24 h. Apds esse periodo foi
calculado o percentual de emulsificagéo (E24), definido como a razdo entre o volume
da camada emulsificada e o volume total do ensaio (IQBAL; KHALID; MALIK, 1995).
Como controle negativo foram realizadas ensaios com a mesma metodologia

utilizando-se 0 meio mineral de crescimento e querosene.
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Além disso, foi realizado a analise da reducédo da tensdo superficial da
agua, provocada pelos sobrenadantes das culturas de HEX 5 e HEX 6, com 0 uso
de um tensidometro Kriss (Hamburgo, Alemanha), modelo K20 utilizando o método
do Anel Du No6uy (du Néuy, 1925). Nesse método se observa a resisténcia do anel
de platina em romper a tensdo de superficie do liquido testado. Para cada amostra
foram necessarios 30 mL dos sobrenadantes brutos livres de células. O tensidmetro
foi previamente calibrado com agua destilada (71 mN/m) e meio mineral estéril (60
mN/m), a 25 °C. Foram realizadas pelo menos 5 medi¢cdes para cada amostra. Os

valores foram expressos em porcentagem, de acordo com a formula:

TS = (TSi — TSf)/ TSi x 100

Onde:

TSi = Valor da tensao superficial do meio de cultura antes do inéculo,
correspondente a 60 mN/m;

TSf = Valor da tenséo superficial apés cultivo de 48 h.

4.6 Determinacdo da viabilidade celular do consoércio imobilizado ap6s 30 dias

A viabilidade do produto foi avaliada apds estocagem por 30 dias em
refrigerador a 8 °C. A cada 15-30 dias, 3 g de esferas de quitosana com o consércio
bacteriano imobilizado foram retiradas, maceradas utilizando um homogeneizador
Potter e 0o volume complementado para 30 mL. Foram realizadas diluicbes seriadas
e estimou-se a densidade celular por contagens de viaveis, como ja descrito

anteriormente. Todas as contagens foram realizadas em triplicadas.

4.7 Atividade desidrogenasica

Para medir o estado metabdlico e a taxa de respiracdo dos
microorganismos nos microcosmos foi empregada a atividade desidrogenasica, DHA
(do inglés, DeHydrogenase Activity), pelo método do sal de tetrazolio.

Ao final de cada periodo de tempo, foram adicionados aos microcosmos 5

mL de uma solucéo estéril 2% (m/v) de Cloreto de Trifenil tetrazolio (TTC) preparada
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em tampao Tris-HCI 100 mM, pH 7,0. Os microcosmos foram incubados por 24h,
protegidos da luz. Apos o tempo de incubacdo o produto trifenil formazan (TPF)
(Figura 8), possivelmente formado, foi extraido pela adicdo de 10 mL de acetona
sob agitacdo em vortex por 5 segundos, seguido de centrifugagdo a 5000 g por 5
minutos para separacao do sedimento e sobrenadante. O sobrenadante contendo o
TPF foi recolhido e mensurado em espectrofotdmetro a 485 nm. A concentracéao de
Formazan foi determinada a partir de uma curva padrdo construida a partir de
concentragdes conhecidas de formazan comercial, sendo a atividade expressa em
massa de TPF (trifenilformazan) formada em fungdo da massa de sedimento ( ug
TPF.g-1) (Figura 9).

Figura 8 - Reacdo de reducdo do sal de tetrazolio (2,3,5 — trifenil cloreto de

tetrazdlio - TTC) em formazan (trifenil formazan - TPF) catalisada por

~

desidrogenases.

"N=N*CI N=N
TTC TPF

Fonte: (CHANDER; BROOKES, 1991)
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- Curva padrédo preparada a partir de solucbes de concentracdes

conhecidas de formazan e leitura da absorbancia (Abs) a 485 nm.

Abs a 485 nm

Curva Padrao - Trifenil formazan

3,5

3
2,5

2
1,5

y = 0,0361x - 0,0289

1 R2=0,9971
0,5

0 .

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

TPF pg/mL



43

4.8 Ensaio de biorremediacdo de sedimentos de manguezal realizado em

microcosmos

Os microcosmos foram montados em tubos falcon de 50 mL. Em cada um
deles foi pesado 2 g de sedimentos de manguezal recém coletado. Apds pesagem
dos sedimentos em condicdes adequadas, os tubos foram identificados e o0s
microcosmos foram montados em cinco condi¢cdes especificas como apresentadas a

sequir:

Tabela 1 - Condigbes experimentais dos microcosmos com sedimentos de
manguezal.

Condicao Composicao

S Sedimento

SH Sedimento + hexadecano 10 g/kg

SCIH Sedimento + hexadecano 10 g/kg + consércio

(10" UFC) imobilizado em esferas de
quitosana

SQH Sedimento + hexadecano 10 g/kg + esferas
de quitosana sem microrganismos

SCLH Sedimento + hexadecano 10 g/kg + consércio
(107 UFC/mL) livre

Fonte: Elaborada pela autora.

A condicdo S representa o controle negativo, ou seja, condicdo em que
sera avaliada apenas o sedimento do manguezal sem adicdo de componentes
externos. A condicdo SH é a condicdo que tera o sedimento adicionado apenas do
hexadecano na concentracéo de 10 g/Kg (ou 1%) com objetivo de avaliar a resposta
da comunidade microbiana nativa a presen¢a do contaminante. A condigdo SCIH
consiste do sedimento, consoércio microbiano imobilizado em esferas de quitosana
num total de 10’ UFC/mL de cada microrganismo e hexadecano (10 g/kg). Este
grupo pretende avaliar a influéncia da adicdo dos microrganismos imobilizados ao
microcosmo. A condicdo SQH é constituida de sedimento, esferas de quitosana sem

microrganismos e hexadecano (10 g/kg), que servir4 para avaliar a influéncia da
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quitosana sobre os microrganismos do sedimento. A condicdo SCLH é constituida
de sedimento, células de HEX 5 e HEX 6 livres na concentragdo de 10 7 UFC/mL e
hexadecano (10 g/kg), essa condicdo foi realizada com o objetivo de avaliar a

influéncia apenas da adigdo dos microrganismos ao solo contaminado.

No microcosmo também foi adicionado um volume de agua estéril com o
objetivo de formar uma fina lamina de agua acima do sedimento para manter a
umidade do sistema. O volume de agua foi ajustado para cada condicao de forma a
nao ultrapassar o volume final de 500 pL. A composicdo de cada condicao
experimental encontra-se apresentada na Tabela 2.

