
 

 

 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARÁ 

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM ECOLOGIA E RECURSOS NATURAIS 

 

 

 

JULIANI BARBOSA DE SOUSA 

 

 

 

BACTÉRIAS DIAZOTRÓFICAS DO SEMIÁRIDO: CARACTERÍSTICAS 

ADAPTATIVAS E POTENCIAL PARA BIODEGRADAÇÃO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FORTALEZA 

2015 



 

 

 

JULIANI BARBOSA DE SOUSA 

 

 

 

BACTÉRIAS DIAZOTRÓFICAS DO SEMIÁRIDO: CARACTERÍSTICAS 

ADAPTATIVAS E POTENCIAL PARA BIODEGRADAÇÃO 

 

 

 

 

 

 

 

Dissertação submetida à Coordenação do 
Curso de Pós-Graduação em Ecologia e 
Recursos Naturais da Universidade 
Federal do Ceará como requisito parcial 
para obtenção do título de Mestre em 
Ecologia e Recursos Naturais. Área de 
concentração: Ecologia e Recursos 
Naturais 

Orientadora: Profª. Drª. Claudia Miranda 
Martins 

Co-orientadora: Profª. Drª. Suzana 
Claudia Silveira Martins 

 

 

 

 

 

FORTALEZA 

2015 



Dados Internacionais de Catalogação na Publicação 

Universidade Federal do Ceará

Sistema de Bibliotecas

Gerada automaticamente pelo módulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

S697b Sousa, Juliani Barbosa de.

    Bactérias diazotróficas do semiárido: características adaptativas e potencial para

biodegradação / Juliani Barbosa de Sousa. – 2023.

    34 f. : il. 

     Dissertação (mestrado) – Universidade Federal do Ceará, Centro de Ciências, Programa

de Pós-Graduação em Ecologia e Recursos Naturais, Fortaleza, 2023.

     Orientação: Profa. Dra. Claudia Miranda Martins.

     Coorientação: Profa. Dra. Suzana Claudia Silveira Martins.

    1. Rizóbio . 2. Fenol. 3.  Biofilme. 4. Exopolissacarídeo. I. Título.

                                                                                                                       CDD 577



 

 

 

JULIANI BARBOSA DE SOUSA 

 

 

 

BACTÉRIAS DIAZOTRÓFICAS DO SEMIÁRIDO: CARACTERÍSTICAS 

ADAPTATIVAS E POTENCIAL PARA BIODEGRADAÇÃO 

 

 

 

 

 

 

 

Dissertação submetida à Coordenação do 
Curso de Pós-Graduação em Ecologia e 
Recursos Naturais da Universidade 
Federal do Ceará como requisito parcial 
para obtenção do título de Mestre em 
Ecologia e Recursos Naturais. Área de 
concentração: Ecologia e Recursos 
Naturais 
 

Aprovada em: 18/09/2015. 
 

 

BANCA EXAMINADORA 

 

 

________________________________________ 

Profª. Drª. Claudia Miranda Martins (Orientador) 
Universidade Federal do Ceará (UFC) 

 
 

_________________________________________ 
Prof(a). Dr(a). Oscarina Viana de Sousa 
Universidade Federal do Ceará (UFC) 

 
 

_________________________________________ 
Prof(a). Dr(a). Olmar Baller Weber 
EMBRAPA Agroindústria Tropical 

 



 

 

 

 

AGRADECIMENTOS 

 

À Deus, sempre. 

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenação de 

Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior – Brasil (CAPES) - Código de 

Financiamento 001. 

À UFC e ao PPGERN, pela oportunidade. 

Às professoras Oscarina, Cândida, Rosilene e Ana de Fátima, pelo auxílio 

sine qua non. Esse trabalho não aconteceria sem suas contribuições inestimáveis.  

Às professoras orientadoras Claudia e Suzanna, pela orientação, paciência, 

auxílio, carinho, exemplo, conhecimento, intervenção e apoio. Muito Obrigada. 

A minha família, não posso listar nomes para não esquecer de ninguém, pelo 

carinho, reuniões, brigas e por estarem ao meu lado.  

Aos meus avós, que me criaram, me ajudaram, obrigada. 

Aos meus pais, a quem eu devo tudo, incluindo minha vida. 

Ao grupo LAMAB, em especial Fernando e Marcelo, os risos, as conversas, 

as dificuldades, os compartilhamentos. Fizemos um local mágico nos nosso 35 m2. 

Aos amigos, Alexia, Carla, Danilo, Fernando, Juliana, Kalyl, Larissa, Mailson, 

Winnie e outros que não estou mencionando. Por me manterem sã.  

