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RESUMO

Mecanismos adaptativos de sobrevivéncia de bactérias diazotroficas do semiarido
sdo importantes para compreensao do processo de estruturacdo dessas populagdes
e para selegcao de estirpes para processos de biorremediagdo. Neste trabalho
estirpes de rizébios oriundas do solo rizosférico de leguminosas do semiarido foram
avaliadas quanto a capacidade de degradacdo do fenol, formagcdo de biofilme,
hidrofobicidade e producdo de exopolissacarideos. As dez estirpes analisadas
apresentaram correlacédo positiva entre a biomassa e o tempo de contato com 100
mg L', de fenol. Dessas, trés foram hidrofébicas, sete produziram
exopolissacarideos e todas foram formadoras de biofilme. As estirpes LAMAB17 e
LAMAB23 se destacaram na formacao de biofilme e eficiéncia relativa na produgao

de exopolissacarideos, respectivamente.

Palavras-chave: Rizébio; fenol; biofilme; exopolissacarideos.



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' 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 INTRODUGAO

As populagdes microbianas apresentam ampla diversidade e densidade
na natureza. Sao encontradas em todos os ambientes, principalmente no solo,
onde desempenham papel fundamental na estruturacdo de comunidades e nas
relacdes entre diferentes populagdes, contribuindo para a estabilidade ecoldgica do
ecossistema (Atlas; Bartha, 1997).

Entre as bactérias do solo se destaca o grupo denominado de rizébios, que
induzem a formagdo de nodulos nas raizes de plantas leguminosas, e convertem
nitrogénio atmosférico em formas utilizaveis pela planta (Vieira, 2007, Parmar;
Dufresne, 2011, Shankar; Sunutha, 2013). Essas bactérias sofrem exposi¢cao natural
ao exsudado de substancias téxicas, como fendis, terpenos e alcaloides, liberadas
pelas raizes das leguminosas, além de compostos aromaticos resultantes da
degradacéao natural de lignina e acidos humicos, bem como de poluentes de origem
antropogénica (Chen et al., 1985, Rao et al., 1994). No caso do semiarido, essas
bactérias estdo sujeitas as variagbes climaticas limitantes, decorrentes do clima
quente e seco, predominante na regiao.

Sob condi¢cbes ambientais hostis as bactérias desenvolvem mecanismos
adaptativos para sua sobrevivéncia. Alteragdes enzimaticas, producdo de
exopolissacarideos (EPS), hidrofobicidade e formacdo de biofilme sdao exemplos
desses mecanismos de estabilidade e resisténcia as condicbes de estresse. A
formacgéo de biofilme consiste na adesado celular a superficies bidticas ou abidticas
por meio de uma matriz polimérica extracelular (Palmer et al., 1997, Seneviratne;
Jayasekara; De Silva, 2011). Portanto, a hidrofobicidade celular aliada a produgéao
de exopolissacarideos (EPS) também sado caracteristicas adaptativas de
sobrevivéncia (Donlan, 2002, Fujishige et al., 2008, Rinaudi et al., 2010, Zhang et al.,
2014).

Embora as bactérias diazotréficas sejam muito pesquisadas e exploradas
para a Fixagao Biologica de Nitrogénio (FBN), nesse grupo bacteriano praticamente
nao é estudado mecanismos adaptativos de sobrevivéncia em solos do semiarido,
bem como, para a selecdo de estirpes com potencial aplicagdo em processos de
biorremediagéo.

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

adaptagcao de degradacgao do fenol, hidrofobicidade, produgao de polissacarideos e
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formacao de biofilme sédo caracteristicas de estirpes de bactérias diazotréficas de

solos do semiarido.
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2 REVISAO DE LITERATURA

O semiarido brasileiro € uma regidao com ampla variedade de ambientes,
apresentando uma heterogeneidade na vegetagédo, clima e condicbes edéficas,
amplitudes térmicas elevadas e solos com pouca umidade e oligotroficos (Bressiani
et al, 2015). Essas condicbes sdo impostas em especial, pelas variagbes
pluviométricas baixas, geralmente abaixo de 800 mm anuais e concentradas em
apenas um periodo do ano, associadas com uma forte intensidade luminosa
recebida pela regido. Essas condi¢bes sdo desfavoraveis para o crescimento
microbiano do solo, a diversidade e atividade microbiana (Gorlach-Lira; Coutinho,
2007).

A microbiota do solo é constituida por: bactérias, actinobactérias, fungos,
algas e protozoarios (Siqueira et al., 1994, Andreola; Fernandes, 2007). Entre as
bactérias, se destacam as diazotréficas, que se apresentam na forma de bacilos,
aerodbias, moéveis, 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 (noduliferas) fixadoras de nitrogénio estédo
classificadas nas subclasses alfa e beta das Proteobacterias e contém os géneros
Agrobacterium, Aminobacter, Azorhizobium, Bosea, Bradyrhizobium, Burkholderia,
Cupriavidus, Devosia, Mezorhizobium, Methylobacterium, Microvirga, Ochobactrum,
Phyllobacterium, Rhizobium, Shinella, Sinorhizobium e Allorhizobium (Lindstrom;
Aserse; Mousavi, 2015).