Foram utilizados 245 microcosmos por experimento, 0s quais foram
mantidos em temperatura constante e abertos somente dentro do fluxo laminar
(Pa410, Pachane) para assegurar que ndo houvesse contaminacdo indesejada
proveniente do ambiente. As amostragens foram realizadas nos dias 0, 3, 6, 12, 21,
28 e 35 apos o inicio do experimento para realizacdo dos ensaios de atividade
enzimatica e contagem de células viaveis, totalizando sete tempos de analises. Os
dados das contagens foram expressos em escala logaritmica e submetidos a analise
de variancia pelo método de ANOVA com o pOs-teste de Tukey utilizando intervalo
de confianca de 95% (p<0,05). Para as analises estatisticas foi utilizado o programa
GraphPad Prism 5.0.



Tabela 2 - Composicdo dos microcosmos de sedimento de
diferentes condi¢fes testadas nesse estudo.
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manguezal nas

Condicéo Consarcio Quitosana Hex Agua
(107 UFC) (esferas) 10 g/kg (pL)
S - - - 500 pL
SH - - 25,87 ul 474,13 uL
SCIH 179 mg de esferas - 25,87 ul 474,13 pL
(18 beads)
SQH - 179 mg de 25,87 ul 474,13 pL
esferas (18
beads)
SCLH 8 pl - 25,87 ul 466,13 uL

Fonte: Elaborada pela autora.

Cada tempo compreendeu sete microcosmos por condi¢cao: quatro para o

teste da enzima desidrogenase e trés para as contagens de células viaveis,

totalizando 35 microcosmos por tempo de analise. Os microcosmos foram

desmontados a cada tempo e os dados compilados em tabelas e graficos. A Figura

10 demonstra 0 esquema de desmonte realizado a cada tempo de andlise por

condicdo experimental.



46

Figura 10 - Esquema representativo do desmonte realizado em cada condicdo nos

tempos de experimento, realizados nos dias 0, 3, 6, 12, 21, 28 e 35.

Avaliacdo da atividade
desidrogenasica

ol U U UU
UUUUUUU\UUU_@

Contagem de células viaveis

Fonte: Elaborado pela autora.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacao dos sedimentos

O solo foi caracterizado como alcalino, salino-sédico (condutividade
elétrica 2 4,0 dS/m, pH = 8,2), com 1,2% de matéria organica (12 g/kg) e com teor de
carbono em torno de 0,7 %. Na Tabela 3 pode-se ver o resultado completo da

andlise do sedimento realizada pelo Laboratério de Solos/Agua da UFC.

Tabela 3 - Composicao do sedimento de manguezal utilizado neste trabalho.

Sedimento Manguezal

pH 8,2
C.E (dS/m) 8,0
Ca? 15,60
Mg?* 2,30
K* 0,75
S 36,5
Complexo sortivo ! i
0,
(cmolcc/Kg) \F:(Sq?) 41180
Na* 17,89
C (g/kg) 6,96
N (g/kg) 0,72
C/N 10
M O (g/kg) 12,00
P assimilavel (g/kg) 34
Salinidade 47
Silte/Argila (%) 26,4

C.E = Condutividade elétrica; C/N = razdo carbono nitrogénio; M O = Matéria

organica; V% = saturacao por bases; PST = porcentagem de sédio trocavel.

Para determinacdo da atividade desidrogenasica basal dos sedimentos foi
realizado o ensaio com o sedimento recém-coletado. O ensaio foi realizado em
quadruplicada com amostras dos trés pontos coletados. A média de concentragao
de TPF produzido no ponto um foi 0,77 pug TPF .gt.h"1, no ponto dois 0,75 pg TPF .g-
1.hle do ponto trés 0,81 pg TPF .gt.hl. Essas concentracdes refletem a atividade
metabdlica basal do sedimentos coletados e a média desses valores corresponde ao

valor do tempo zero (TO).
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Figura 11 - Atividade desidrogenasica de cada ponto de coleta do sedimento de
manguezal realizada em quadruplicata no tempo zero.
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(A)Atividade desidrogenésica de cada ponto de coleta do sedimento de manguezal
(B) Branco da atividade desidrogenasica, preparado com solo sem adicdo do
substrato TTC.

5.2 Densidade de células imobilizadas nas esferas de quitosana

Para estimativa da densidade celular foram construidas curvas de
crescimento de HEX 5 e HEX 6 (Figuras 12 e 13 ), relacionando contagens de
viaveis com medidas de densidade éptica a 600 nm. As contagens de células viaveis
realizada logo ap0s a producédo das esferas de quitosana revelou a presenca de 1,6
X 108 UFC/g de HEX 6 e 2,5 X 108 UFC/g de HEX 5.

As esferas de quitosana de 2 mm de didmetro, em média, foram
carregadas com 2 x 10’ UFC/g. Essa quantidade foi verificada por meio de contagem

de células viaveis (Figura 14 e Figura 15).



49

Figura 12 - Fase log da curva de crescimento da cepa HEX 5 (Gordonia sp.)

cultivada em meio mineral com adicdo de 2% de NacCl.
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Figura 13 - Fase log da curva de crescimento da cepa HEX 6 (Micrococcus sp.)

cultivada em meio mineral com adicdo de 2% de NacCl.
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Figura 14 - Processo de producédo de esferas de quitosana com 10’ UFC/g de HEX
5 e HEX 6 imobilizadas e contagem de viaveis para quantificacdo da densidade de

células viaveis imobilizadas.

(A) Biomassa microbiana das cepas HEX 5 (rosa) e HEX 6 (amarela). (B)
Esferas de quitosana. (C) Esferas de quitosana maceradas. (D) Macerado de
esferas de quitosana diluido 1:10 em salina 0,9% para realizacéo de diluigbes

seriadas e contagem de viaveis.
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Figura 15 - Contagem de viaveis do macerado das esferas de quitosana com
consorcio imobilizado.

5.3 Determinacéo da viabilidade celular do consorcio imobilizado apés 30 dias

Apdés um més de producdo de esferas de quitosana foi realizada uma
nova contagem de viaveis para verificar a viabilidade do produto armazenado a 8 °C.
Foram detectadas 1,05 X 108 UFC/g de HEX 6 e 6,45 X 107 UFC/g de HEX 5 (Figura
16).
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Lista 16 - Placas correspondentes a diluicido 10° da contagem de viaveis das
esferas produzidas com HEX 5 e HEX 6 imobilizadas realizada um més apds

producao.