A todos que que fizeram parte desse desafio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

 

 

RESUMO 

 

Mecanismos adaptativos de sobrevivência de bactérias diazotróficas do semiárido 

são importantes para compreensão do processo de estruturação dessas populações 

e para seleção de estirpes para processos de biorremediação. Neste trabalho 

estirpes de rizóbios oriundas do solo rizosférico de leguminosas do semiárido foram 

avaliadas quanto à capacidade de degradação do fenol, formação de biofilme, 

hidrofobicidade e produção de exopolissacarídeos. As dez estirpes analisadas 

apresentaram correlação positiva entre a biomassa e o tempo de contato com 100 

mg L-1, de fenol. Dessas, três foram hidrofóbicas, sete produziram 

exopolissacarídeos e todas foram formadoras de biofilme. As estirpes LAMAB17 e 

LAMAB23 se destacaram na formação de biofilme e eficiência relativa na produção 

de exopolissacarídeos, respectivamente.  

 

Palavras-chave: Rizóbio; fenol; biofilme; exopolissacarídeos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

 

Survival adaptive mechanisms of diazotrophic bacteria from semiarid are important 

for understanding the structuring process of these populations and for selection of 

strains for bioremediation processes. In this work rhizobium strains isolated from of 

rhizospheric leguminous soil of semiarid were evaluated as the phenol degradation 

capability, biofilm formation, hydrophobicity and production of exopolysaccharides. 

The ten strains analyzed were able to grow in minimal medium with 100 mg L-1 of 

phenol. Between these strains three were hydrophobic, seven were able to produce 

exopolysaccharides and all were forming biofilms. The strains LAMAB 17 and 

LAMAB 23 were the most promising in relation to the evaluated parameters. 

Keywords: Rhizobium; phenol; biofilm; exopolysaccharides. 
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1 INTRODUÇÃO  

As populações microbianas apresentam ampla diversidade e densidade 

na natureza. São encontradas em todos os ambientes, principalmente no solo, 

onde desempenham papel fundamental na estruturação de comunidades e nas 

relações entre diferentes populações, contribuindo para a estabilidade ecológica do 

ecossistema (Atlas; Bartha, 1997). 

Entre as bactérias do solo se destaca o grupo denominado de rizóbios, que 

induzem a formação de nódulos nas raízes de plantas leguminosas, e convertem 

nitrogênio atmosférico em formas utilizáveis pela planta (Vieira, 2007, Parmar; 

Dufresne, 2011, Shankar; Sunutha, 2013). Essas bactérias sofrem exposição natural 

ao exsudado de substâncias tóxicas, como fenóis, terpenos e alcaloides, liberadas 

pelas raízes das leguminosas, além de compostos aromáticos resultantes da 

degradação natural de lignina e ácidos húmicos, bem como de poluentes de origem 

antropogênica (Chen et al., 1985, Rao et al., 1994). No caso do semiárido, essas 

bactérias estão sujeitas as variações climáticas limitantes, decorrentes do clima 

quente e seco, predominante na região. 

Sob condições ambientais hostis as bactérias desenvolvem mecanismos 

adaptativos para sua sobrevivência. Alterações enzimáticas, produção de 

exopolissacarídeos (EPS), hidrofobicidade e formação de biofilme são exemplos 

desses mecanismos de estabilidade e resistência as condições de estresse. A 

formação de biofilme consiste na adesão celular a superfícies bióticas ou abióticas 

por meio de uma matriz polimérica extracelular (Palmer et al., 1997, Seneviratne; 

Jayasekara; De Silva, 2011). Portanto, a hidrofobicidade celular aliada à produção 

de exopolissacarídeos (EPS) também são características adaptativas de 

sobrevivência (Donlan, 2002, Fujishige et al., 2008, Rinaudi et al., 2010, Zhang et al., 

2014).  

Embora as bactérias diazotróficas sejam muito pesquisadas e exploradas 

para a Fixação Biológica de Nitrogênio (FBN), nesse grupo bacteriano praticamente 

não é estudado mecanismos adaptativos de sobrevivência em solos do semiárido, 

bem como, para a seleção de estirpes com potencial aplicação em processos de 

biorremediação.  

Diante do exposto, objetivou-se com esse trabalho que os mecanismos de 

adaptação de degradação do fenol, hidrofobicidade, produção de polissacarídeos e 
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formação de biofilme são características de estirpes de bactérias diazotróficas de 

solos do semiárido.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

O semiárido brasileiro é uma região com ampla variedade de ambientes, 

apresentando uma heterogeneidade na vegetação, clima e condições edáficas, 

amplitudes térmicas elevadas e solos com pouca umidade e oligotróficos (Bressiani 

et al., 2015). Essas condições são impostas em especial, pelas variações 

pluviométricas baixas, geralmente abaixo de 800 mm anuais e concentradas em 

apenas um período do ano, associadas com uma forte intensidade luminosa 

recebida pela região. Essas condições são desfavoráveis para o crescimento 

microbiano do solo, a diversidade e atividade microbiana (Gorlach-Lira; Coutinho, 

2007). 