Colbnias menores e rosadas correspondem as bactérias do género Gordonia sp.
(HEX 5) e colbnias maiores e amarelas correspondem as bactérias do género

Micrococcus sp. (HEX 6)

5.4 Curva de crescimento em n-hexadecano

A curva de crescimento em hexadecano estd mostrada na Figura 17 e as
placas de contagem de viaveis correspondentes a fase log de crescimento sao
mostradas na Figura 18. Ambas as cepas cresceram bem utilizando o hexadecano
como Unica fonte de carbono, atingindo densidade 6ptica de até 2,2 (HEX 6) e 1,6
(HEX 5). E possivel ver que a fase de adaptacéo (fase lag) foi mais longa para HEX
5 do que para HEX 6, que entrou na fase log de crescimento ap6s 12 h de cultivo,
enquanto a HEX 5 entrou na fase log apds 22 h de cultivo. HEX 5 atingiu a fase

estacionaria ap6s 52 h de cultivo, e a HEX 6 apés 44 h de cultivo.
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Figura 17 - Curva de crescimento de HEX 5 e HEX 6 em meio mineral contendo n-

hexadecano como Unica fonte de carbono.
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Figura 18 - Contagem de viaveis de HEX 5 e HEX 6 em diferentes momentos da

curva de crescimento.

HEX 5 (30h) HEX 5 (36h)
HEX 5 (48h)

| T

Acima de cada imagem é dado o tempo de crescimento, e ao lado das placas de

cultivo estd sendo mostrada a respectiva diluigéo.

5.5 Deteccao do gene alkB nas bactérias do consoércio

A partir da eletroforese em gel de agarose 2% foi possivel perceber que
HEX 5 carrega o gene alkB que foi confirmado pela banda do fragmento de 558 pb
detectada no gel de eletroforese. Nao foi detectado a presenca do gene alkB na
cepa HEX 6.
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Figura 19 - Deteccao do gene alkB nas cepas HEX 5 e HEX 6.

HEX 5 (raias 1 e 2) e HEX 6 (raias 3 e 4).

5.6 Avaliacéo da producdo de compostos ativos de superficie

A cepa HEX 5 foi capaz de produzir surfactante apenas apés 48 h de
cultivo. A cultura (Figura 20 - A) de HEX 5 foi capaz de produzir emulsdes do tipo
agua/dleo (A/O), onde foi possivel visualizar com a ajuda de um microscépio Optico
no aumento de 40x, goticulas pequenas e estaveis (Figura 20 — C). O indice de
emulsificacdo promovido pela cultura de HEX 5 foi em média 32%. Também foi
detectado emulsificacdo no sobrenadante livre de células de HEX 5, com numerosas

goticulas (Figura 20 — D) e indice de emulsificagcdo médio de 50% (Figura 20 — B).

A cepa HEX 6, por sua vez, teve uma discreta producao de surfactante
apenas apos 72 h de cultivo, com producdo de emulsdes do tipo A/O. As goticulas
produzidas foram grandes e de baixa estabilidade tanto para a cultura como para o
sobrenadante (Figura 21 - C e D). O indice de emulsificacdo médio da cultura foi
32% (Figura 21 — A) e do sobrenadante foi 28% (Figura 21 - B).
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Figura 20 - Aspectos das emulsdes produzidas pela cultura e pelo sobrenadante da
cultura de HEX 5 apés 48 h de cultivo.

Aspecto das emulsdes produzidas pela cultura (A) e pelo sobrenadante (B) de HEX
5. (C e D) Aspecto das micelas da emulsdo A/O produzidas pela cultura e pelo
sobrenadante da cultura, respectivamente, de HEX 5 visualizada em microscopio

optico em objetiva de aumento de 40x.
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Figura 21 - Aspectos das emulsfes produzidas pela cultura e pelo sobrenadante da
cultura de HEX 6 apds 72 h de cultivo.

Aspecto das emulsdes produzidas pela cultura (A) e pelo sobrenadante (B) de HEX
6. (C e D) Aspecto das micelas da emulsdo A/O produzidas pela cultura e pelo
sobrenadante da cultura, respectivamente, de HEX 6 visualizada em microscopio
Optico em objetiva de aumento de 40x.

Os sobrenadantes das culturas também foram analisados quanto a
capacidade de reducéo da tenséo superficial. O sobrenadante do cultivo de 72 h de
HEX 6 promoveu reducdo da tensdo da 4gua de 70,7 + 0,05 paraa 58,1 + 0,5. J4 0
sobrenadante de cultivo de 48 h de HEX 5 foi capaz de reduzir a tensdo da agua
para 51,3 + 0,24.
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Nas Figuras 22 e 23, letras diferentes significam resultados
estatisticamente diferentes (p>0,05), como comprovado pelo teste de analise de

variancia (ANOVA) com um pos-teste de Tukey.

Figura 22 - Percentuais de emulsificacdes de querosene promovido pelas culturas e
sobrenadantes das culturas de HEX 5 (48 h de cultivo) e HEX 6 (72 h de cultivo).
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Q q/Q D‘Q Q)Q
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Figura 23 - Medidas de tensdo superficial promovida pelos sobrenadantes das
culturas de HEX 5 e HEX 6.
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5.7 Ensaio de biorremediacdo de sedimentos de manguezal realizado em

microcosmos

Os resultados da medida de atividade metabdlica, expressa por atividade
desidrogenasica, nos microcosmos dos diferentes grupos estdo apresentados nas
Figuras 24 e 25.

Como é possivel observar na Figura 24, o grupo controle, S néo
apresentou variacao significativa de atividade desidrogenasica ao longo dos 35 dias
de experimento. O grupo SH também teve sua atividade desidrogenasica constante
ao longo dos 35 dias de experimento, ndo apresentando diferencas significativas

entre os valores medidos nos tempos de andlise.

O grupo SQH apresentou um pico de atividade desidrogenasica no T3,
atingindo uma média de 11,91 ug TPF .gt.h"! produzido. Esse valor cai para 1,75 ug
TPF .g1.h"l no 12° dia de experimento (T12) e volta a subir no T21, atingindo 11,41
ug TPF .gt.hl. Nos ultimos dias de experimento esse valor cai, atingindo, em T35,

valor estatisticamente igual ao valor de TO.

O grupo SCIH gerou um pico em T3 com valor de atividade
desidrogenasica significativamente diferente de TO. Em T6 a atividade enzimatica
atinge seu maximo, com a producao média de 12 ug de TPF. A atividade enzimatica
continua alta em T12 e T21 e sem diferenca significativa entre si, caindo em T28, e
permanecendo baixa em T35, com valores similares a T3. O grupo SCLH
apresentou um aumento de atividade enzimatica em T3 (3 pg TPF .gt.h1), valor que

se mantém aproximadamente constante até o fim dos 35 dias de experimento.
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Figura 24 - Atividade desidrogenasica expressa em concentracdo do produto TPF

(ug. g-1. h-1) nos determinados tempos de analise.
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Nesta andlise foi realizada uma comparacao entre os diferentes tempos dentro de
um mesmo grupo (intra-grupo). Letras diferentes representam resultados
significativamente diferentes (intra-grupo) segundo analise de variancia pelo método
de ANOVA com o pos-teste de Tukey utilizando intervalo de confianca de 95%
(p<0,05).

Na Figura 25 podemos visualizar as principais diferencas entre os grupos
em cada tempo de andlise. TO representa a atividade metabdlica basal do
sedimento, antes da adicdo de cada tratamento aos microcosmos. Portanto, como
foi utilizado o mesmo sedimento para a montagem do experimento, ndo ha

diferencas significativas entre os grupos nesse tempo de andlise.

Em T3, é possivel ver que SQH apresenta um pico de atividade
metabdlica significativamente diferente do grupo controle S e dos outros grupos,
indicando que a quitosana adicionada estimula a microbiota autoctone do solo logo
no inicio do experimento. O grupo SH ndo apresentou aumento significativo em sua
atividade metabdlica quando comparado ao controle S, mostrando que a microbiota
autoctone néo responde a esse poluente. Ja os grupos SCIH e SCLH apresentaram
aumento e foram significativamente diferentes dos outros grupos analisados. Porém,
SCIH apresentou maior atividade enzimatica (5 pg TPF .g1.h') do que o grupo
SCLH (3 ug TPF .gt.h?).
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Em T6, os grupos SQ e SCIH apresentaram os valores mais altos e
significativamente diferentes dos outros grupos, sendo o maior valor referente ao
grupo SCIH. Os grupos S e SH permaneceram com valores proximos a atividade
metabolica basal do solo até o final o experimento. O grupo SCLH ficou com valor
em torno de 2,29 ug TPF .gt.h, terceiro valor mais alto neste tempo de andlise.
Esse padrdo se mantém em T12, porém o grupo SQ apresenta uma queda em sua
atividade metabdlica atingindo média de 1,75 pg TPF .gl.h?, sem diferenca
estatistica com o grupo SCLH, com média de 22,5 ug TPF .gt.hL.

Em T21, ha uma mudanca significativa e o grupo SQH atinge um novo
pico de atividade metabdlica em torno de 11,5 ug TPF .g1.h', ja o grupo tratado com
0 consorcio imobilizado tem valores em torno de 8 pug TPF .gthtl. Em T28, os
valores dos grupos SQH e SCIH permanecem significativamente diferentes dos
demais e similares entre si. J& em T35, a atividade metabdlica do grupo SQH cai
para 1,8 ug TPF .gt.h, enquanto do grupo SCIH permanece em torno de 5,6 ug
TPF .gt.ht. Os grupos S e SH apresentam valores baixos (em torno de 0,4 ug TPF
.g1.h1) e sem diferencas estatisticas entre si. E o grupo SCLH mantém atividade
metabdlica similar aos outros tempos de andlise desse mesmo grupo, em torno de
2,5ug TPF .gt.ht

Figura 25 - Atividade desidrogenasica expressa em concentracdo do produto TPF
(ug. g-1. h-1) nos determinados tempos de analise.
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Nesta analise foi realizada comparacao entre os diferentes grupos em cada um dos
tempos. Letras diferentes representam resultados significativamente diferentes
(inter-grupo) em um determinado tempo segundo analise de variancia pelo método
de ANOVA com o pos-teste de Tukey utilizando intervalo de confianca de 95%
(p<0,05).

Os resultados das contagens de células viaveis totais nos diferentes
tempos de experimento estdo representados na Figura 26. TO é a contagem de
células viaveis realizada com os sedimentos do manguezal logo ap6s a coleta e
antes da adicéo tratamentos, e corresponde ao valor de 2,3 X 108 UFC/g. Os grupos
S, SH e SCLH néo apresentaram diferencas estatisticas entre si ha contagem de
viaveis realizada em T3, T12 e T28, mantendo o ndamero aproximadamente
constante. Os grupos SQH e SCIH tiveram aumento significativo na contagem de
células viaveis totais ja no tempo T3, sendo 0 aumento mais significativo alcancado
pelo grupo SCIH. SQH e SCIH tiveram valores de contagem de viaveis igual a 3,0 X
108 UFC/g e 6,5 X 10%8 UFC/g respectivamente. Valores que permaneceram
estatisticamente maiores do eu o controle em T12. No entanto, em T28 0 grupo
SCIH tem uma reducéo na contagem de viaveis para 1,7 X 108 UFC/g, valor ainda
significativamente mais alto do que o encontrado em TO. O grupo SQH tem o

numero da contagem de viaveis ainda alto em T28 em torno de 4,9 X.108 UFC/qg.

Figura 26 - Contagem de células viaveis totais nos microcosmos de sedimentos de
manguezal nos determinados tempos de analise.
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Foram realizadas analises nos tempos 0, 3, 12, 28 dias apdés o inicio do
experimento. Letras diferentes representam resultados significativamente diferentes
em cada tempo segundo andlise de variancia pelo método de ANOVA com o pos-
teste de Tukey utilizando intervalo de confianga de 95% (p<0,05).

As placas das contagens de viaveis dos grupos SCIH e SCLH estédo
mostradas nas Figuras 27 e 28, onde é possivel visualizar as col6nias de coloracéo
amarela que sdo caracteristicas da cepa HEX 6 (Micrococcus sp.) e colbnias

menores e rosadas caracteristicas da cepa HEX 5 (Gordonia sp.).

Figura 27 - Contagem de bactérias viaveis totais nos microcosmos de sedimentos
de manguezal contaminado com hexadecano (10 g/Kg) adicionado do consércio

HEX 5 e HEX 6 imobilizado em esferas de quitosana no tempo T3.