A microbiota do solo é constituída por: bactérias, actinobactérias, fungos, 

algas e protozoários (Siqueira et al., 1994, Andreola; Fernandes, 2007). Entre as 

bactérias, se destacam as diazotróficas, que se apresentam na forma de bacilos, 

aeróbias, móveis, Gram-negativas e podem ser encontradas tanto na forma livre 

como associada com leguminosas (Elkan; Bunn, 1992, Moreira et al., 2010). As 

bactérias noduladoras de leguminosas (nodulíferas) fixadoras de nitrogênio estão 

classificadas nas subclasses alfa e beta das Proteobacterias e contêm os gêneros 

Agrobacterium, Aminobacter, Azorhizobium, Bosea, Bradyrhizobium, Burkholderia, 

Cupriavidus, Devosia, Mezorhizobium, Methylobacterium, Microvirga, Ochobactrum, 

Phyllobacterium, Rhizobium, Shinella, Sinorhizobium e Allorhizobium (Lindström; 

Aserse; Mousavi, 2015). 

Segundo Rashid et al., (2014), embora estirpes de rizóbios sejam 

encontradas em regiões semiáridas, a maior diversidade desses micro-organismos é 

registrada em regiões tropicais, sugerindo que as estirpes que habitam as regiões 

semiáridas possuem mecanismos de sobrevivência que possibilitam sua 

permanência em condições adversas. Essa constatação mostra a importância de 

estudos que permitam um melhor conhecimento sobre as espécies que habitam este 

tipo de ambiente. Rizóbios também são reconhecidos por sua capacidade em 

produzir diversas enzimas que permitem a utilização de diferentes substratos 

orgânicos, como por exemplo, os aromáticos (Oliveira et al., 2006, Kumari; Ram; 

Mallaiah, 2010). 

O primeiro relato relativo à degradação de compostos aromáticos pelo 

grupo rizóbio foi de Hussien; Tewfik; Hamdi em 1974. Em seguida, Muthukumar; 
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Arunakumari; Mahadevan, 1982; reportaram a degradação de p-hidroxibenzoato, 

enquanto que Frassinetti et al. (1998), registraram o isolamento da bactéria 

Sinorhizobium meliloti Orange 1, considerada a primeira cepa formadora de nódulos 

em raízes capaz de degradar dibenzotiofeno. Quan et al. (2005), isolaram uma cepa 

de Rhizobium daejeonense sp. de um biorreator para o tratamento de cianeto. 

Damaj; Ahmad (1996), Ahmad; Mehmannavaz; Damaj, (1997), Latha; Mahadevan 

(1997) descreveram o papel de rizóbios na degradação de substâncias aromáticas. 

Lorite et al. (1998), Vela; Hässblom; Youn, (2002), Chen et al. (2004), Wei et al. 

(2008), Yang et al. (2005), Yang; Lee (2008), Theng et al. (2011), Tu et al. (2011), 

González et al. (2013) foram responsáveis por estudos deste grupo bacteriano na 

degradação do fenol. 

Fenóis são formados por um anel aromático que contém um ou mais 

grupos hidroxilas. São ácidos, bactericidas, com efeitos carcinogênicos e 

mutagênicos (Bolaños et al., 2001). São compostos solúveis em água e solventes 

orgânicos, altamente móveis, podendo atingir com rapidez as fontes de água, 

causando problemas de toxicidade para espécies aquáticas, bem como sabor e odor 

desagradáveis em águas de abastecimento público, mesmo quando presentes em 

baixas concentrações (Jiang; Tay; Tay, 2002, Michałowicz; Duda, 2007). 

Embora biodegradável tanto por via aeróbia como anaeróbia, o fenol é 

tóxico para a maioria dos micro-organismos, em concentração igual ou superior a 

10 mg L-1 (Passos et al., 2009, Park; Brown; Han, 2012). Fenol e seus derivados 

podem surgir a partir de fontes naturais, como a transformação de lignina, secreção 

de algas e de processos de humificação de baixa concentração (Gökkaya et al., 

2015, Leelavathi; Prasad, 2015, Zhang; Yue; Ma, 2015). Também podem ser 

encontrados em concentrações elevadas, 107 mg L-1, em despejos industriais 

(Zeng et al., 2013).  

De acordo com Prieto et al. (2002), estes compostos são extremamente 

tóxicos ao homem, tanto por ingestão como por inalação, ainda que em baixas 

concentrações (1 mg L-1). No Brasil, o Ministério da Saúde determinou que o limite 

máximo de fenol, permitido em água destinada ao abastecimento público, é de 9 µg 

L-1 (Brasil, 2011). 

A formação de biofilme é uma resposta adaptativa dos micro-organismos 

a condições ambientais agressivas (Chen; Stewart, 1996, Stewart, 2002, Lambert et 

al., 2014), que consiste na adesão celular a superfícies sólidas (bióticas ou 
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abióticas) interligadas em uma matriz polimérica extracelular (Caldwell, 1995, 

Costerton et al., 1995). A hidrofobicidade celular e a produção de exopolissacarídeos 

(EPS) são características importantes para a adesão celular e interação com a 

superfície a ser colonizada, respectivamente (Davies et al., 1998, O’Toole; Kolter, 

1998, Toledo-Arana et al., 2001, Vu et al., 2009, Wu et al., 2013, Tran, 2014). 

Células hidrofóbicas, em comparação com hidrofílicas, possuem maior capacidade 

de adesão (Ellepola; Samaranayake, 1998, Masuoka; Hazen, 2001).  

Assim, micro-organismos com capacidade de biodegradação de 

compostos orgânicos, que também exibem capacidade para formar biofilmes 

desempenham relevante papel ecológico no ambiente em que vivem e podem ser 

selecionados para atuar em processos de biorremediação. É importante considerar 

que a patogenicidade microbiana é um fator limitante para a seleção de estirpes com 

potencial para biorremediação in situ. Embora a modificação genética seja uma 

alternativa disponível, pode provocar efeitos na conservação e na utilização da 

biodiversidade (Gaylarde; Bellinaso; Manfio, 2005). Como as bactérias diazotróficas 

nodulíferas, em sua maioria, não são patogênicas (Theng et al., 2011, Tu et al., 

2011), podem representar um potencial ainda não explorado para degradação de 

substâncias aromáticas.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Origem dos isolados 

As 10 estirpes de rizóbios avaliadas neste estudo são originadas do solo 

rizosférico de plantas nativas dos municípios de Quixadá (4°58'S a 39°1’O) e 

Cascavel (4°7'S a 38°14'O), no Ceará e Jardim de Angicos (5°39'S a 35°58'O) no 

Rio Grande do Norte, ambas na zona climática do semiárido do Nordeste do Brasil. 

O isolamento, purificação, autenticação e caracterização fenotípica das estirpes foi 

realizado por Pinheiro et al. (2014) segundo metodologia descrita por Vincent (1970). 

A coleção resultante é constituída por 11 estirpes, codificadas como LAMAB 03, 

LAMAB 04, LAMAB 08, LAMAB 12, LAMAB 14, LAMAB 17, LAMAB 23, LAMAB 25, 

LAMAB 26 e LAMAB 29, mantidas em meio de cultura YMA (Ágar extrato de 

levedura manitol) coberto com glicerol a 28 °C, no Laboratório de Microbiologia 

Ambiental (LAMAB) do Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceará 

(UFC).  

Estirpe Origem Lenta  Rápida 

LAMAB 3 JARDIM DE ANGICOS 1 0 

LAMAB 4 QUIXADÁ 1 0 

LAMAB 8 CASCAVEL 1 0 

LAMAB 12 QUIXADÁ 1 0 

LAMAB 14 QUIXADÁ 1 0 

LAMAB 17 QUIXADÁ 1 0 

LAMAB 23 QUIXADÁ 1 0 

LAMAB 25 CASCAVEL 1 0 

LAMAB 26 CASCAVEL 1 0 

LAMAB 29 QUIXADÁ 1 0 

 

3.2 Recuperação e confirmação da pureza das estirpes de rizóbios 

As 10 estirpes de rizóbios foram inoculadas no meio YMA (Vincent, 1970) 

e incubadas a 28 º C, até a visualização de colônias isoladas. A pureza foi avaliada 

pela observação das características fenotípicas das colônias, as quais foram 

transferidas para uma nova placa com YMA.  

Após o período de incubação a 28 º C por sete dias, as colônias de cada 

estirpe foram utilizadas para avaliação dos parâmetros: crescimento na presença de 
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fenol, hidrofobicidade, produção de exopolissacarídeos (EPS) e formação de 

biofilme. 

3.3 Padronização do inóculo 

 A viscosidade característica dos rizóbios dificultou a homogeneização celular 

e o consequente estabelecimento de uma concentração celular semelhante para 

todas as estirpes. Assim, foi estipulado usar como inóculo padrão para os 

parâmetros avaliados a densidade óptica a 600 nm (A600), correspondente a duas 

colônias para cada 100 mL do meio de cultura (Chen et al., 2004). 