Diluigdo 10°®

Sedimento + consorcio imobilizado
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Figura 28 - Contagem de bactérias viaveis totais nos microcosmos de sedimentos
de manguezal contaminado com hexadecano (10 g/Kg) adicionado do consorcio
HEX 5 e HEX 6 livre no tempo T3.

Diluic3o 10°®

Sedimento + consorcio livre T3.
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6 DISCUSSAO

A composicdo do sedimento de manguezal € um fator-chave que
influencia a interacdo entre a microbiota autdctone e o poluente, assim como a
interacdo do poluente com préprio sedimento. Todas essas interagdes podem afetar
a taxa de biodegradacéo e o sucesso da biorremediacdo. Além disso, caracteristicas
fisico-quimicas dos sedimentos como textura, pH, temperatura, permeabilidade,
capacidade de retencdo de agua, teor de oxigénio e teor de nutrientes contribuem
para o grau de toxicidade intrinseca do poluente e devem ser avaliados antes da
escolha do processo de biorremediagcdo (MOYO et al., 2014).

Os sedimentos utilizados neste estudo sao salinos, ricos em argila e em
matéria organica e possuem pH alcalino. A granulometria fina, contendo silte e
argila, indica uma propensao natural para reter contaminantes. O tamanho dos graos
€ um fator importante na acumulacdo dos nutrientes, pois as fragcbes mais finas
possuem uma alta capacidade de retencdo de compostos organicos devido a maior
area de superficie. O transporte e a distribuicdo de agua, nutrientes e oxigénio séo
dificultados em sedimentos com baixa permeabilidade, particularmente naqueles que
contém argila. Além disso, a maior quantidade de matéria organica pode influenciar
na disponibilidade de poluentes aos microrganismos degradadores (MALETIC et al.,
2013). Por outro lado, os minerais de argila tendem a reter o contaminante em um
determinado local, o que impede a disperséo para outros locais e pode favorecer um
maior tempo de contato dos microrganismos com o poluente, possibilitando sua
degradacédo (MOYO et al., 2014). O pH alcalino deve-se a influéncia dos constantes
periodos de inundacdo com &agua do mar. Por ser um ambiente que fica na
intersecdo entre o rio e mar, tem-se um solo salino e com alta condutividade elétrica.
As condi¢cbes encontradas nesse manguezal assemelham-se a condi¢cdes de outros
manguezais encontrados no estado Ceara, como de Icapui, Malcozinhado, Curu e
Mundau (BONFIM, 2011).

Considerando as caracteristicas peculiares dos sedimentos de
manguezais, é relevante se testar a tecnologia de biorremediacdo pretendida em

microcosmos antes de qualquer aplicacéo a campo.
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Neste estudo foi feita uma simulacdo de biorremediacdo de sedimentos
de manguezal contaminado com hexadecano em microcosmos para testar a
eficiéncia da bioaumentagéo utilizando um consorcio de duas actinobactérias na
forma imobilizado em esferas de quitosana e como células livres. As estirpes de
bactérias do consércio formado por Gordonia sp. HEX 5 e Micrococcus sp. HEX 6,
sdo hidrocarbonocéasticas, ou seja, sdo capazes de crescer utilizando
hidrocarbonetos, no caso, n-hexadecano, como Unica fonte de carbono, como
ratificado neste estudo. Véarias espécies de Gordonia e Micrococcus ja foram
relatadas como degradadoras de diversos compostos toxicos, dentre eles
hidrocarbonetos. Isso endossa a investigacdo do potencial dessas cepas para
biorremediacdo de ambientes contaminados com petréleo e derivados (ARENSKO;
BRO; STEINBU, 2004; KUMMER; SCHUMANN; STACKEBRANDT, 2018; WIESER
et al., 2002).

A degradacdo de alcanos por microrganismos ambientais empregam
diversas vias, onde diferentes sistemas enzimaticos sdo responsaveis pela
ativacao dos alcanos em condi¢des aerbbias e anaerdbias. Em condi¢cbes aerdbias,
0 oxigénio atua como receptor final de elétrons, enquanto em condicfes anaerdbias,
atuam como receptores o nitrito e o sulfato (JIN et al., 2013). O sistema enzimatico
alcano hidroxilase (AlkB) tem sido utilizado como um biomarcador para estudos de
abundancia de diversidade de bactérias degradadoras de alcanos. A pesquisa do
gene alkB neste estudo confirmou que apenas HEX 5 carrega esse gene, o que
prova o potencial de pelo menos um dos membros do consdrcio para fazer o ataque
inicial desse contaminante.

Experimentos anteriores também revelaram a presenca desse gene em 17 cepas de
Gordonia que foram isoladas de diferentes tipos de ambientes (SHEN, 2010).
Todavia, como HEX 6 se desenvolve em meio mineral contendo hexadecano
como Unica fonte de carbono, como confirmado neste estudo, é razoavel supor que
deva utilizar outro sistema enzimatico de oxidacédo de alcanos. Em adi¢céo, deve-se
enfatizar que mesmo as proteinas AIkB compartihando uma homologia de
sequéncia consideravel, as sequéncias nucleotidicas que codificam o gene alkB
podem variar bastante nas bactérias. Além disso, o gene alkB foi detectado pela
primeira vez no género Micrococcus (HEX 6) somente recentemente (SUN et al.,
2014), evidenciando que ainda ha muito a ser estudado sobre a presenca desse
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gene em Micrococcus. A diversidade de genes alkB caracterizadas até agora
representa uma pequena fracdo da diversidade encontrada em ambientes naturais.

Na dultima década, o sequenciamento metagendémico revelou que a
diversidade de sequéncias enzimaticas € muito maior do que se supunha
anteriormente com base em dados gendmicos funcionais. Assim, muitos genes que
codificam enzimas podem ndo ser capturados com conjuntos de primers
convencionais (UFARTE et al., 2015). A amplificacdo do gene alkB utilizando apenas
um par de iniciadores, como foi realizado neste estudo, para amostras de DNA de
solos limita a gama de deteccéo deste gene. Jurelevicius e colaboradores, em 2013,
mostraram que se pode perder cerca de 30% ou mais na deteccdo de bactérias que
degradam alcanos, sugerindo utilizar uma combinacéo de iniciadores para o gene
alkB (CAPPELLETTI et al., 2011; JURELEVICIUS et al., 2013).