3.4 Teste de utilização de fenol 

3.4.1 Solução padrão de fenol 

Uma solução estoque de fenol foi preparada por dissolução de 20 g de 

fenol (grau de pureza maior do que 99%, Sigma-Aldrich) em 1000 mL de água 

destilada. Esta solução foi esterilizada separadamente por filtração usando 

membranas 0,22 mícrons (Millipore, EUA). 

3.4.2 Capacidade de usar fenol como fonte de energia e carbono  

 As 11 estirpes foram testadas quanto à capacidade de utilizar fenol como 

única fonte de carbono em meio mineral mínimo suplementado com fenol na 

concentração de 100 mg L-1. O meio base foi composto por (g L-1): Na2HPO4 (6,8), 

KH2PO4 (3,0), NaCl (0,5) e NH4Cl (0,5). O pH foi ajustado para 6,8 ± 0,2. Uma 

colônia de cada estirpe procedente do cultivo em placas de YMA foi inoculada em 50 

mL do meio base contendo 100 mg L-1 de fenol com leitura da DO inicial, a 600 nm. 

As culturas foram incubadas a 28 °C com agitação orbital a 125 rpm durante sete 

dias. A biomassa foi monitorada diariamente medindo-se densidade óptica (DO) a 

600 nm (ADO600) (Chen et al., 2004).  

 

3.5 Hidrofobicidade  

3.5.1 Teste de adesão microbiana para o n-hexadecano  

 Alíquotas de 4 mL das suspensões bacterianas em solução salina 

fosfatada tamponada, pH 7,2, foram misturadas com 400 µL de n-hexadecano e 

incubadas em banho-maria a 37 °C por 10 min. As suspensões foram agitadas e 
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deixadas em repouso por 15 a 20 min à temperatura ambiente. O percentual de 

partição na fase de hidrocarboneto foi calculado pela equação 1. 

% Part = [OD640nms - OD640nma]/OD640nms  x 100      

(1) 

Onde: 

% Part é o percentual de partição na fase de hidrocarboneto; 

OD640nms é a densidade óptica da suspensão bacteriana original; 

OD640nma é a densidade óptica da fase aquosa. 

Valores de %Part > 50%, representam estirpes altamente hidrofóbicas; entre 20% e 

50%, de hidrofobicidade moderada e valores < 20% estirpes hidrofílicas (Rosenberg; 

Doyle, 1990, Mattos-Guaraldi et al., 1999). 

 

3.6 Produção de biomassa celular, exopolissacarídeos (EPS) e eficiência relativa 

na produção de EPS 

 As estirpes foram previamente cultivadas em placas de Petri contendo 

meio YMA (Vincent, 1970), por seis dias para as estirpes de crescimento lento e três 

dias para as de crescimento rápido. Em seguida, colônias isoladas foram 

transferidas para o caldo YM composto por (g L-1): Manitol (10,0); K2HPO4 (0,5); 

MgSO4.7H2O (0,2); NaCl (0,1); extrato de levedura (0,4) e pH 6,8 que foi incubado 

sob agitação constante a 150 rpm em um agitador orbital por tempo específico para 

cada estirpe, a 28 °C. Após esse período cada cultura foi centrifugada a 3792,256 G, 

na centrífuga Marconi MA 1800, para separação das células bacterianas da solução 

contendo o EPS. O precipitado foi separado, seco em estufa a 70 °C e pesado, onde 

a medida de biomassa foi obtida através da diferença entre o peso dos microtubos 

seco e após a separação do precipitado. Três volumes de etanol 95 °GL, gelados 

foram adicionados ao sobrenadante que foi centrifugado novamente. Após a 

segunda centrifugação o sobrenadante foi descartado e os EPS precipitados foram 

lavados três vezes com etanol gelado. Os EPS foram secos e pesados. A eficiência 

relativa na produção de EPS foi obtida através da relação entre o total de EPS e a 

biomassa celular (Fernandes Júnior et al., 2010). 
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3.7 Formação de biofilme 

As estirpes foram avaliadas quanto à formação de biofilme pelo 

procedimento do ensaio de microtitulação em placas, descrito por O’Toole et al. 

(1999) e modificado por Fujishige et al. (2006). As estirpes foram cultivadas em meio 

RDM (Rhizobia Defined Medium) (K2HPO4, 0,23 g L-1; MgSO4-7H2O, 0,10 g L-1; 

glutamato de sódio, 1,10 g L-1; CaCl2, 5 mg L-1; H3B03, 145 μg L-1; FeSO4-7H20, 125 

μg L-1; CoSO4 7H2O, 70 μg L-1; CuSO4 7H2O, 5 μg L-1; MnCl2-4H20, 4,3 μg L-1; 

ZnSO4 7H2O, 108 μg L-1; Na2MoO4, 125 μg L-1; riboflavina, 20 μg L-1; ácido P-

aminobenzóico, 20 μg L-1; ácido nicotínico, 20 μg L-1; biotina, 20 μg L-1; tiamina-HCl, 

20 μg L-1; piridoxina-HCl, μg L-1; Pantotenato de Ca+2, 20 μg L-1) acrescido de 2% de 

sacarose, previamente esterilizada por filtração (Bishop et al., 1976). 

O volume de 100 µL de cada cepa e 100 µL do meio RDM (controle 

negativo) foram adicionados aos poços individuais de uma placa de 96 poços. As 

placas foram seladas com filme adesivo e incubadas a 28 °C. Após sete dias o meio 

de cultura foi removido e os biofilmes corados com cristal violeta 0,01% por 20 min. 

O excesso de corante foi removido por três lavagens com água estéril. O corante 

que permaneceu no biofilme foi estabilizado com álcool 95% e a quantidade de 

corante foi determinada por medida da DO a 570 nm. A densidade óptica (DO) da 

solução obtida foi medida utilizando um leitor de microplaca e a massa de biofilme 

foi registrada como DO570 e comparada com a densidade óptica do controle negativo 

(DOc). As bactérias foram classificadas pelo esquema de Stepanovic et al. (2000) 

como: 

Não produtoras de biofilme: DOc ≥ DO 

Fracas produtoras biofilme: DOc ≤ DO ≤ 2DOc;  

Moderadas produtoras de biofilme: 2DOc ≤ DO ≤ 4DOc;  

Fortes produtoras de biofilme: 4DOc ≤ DO 

 

3.8 Análises estatísticas 

 O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, as médias 

obtidas foram comparadas pelo teste t a 5% de probabilidade. Para garantir a 
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reprodutibilidade cada ensaio foi realizado em triplicatas e repetido pelo menos duas 

vezes.  

 Os resultados da análise da capacidade de utilizar o fenol como fonte de 

energia e carbono foram avaliados por análise de correlação (r) entre a DO e o 

tempo. 
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4 RESULTADOS 

4.1  Teste de utilização de fenol 

As dez estirpes de bactérias diazotróficas exibiram correlação positiva 

(0.3 ≤ r ≤1) entre a biomassa e tempo de incubação na concentração de 100 mg L-1 

(Figura 4.1), indicativo do uso do fenol como fonte de carbono.  
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4.3 Produção de biomassa celular, exopolissacarídeos (EPS) e eficiência relativa 

na produção de EPS  

A produção de biomassa celular apresentou uma variação entre 0,97 g L-1 e 

24 g L-1, a produção de EPS, que apresentou valores entre 0,8 e 15,1. As estirpes 

LAMAB 08, LAMAB23, LAMAB 26 e LAMAB 29, foram as maiores produtoras de 

EPS com valores de 15,10, 14, 83, 10,26 e 9,37 (Tabela 4.1). No entanto os maiores 

índices de Eficiência Relativa foram registrados para as estirpes LAMAB 23 com 

15,3 e LAMAB 17 e LAMAB 29, com valores de 6,39 e 6,10, respectivamente. Estes 

resultados mostram a influência da biomassa para seleção de estirpes produtoras de 

EPS. As estirpes LAMAB 04 e LAMAB 25 exibiram eficiências superiores a 1,00 

(1,40 e 2,10), enquanto as estirpes LAMAB 08 e LAMAB 26 mostraram índices de 

eficiência, menores que 1,00 (0,63 e 0,61). 

 

 

Tabela 4.1: Produção biomassa celular, exopolissacarídeos (EPS) e eficiência 

relativa de produção de EPS das estirpes de rizóbios do semiárido 

Estirpes 
Produção (g L-1) Eficiencia relativa 

(EPS/Biomassa) Biomassa EPS 

3 1 4,7667 -4,766666667 

4 5,766667 8,0667 1,398843931 

8 24,1 15,1000 0,626556017 

12 2,833333 6,7333 2,376470588 

14 3,733333 0,8667 0,232142857 

17 1,466667 9,3667 6,386363636 

23 0,966667 14,8333 15,34482759 

25 3 6,3333 2,111111111 

26 10,9 6,6333 0,608562691 

29 1,7 10,2667 6,039215686 

 

4.4 Formação de biofilme 

 As estirpes LAMAB 08 e LAMAB 25, foram classificadas como moderadas 

produtores de biofilme. Todas as outras estirpes foram fortes produtoras de biofilme 

(Figura 4.4).  
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5 DISCUSSÃO 

Os micro-organismos do solo participam dos ciclos geoquímicos e na 

degradação de substâncias químicas contribuindo para a disponibilização de 

nutrientes indispensáveis ao crescimento de outros organismos, como por exemplo, 

as plantas. Quando esses compostos químicos, de origem natural ou resultante de 

atividades antropogênicas, são de natureza tóxica e recalcitrantes são denominados 

poluentes, e seu acúmulo no ambiente altera o equilíbrio ecológico do ecossistema 

(Siqueira et al., 1994).  