As estirpes HEX 5 e HEX 6 produziram emulsGes do tipo agua/dleo,
gerando goticulas e promovendo a pseudo-solubilizacdo de querosene em agua. O
sobrenadante de HEX 5 promoveu maior emulsdo do querosene do que o
sobrenadante de HEX 6. Varias estirpes de Gordonia ja foram confirmadas como
produtoras de biossurfactantes, ja tendo registro da aplicacdo com éxito na
remediacdo de derramamento de 6leo em ambiente marinho, no qual promoveu
acao dispersante de 6leo na agua do mar e também remocéao de 6leo da superficie
de areia de praia (SAEKI et al., 2009).

Além da atividade emulsificante, os sobrenadantes de HEX 5 e HEX 6
reduziram a tensdo superficial da agua, confirmando o potencial tensoativo dessas
estirpes. Muitos contaminantes tendem a se ligar as particulas de solo e possuem
baixa solubilidade, caso do hexadecano (CisHss4) que possui solubilidade muito
baixa, 0,00628 (STROUD et al., 2007), o que pode dificultar a captacdo dessas
moléculas pelos microrganismos. Os biossurfactantes produzidos por essas estirpes
podem melhorar a captagdo de compostos hidrofébicos como os alcanos através da
producdo de compostos que reduzam a tensao superficial entre as fases fluidas e
gue emulsionam os hidrocarbonetos, aumentando a superficie de contato das gotas
de 6leo com a superficie bacteriana. Além disso, os biossurfactantes contribuem
para maior mobilidade dos microrganismos na matriz do solo. De modo geral, os
biossurfactantes podem melhorar a remocédo de alcanos e de hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos de solos contaminados (NITSCHKE; PASTORE, 2002;
SINGH; HAMME; VAN; WARD, 2007).
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A atividade desidrogenase é comumente utilizada como indicador da
qualidade do solo, por refletir a atividade oxidativa da comunidade bentbnica, sendo
uma medida simples e rapida de avaliar a influéncia de contaminantes no solo (TAM,
1998). Os resultados encontrados neste estudo foram interpretados a partir de
comparagdes com 0S grupos controles.

Em um estudo realizado por Gouda et al., 2007, a adicdo de bactérias do
género Gordonia em solo contaminado com querosene alcangou taxas de
degradacdo de 77% em apenas 7 dias de experimento em microcosmos, também foi
possivel verificar a degradacdo de até 86% de querosene em 21 dias de
experimento com consoércio composto de Gordonia sp. e Pseudomonas sp.

As andlises mostraram que a atividade desidrogenase basal dos
sedimentos analisados neste estudo gira em torno de 0,776 ug TFP.gt.h'l. Ou seja,
qualquer aumento desse valor pode ser interpretado como resposta da comunidade
a um desafio externo. A atividade metabdlica basal do solo depende do tipo de solo
e das condicbes a que ele esta submetido. Solos sob cultivo intensivo podem
apresentar atividade da desidrogenase basal em torno de 0,89 pug TPF g?! ht
(BONANOMI, 2011). Solos de éareas poluidas por metais pesados podem
apresentar ADH em torno de 2,9 + 0,1 ug TPF g* hl, esse mesmo solo teve sua
atividade desidrogenasica aumentada para 53 + 0,5 ug TPF g h"t quando submetido
a processo de recuperacao, e esse mesmo solo em area ndo poluida apresenta
ADH de aproximadamente 71,4 + 0,5 pug TPF g?' h?, indicando que solos
recuperados podem apresentar maiores ADH, provavelmente devido a maio atuacao
dos microrganismos na ciclagem de nutrientes presentes no solo. Portanto, solos
gue apresentam algum tipo de estresse ou poluicdo apresentam menor ADH
(HINOJOSA, 2008).

Em experimentos com solos contaminados com Oleo, um aumento na
atividade desidrogenase é atribuido a adaptacdo e reproducdo dos microrganismos
degradadores de hidrocarbonetos (NWANKWEGU et al., 2016). Pesquisas também
indicam que ambientes cronicamente contaminados promovem uma selecdo de
microrganismos capazes de viver na presenca de poluentes, aumentando em até
10% o numero de microrganismos capazes de degradar esses compostos
(VARJANI, 2017). Portanto, o aumento do numero de células e o aumento da
atividade enzimatica em decorréncia da introducdo de um contaminante s&o

sugestivos da ocorréncia de biodegradacéo.
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A fim de aumentar a eficiéncia da biorremediacdo, a imobilizacdo das
células em um suporte compativel ajuda a manter a viabilidade celular e atividade
microbiana por um maior periodo de tempo, por restringir a competicdo direta com a
microbiota autéctone (PARTOVINIA; RASEKH, 2018). Isto foi aplicado neste estudo,
através da imobilizacdo em esferas de quitosana, polissacarideo proveniente da
quitina e, portanto, biocompativel com sedimentos de manguezais e com a
microbiota nativa, j& adaptada a presenca de grandes quantidades de quitina de
crustaceos, abundantes nesses ecossistemas. A quitosana € usualmente
susceptivel a um grande numero de enzimas, incluindo as especificas
(quitosanases) e nao especificas (carbohidrolases, proteases, lipases, entre outras).
Quitosanases sado produzidas por microrganismos, onde possuem um importante
papel na nutricdo e defesa. Quitosanases de origem bacteriana ja foram descritas
em diversos géneros como Bacillus sp., Serratia sp., Janthinobacterium sp. e
Paenibacillus sp (JOHNSEN et al., 2010; LIANG et al., 2014; TAKASUKA et al.,
2014; WANG et al., 2011; ZITOUNI et al., 2013).