As bactérias podem desempenhar importante papel na degradação de 

compostos fenólicos, destacando-se os gêneros como: Agrobacterium, Burkholderia, 

Acinetobacter, Crupiavidus, Klebsiella, Bacillus e Rhodococcus (Koutny; Ruzicka; 

Chlachula, 2003). Os gêneros de rizóbios capazes de degradar resíduos fenólicos 

descritos na literatura, são Bradyrhizobium e Rhizobium (Hussien et al., 1974, Wei et 

al., 2008, Imran et al., 2014), porém, na presente revisão de literatura, nenhum 

registro sobre degradação de fenol com bactérias diazotróficas nodulíferas oriundas 

do semiárido foi encontrado. 

Neste trabalho, 10 estirpes de rizóbios foram capazes de utilizar fenol na 

concentração de 100 mg L-1 como única fonte de carbono, em um meio sem 

elementos traços ou vitaminas. Esses resultados mostram a resistência dessas 

estirpes para sobrevivência em ambientes poluídos com referida substância. Chen et 

al. (2004), trabalhando com a espécie de rizóbio, Cupriavidus taiwanensis, constatou 

a degradação do fenol até a concentração de 900 mg L-1, já Tabib et al. (2012) 

também trabalhando com o gênero Cupriavidus, relataram uma degradação de até 

1100 mg L-1. Como as estirpes do presente trabalho usaram fenol nas 

concentrações de 100 mg L-1, são promissoras para processos de biorremediação 

de ambientes impactados, uma vez que a literatura registra a concentração máxima 

de fenol em áreas poluídas de 0,4 mg L-1 (Groll et al., 2015). Ressalte-se ainda que, 

mesmo em águas residuárias industriais, siderúrgicas e petroquímicas, onde o fenol 

é um dos principais poluentes químicos, as concentrações variam de 10 a 300 mg L-

1 (Marrot et al., 2006, Bodalo et al., 2008, Agarry et al., 2008, Jayachandran; Kunhi, 

2009). Essa constatação reforça a capacidade dessas estirpes para tratamento 

biológico de efluentes industriais antes do descarte no meio ambiente. Além do 

potencial para biorremediação in situ as estirpes de rizóbios caracterizadas no 

presente estudo, são muito importantes nas relações bióticas e abióticas que, em 
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síntese, mantém o ecossistema solo em equilíbrio, reforçando a importância de mais 

estudos sobre a ecologia dessa população microbiana no semiárido brasileiro. 

Zinjarde et al. (2014) citam que micro-organismos constantemente expostos a 

poluentes aromáticos como o fenol e derivados, podem desenvolver enzimas 

capazes de degradá-los. Considerando que as estirpes de rizóbios do presente 

estudo foram coletadas de locais isentos de poluição antropogênica, é possível 

conjecturar que o uso de fenol nas concentrações avaliadas, seja uma característica 

intrínseca dessas estirpes.  

A formação de exopolissacarídeos, em geral, está associada à 

hidrofobicidade, característica importante no processo de adesão celular (Grinnel; 

Fred, 1982) No entanto, pesquisas sobre essa relação entre estirpes de rizóbios não 

foram encontradas na literatura. Por isso, os valores desses parâmetros das estirpes 

avaliadas nesse trabalho foram comparados com o de outras espécies bacterianas. 

Assim, Joyanes et al. (2000) mostraram que não existia relação entre 

hidrofobicidade e formação de EPS para Enterococcus faecalis e Enterococcus 

faecium. Por outro lado, Dertli; Mayer; Narbad (2015) observaram que a elevada 

produção de EPS por Lactobacillus johnsonii FI9785 reduziu a hidrofobicidade da 

estirpe, sugerindo uma relação inversa entre os dois parâmetros. No presente 

trabalho, com exceção da estirpe LAMAB 08 que apresentou uma relação 

diretamente proporcional entre hidrofobicidade e EPS, as demais exibiram uma 

relação inversa entre esses parâmetros, isto é, as estirpes menos hidrofóbicas, 

formaram maior quantidade de EPS. Esses resultados sugerem que não é possível 

estabelecer uma relação padrão entre hidrofobicidade e produção de EPS para as 

estirpes de rizóbios isoladas de uma região do semiárido avaliadas neste estudo. 

Para Sayed et al. (2015), hidrofobicidade e produção de exopolissacarídeos 

são mecanismos microbianos de defesa relacionados ao grau de poluição ambiental 

Essa relação é confirmada nos resultados de Farrel; Quilty (2002) que observaram o 

aumento da hidrofobicidade em Pseudomonas putida quando se elevou a toxicidade 

do meio. Nessa perspectiva, o baixo índice de hidrofobicidade entre as estirpes 

avaliadas neste estudo, pode ser relacionada à reduzida poluição ambiental por 

atividades antropogênicas, na área de estudo. Para a produção de EPS, 

experimentos com Enterobacter confirmaram a relação entre esse composto e 

resistência a substâncias tóxicas (Sayed et al., 2015).  
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Em média, os valores de EPS, produzidos por rizóbios, disponíveis na 

literatura foram de 7,08 g L-1, 6,40 g L-1, 5,52 g L-1 e 4,8 g L-1 (Staudt; Wolfe; 

Shorout, 2012, Castellane; Lemos; Lemos, 2014, Sun et al., 2015). As estirpes do 

presente estudo produziram EPS entre 6,6 e 15,1 g L-1, acima da média dos valores 

acima registrados, mas inferior 20 g L-1 descrito por Moosavi-Navab et al. (2012) 

para Agrobacterium radiobacter. Essa variação pode ser devido a fatores como: 

como temperatura, pH e composição do meio de cultura (Zhou et al., 2014). 

Com exceção das estirpes LAMAB 08 e LAMAB 26, as demais apresentaram 

valores de eficiência relativa maiores que 1,0. Embora a estirpe LAMAB 08 tenha se 

destacado na produção de EPS, sua eficiência relativa, quantidade de EPS por 

biomassa, foi uma das mais baixas registradas. Esse resultado reflete a importância 

da biomassa para seleção de estirpes produtoras de EPS. A LAMAB 23 demonstrou 

a maior eficiência relativa máxima, 15,3. Fernandes Júnior et al. (2010), estudando 

rizóbios de nódulos de Gandu (Cajanus cajan), relataram uma eficiência relativa 

máxima de 3,15. Esse resultado reforça a importância da estirpe LAMAB 23 tanto 

em termos ecológicos como com relação ao potencial biorremediador. 

Biofilmes se constituem uma forma de proteção da célula que permite uma 

maior chance de sobrevivência a situações de estresses (Knierim et al., 2015), 

sendo a produção de EPS fundamental nesse processo (Zhang et al., 2015). A 

LAMAB 17 destacou-se com a maior produtora de biofilme. Dessa forma, é provável 

que exista uma relação direta entre essas duas características. No entanto, assim 

como observado para a relação hidrofobicidade EPS, a relação entre EPS e biofilme 

também variou entre as estirpes avaliadas. A produção de biofilme por todas as 

estirpes testadas pode estar relacionada à simbiose entre bactéria diazotróficas e 

leguminosas onde a produção de biofilme é importante para a infecção da planta 

(Frederix et al., 2015). 
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6 CONCLUSÕES 

 Estirpes de bactérias diazotróficas do semiárido foram capazes de usar 

fenol como fonte de carbono e energia, produzir exopolissacarídeos e formar 

biofilme. As estirpes LAMAB 17 e LAMAB 23 se destacaram na formação de biofilme 

e na produção de exopolissacarídeos, respectivamente. Essas estirpes apresentam 

potencial para aplicação em processos de biorremediação.  
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Neste trabalho o objetivo principal foi avaliar o potencial de estirpes de 

bactérias diazotróficas noduladoras de leguminosas do semiárido do Nordeste 

brasileiro para degradação de fenol, in vitro. Essa pesquisa foi importante para 

ampliar o conhecimento sobre bactérias do semiárido, já que nessa região são 

escassos estudos sobre o assunto. 

Em relação as outras análises, foram mais difíceis devido a ajustes de 

metodologia necessários para se adaptarem as estirpes estudadas, porém também 

contribuíram para elucidar dúvidas sobre a coleção de bactérias nodulíferas 

estudadas, como seu potencial de produção de exopolissacarídeos, e permitiu gerar 

mais algumas perguntas.  

A formação de biofilme foi a parte mais difícil desse trabalho, devido a 

complexidade do meio e a necessidade de adaptar o tempo de crescimento das 

bactérias. Algumas análises pensadas originalmente não puderam ser feitas, devido 

a infraestrutura, deixando algumas perguntas não respondidas.  

Esse trabalho foi importante para aprimorar pesquisas com biorremediação 

utilizando bactérias tão importantes da agricultura e para iniciar estudos nessa área 

com bactérias do semiárido. 
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS 

Após as pesquisas realizadas recomenda-se continuar com as avaliações 

para mostrar o potencial dessas bactérias. Aumentar as concentrações de fenol, 

verificar o resíduo dessa degradação, estudar a composição dos exopolissacarídeos 

e o tempo de produção, estudar uma relação entre hidrofobicidade, biofilme e 

exopolissacarídeos, testar a autoagregação são algumas das análises sugeridas.  
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