As analises mostraram que 0 microcosmo controle S manteve sua
atividade metabdlica basal durante todo o periodo do experimento, evidenciando que
a comunidade microbiana estava ativa, porém sem mudancas, uma vez que hao
houve adicdo de nenhum elemento externo. O mesmo p6de ser observado no grupo
SH, no qual mesmo apds a adicdo do contaminante hexadecano na concentracdo de
10 g/Kg ndo promoveu alteracdes significativas na taxa metabdlica dos
microrganismos do solo, indicando que na presenca apenas do contaminante, as
bactérias ndo foram estimuladas a degradar o hexadecano. Inclusive, esses dois
grupos, nao apresentam diferencas significativas entre si ao longo de todo o periodo
do experimento. Ja no grupo SQH, foi possivel ver um pico de atividade metabdlica
ja no terceiro dia de experimento (T3). Além disso, nesse mesmo tempo ja nao era
possivel visualizar as esferas dentro dos microcosmos, indicando que elas foram
biodegradadas. Isso pode ter ocorrido porque 0S microrganismos nativos ja sao
adaptados a quitosana, ja que é oriunda da quitina presente nas carapacas de
crustaceos, animais abundantes no manguezal. Por ser facilmente biodegradada a
guitosana funcionou como bioestimulador da microbiota nativa, sendo uma fonte de

carbono organico que gerou expressiva alteracdo nas taxas metabolicas dos
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microrganismos (KIM; RAJAPAKSE, 2005). Em um estudo realizado com solos
contaminados com querosene e diesel, a bioestimulacdo da microbiota nativa do
solo recém contaminado apresentou ADH de 20-40% mais elevada (ALRUMMAN,
2015).

A alta atividade metabdlica do grupo SQH manteve-se no sexto dia de
experimento (T6), e caiu a niveis basais no T12, que pode indicar que o0s
microrganismos envolvidos na degradacgéo da quitosana tiveram seus metabolismos
reduzidos e geraram subprodutos que estimularam outros microrganismos do solo a
atuarem, levando a mais um pico de atividade metabdlica no dia 21 (T21), entdo a
microbiota foi voltando ao estado basal, o que pode ser observado pela gradativa
queda de atividade metabdlica observada do dia 28 ao dia 35, onde a concentracédo
de TPF gerado chegou a ficar sem diferenca estatistica quando comparado com o
valor de TO. Em estudos prévios realizados com microcosmos, a atividade de
desidrogenase do solo aumentou imediatamente ap6s a contaminacédo de 6leo em
solos bioestimulados, mas declinaram com a diminuicdo do conteddo de
hidrocarbonetos. ADH do solo mostrou-se descontinua, especialmente durante as
primeiras semanas (MARGESIN, 2000). Em outro estudo, a adicdo de agentes
bioestimulantes como glicose e extrato de levedura provocou aumento significativo
na ADH do solo (KUMAR, 2015).

No grupo SCLH é possivel visualizar que a adi¢cdo do consoércio promoveu
um aumento na atividade metabdlica, porém nado tdo expressiva quanto do grupo
contendo consorcio imobilizado (SCIH). Esse aumento ocorreu devido ao aumento
de microrganismos dentro do microcosmo e pela agdo dos microrganismos
adicionados. A ADH se manteve mais alta que a atividade metabolica basal, até
mesmo no final dos 35 dias de experimento, indicando que o consorcio se manteve
ativo até o final do experimento.

Sabemos que HEX 5 produz biossurfactantes ap0s 48 h e que HEX 6 produz
biosurfactantes apdés 72 h, portanto, em T3, esses compostos ja devem estar
presentes no microcosmo facilitando a captacdo do contaminante e contribuindo
para sua degradacdo e consequentemente para um aumento da taxa metabdlica.
Similarmente, a adicdo de biosurfactantes promoveu aumento da solubilidade

aparente do hexadecano, melhorando sua biodegradacao. (BEAL; BETTS, 2000).
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Em outros estudos, microrganismos capazes de produzir biossurfactantes séo
estimulados a produzi-los quando estdo na presenca de hidrocarbonetos no meio,
com o objetivo de solubilizar e mobilizar o hidrocarboneto facilitando sua captagao e
aumentando a taxa de degradacao (GHRIBI; MNIF, 2015).

O grupo SCIH, por sua vez apresentou pico de ADH no 3° dia, sendo esta
atividade maxima no 6° dia. Em T6 ha um pico de atividade metabdlica maior do que
0 observado no grupo SQH, o que pode indicar que nesse periodo o consorcio ja se
estabeleceu no microcosmo e comecou a degradar o hexadecano enquanto as
bactérias nativas do solo se mantiveram utilizando a quitosana como fonte de
carbono, sendo bioestimuladas. A atividade metabodlica do consorcio somada a
atividade das bactérias nativas ap6s sofrerem bioestimulo da quitosana podem ter
gerado o pico de producdo de TPF no tempo 6. Um estudo realizado com solo
contaminado com diesel (5 g/Kg) mostrou um aumento da desidrogenase do solo foi
relacionado ao aumento da degradacdo e reproducdo dos microrganismos
degradadores de hidrocarbonetos (MARGESIN, 2000). Em T3, pode ter ocorrido
uma competicdo entre 0s microrganismos adicionados e 0S microrganismos
autoctones, o que acabou sendo refletido na ADH. Em T6, o consorcio adicionado
conseguiu se estabelecer na comunidade e teve maior taxa metabdlica. Na
contagem de viaveis realizada em T3 (Figura 26), ha diferenca estatistica entre o
namero de unidades formadoras de coldnia encontrado no grupo SCIH e SQ,
provando que apesar de em T3 a ADH ndo ter sido tdo alta quanto em SQ, o grupo
SCIH tem numero de células significativamente maior, ou seja, a adicdo do
consorcio promoveu o aumento de UFC que so foi refletido em ADH em T6, ap6s o
consoércio atingir um equilibrio com a comunidade nativa e assim, alcancarem taxas

metabdlicas elevadas.

Em T12 a atividade metabdlica de SCIH tem uma leve queda, mantendo-
se significativamente mais alta do que o grupo tratado apenas pela adicdo de
quitosana sem consorcio. Essa alta atividade metabodlica é mantida até mesmo no
dia 21 (T21), o que pode indicar que os subprodutos da degradacdo do
hidrocarboneto podem estar sendo fonte de carbono para outros microrganismos,
mantendo as taxas metabdlicas elevadas. Além disso, ha também os subprodutos
da degradacdo da quitosana estimulando os microrganismos nao degradadores de

hidrocarbonetos. Em um estudo realizado com bactérias imobilizadas em p6 de
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casca de amendoim para limpeza de solo contaminado com 6leo, a ADH foi
significativamente mais alta do que a do grupo tratado apenas com as bactérias
livres, ou seja, a atividade da desidrogenase no solo foi notavelmente aumentada
pela aplicacdo de um suporte transportador de células. A biodegradacdo foi
aumentada com cultura bacteriana livre (21%), mas alcancou taxas mais altas (61%)
pela aplicacédo das bactérias imobilizadas (XU, 2010).

E importante comparar os grupos SQH e SCIH em T21, nesse periodo a
atividade metabdlica do grupo SQH supera a do grupo tratado com o consoércio, isso
pode ter ocorrido devido a perda de células viaveis do consércio apds o
restabelecimento da comunidade microbiana nativa do solo, levando a niveis de
atividade metabdlica cada vez mais semelhantes ao do inicio do experimento. A
atividade metabdlica do grupo tratado com consorcio cai ainda mais em T28 e se
mantém estavel até T35. Ensaios realizados em microcosmos testando o efeito de
consorcios bacterianos demonstram a prevaléncia da bioaumentacdo quando
comparada a atenuagdo natural e o bioestimulo. Resultados obtidos com outro
consércio demonstraram degradacdo da fracdo mais leve dos componentes do
diesel (C12-C23) concentrando-se nos primeiros 14 dias de experimento e maior
aumento da DHA em condicfes de bioaumentacédo (BENTO, 2005).

O grupo SQH, teve um pico de atividade metabodlica em T3 e apresentou
aumento significativo no niumero de células viaveis, o que indica que a quitosana
estimulou as bactérias do solo aumentando a sua taxa metabdlica e sua reproducéo.
Ainda assim, esse aumento no numero de células foi menor do que o observado no
grupo que houve bioaumentacdo e bioestimulacdo pela adicdo do consércio
imobilizado (SCIH). Em experimentos realizados em microcosmos com solo
contaminado com hidrocarbonetos totais de petréleo (TPH), houve aumento no
namero de células no grupo tratado por bioestimulacdo, porém o aumento verificado
no grupo tratado com bioestimulacéo e bioaumentacao foi ainda mais significativo,
gue atingiu taxa de 75 % de remocé&o de TPH de solo (ROY, 2018). Sun et al (2012)
também encontrou resultados melhores na aplicacdo da combinacdo das técnicas
de bioestimulacdo e bioaumentagdo que proporcionaram significante melhora na
remogcdo de hidrocarbonetos quando comparado ao uso dessas técnicas
separadamente.

Os grupos S, SH e SCLH nao apresentaram diferencas no niamero de

células viaveis entre si, e ndo apresentaram diferencas estatisticas quando
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comparadas ao numero de células presentes em TO. Foi anteriormente relatado que
a matéria organica presente no solo protege os microrganismos contra o efeito
toxico dos hidrocarbonetos, contribuindo para a manutencdo o numero e ceélulas
viaveis presentes no solo ndo tratado mesmo apos a adicdo do poluente (LABUD,
2007). Em outro estudo realizado em microcosmos para avaliar a degradacéao de
inseticidas, foi visto que o numero de células viaveis da microbiota nativa do solo na
presenca desses compostos manteve-se aproximadamente constante ao longo de
12 dias de experimento (CARACCIOLO, 2002). Apesar da adicdo de células ao
grupo SCLH, provavelmente a competicdo entre as bactérias nativas e as bactérias
gue foram adicionadas ao solo manteve o numero de células sem diferenca
estatistica com o controle S e SH, mas a maior ADH encontrada nesse grupo indica
a presencga de microrganismos mais ativos metabolicamente do que os que estao
nos grupos controle S e SH, provavelmente esses microrganismos correspondem a
HEX 5 e HEX 6 adicionadas na forma livre que estdo atuando na degradacdo do
hexadecano. Pesquisas de alfa diversidade realizada em experimentos de
biorremediacdo de solo mostraram que, na presenca do contaminante, ha uma
tendéncia de prevaléncia dos microrganismos degradadores de hidrocarbonetos,
destacando assim a presenca de um nucleo composto por uma populagéo
hidrocarbonoclastica central dentro da comunidade nativa, o que poderia ser

instigado favoravelmente com tratamentos para fins de biorremediacéo (ROY, 2018).

Em T12, o grupo SQH apresentou uma queda em sua atividade
metabdlica, porém o niumero de células se manteve em T12. Apesar de ndo estarem
com taxas metabolicas elevadas, essas células se mantém em T28, indicando que a
quitosana promoveu bioestimulo com éxito as bactérias nativas do solo do
manguezal.

Uma pesquisa realizada com solo contaminado com fenantreno mostrou
gue a presenca de outras fontes de carbono no solo nédo interferiu na degradacao do
fenantreno pelos microrganismos (PATEL; PATEL; MADAMWAR, 2013).
Corroborando a hipotese de que uso da quitosana como suporte de imobilizacdo
bioestimula os microrganismos e nao interfere na biodegradacdo do contaminante.
Além disso, em estudos prévios realizados por Angelim (2013) foi comprovado que
as bactérias utilizadas nesse consoércio (HEX 5 e HEX 6) ndo sdo capazes de
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degradar quitosana, o que garante uma maior durabilidade do produto, bem como o
uso de outras fontes de carbono por essas bactérias.

No grupo tratado com consorcio, também h& uma manutengéo de um alto
namero de células viaveis em T12, devido a inclusdo de novas células ao meio e
devido ao estimulo propiciado pela quitosana aos microrganismos. Porém esse
namero cai em T28 provavelmente pelo restabelecimento da comunidade
microbiana nativa do solo e queda na populacdo de microrganismos do consorcio

que foi adicionado.
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7 CONCLUSAO

O consércio formado pelas actinobactérias Gordonia sp. HEX 5 e
Micrococcus sp. HEX 6 foi aprisionado com sucesso em esferas de de 2 mm de
quitosana, gerando um biopoduto com caracteristicas mecanicas e funcionais
promissoras para utilizacdo na biorremediacao in situ ou ex situ de sedimentos de

manguezal contaminados com n-hexadecano.

A matriz de quitosana forneceu vantagens ao consorcio imobilizado em
comparacao ao uso do consorcio livre, e atuou como bioestimulador do microbioma
do solo. Portanto, esse produto possui propriedades para aplicacdo em processos
de bioaumentacgéo e bioestimulacédo de solos contaminados com hidrocarbonetos.

O consorcio imobilizado em esferas de quitosana mostrou-se mais eficaz
em degradar hexadecano em sedimentos de manguezal contaminado com esse
poluente do que o consorcio livre, pois teve maior taxa metabodlica ao longo do
experimento, bem como maior nimero de contagem de viaveis, indicando a
presenca de mais microrganismos atuando na biodegradacdo. Esse produto € uma
nova opcao de tecnologia de biorremediacdo, com as vantagens de facil manejo,

facil armazenamento e durabilidade (30 dias), transporte e aplicacao.
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