Segundo Rashid et al., (2014), embora estirpes de rizébios sejam
encontradas em regides semiaridas, a maior diversidade desses micro-organismos €&
registrada em regides tropicais, sugerindo que as estirpes que habitam as regides
semiaridas possuem mecanismos de sobrevivéncia que possibilitam sua
permanéncia em condi¢gdes adversas. Essa constatacdo mostra a importancia de
estudos que permitam um melhor conhecimento sobre as espécies que habitam este
tipo de ambiente. Rizdbios também sao reconhecidos por sua capacidade em
produzir diversas enzimas que permitem a utilizacdo de diferentes substratos
organicos, como por exemplo, os aromaticos (Oliveira et al., 2006, Kumari; Ram;
Mallaiah, 2010).

O primeiro relato relativo a degradacdo de compostos aromaticos pelo

grupo rizébio foi de Hussien; Tewfik; Hamdi em 1974. Em seguida, Muthukumar;
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Arunakumari; Mahadevan, 1982; reportaram a degradacédo de p-hidroxibenzoato,
enquanto que Frassinetti et al. (1998), registraram o isolamento da bactéria
Sinorhizobium meliloti Orange 1, considerada a primeira cepa formadora de nddulos
em raizes 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 rizébios na degradagao de substancias aromaticas.
Lorite et al. (1998), Vela; Hassblom; 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),
Gonzalez et al. (2013) foram responsaveis por estudos deste grupo bacteriano na
degradacéo do fenol.
Fenodis sdo formados por um anel aromatico que contém um ou mais
grupos hidroxilas. S&o acidos, bactericidas, com efeitos carcinogénicos e
mutagénicos (Bolafios et al., 2001). Sdo compostos soluveis em agua e solventes
organicos, altamente moveis, podendo atingir com rapidez as fontes de agua,
causando problemas de toxicidade para espécies aquaticas, bem como sabor e odor
desagradaveis em aguas de abastecimento publico, mesmo quando presentes em
baixas concentragdes (Jiang; Tay; Tay, 2002, Michatowicz; Duda, 2007).
Embora biodegradavel tanto por via aerébia como anaerébia, o fenol é
téxico para a maioria dos micro-organismos, em concentragao igual ou superior a
10 mg L (Passos et al., 2009, Park; Brown; Han, 2012). Fenol e seus derivados
podem surgir a partir de fontes naturais, como a transformagéao de lignina, secregao
de algas e de processos de humificacdo de baixa concentracdo (Gokkaya et al.,
2015, Leelavathi; Prasad, 2015, Zhang; Yue; Ma, 2015). Também podem ser
encontrados em concentragées elevadas, 107 mg L', em despejos industriais
(Zeng et al., 2013).

De acordo com Prieto et al. (2002), estes compostos sao extremamente
toxicos ao homem, tanto por ingestdo como por inalagdo, ainda que em baixas
concentragdes (1 mg L"). No Brasil, o Ministério da Salde determinou que o limite
maximo de fenol, permitido em agua destinada ao abastecimento publico, é de 9 ug
L' (Brasil, 2011).

A formacgao de biofilme é uma resposta adaptativa dos micro-organismos
a condi¢cbes ambientais agressivas (Chen; Stewart, 1996, Stewart, 2002, Lambert et

al., 2014), que consiste na adesdo celular a superficies solidas (bidticas ou
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abidticas) interligadas em uma matriz polimérica extracelular (Caldwell, 1995,
Costerton et al., 1995). A hidrofobicidade celular e a producéo de exopolissacarideos
(EPS) sao caracteristicas importantes para a adesao celular e interagdo com a
superficie 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 hidrofobicas, em comparagdo com hidrofilicas, possuem maior capacidade
de adesao (Ellepola; Samaranayake, 1998, Masuoka; Hazen, 2001).

Assim, micro-organismos com capacidade de biodegradagdo de
compostos organicos, que também exibem capacidade para formar biofilmes
desempenham relevante papel ecoldégico no ambiente em que vivem e podem ser
selecionados para atuar em processos de biorremediacéo. E importante considerar
que a patogenicidade microbiana € um fator limitante para a selegdo de estirpes com
potencial para biorremediagédo in situ. Embora a modificagdo genética seja uma
alternativa disponivel, pode provocar efeitos na conservagcdo e na utilizacdo da
biodiversidade (Gaylarde; Bellinaso; Manfio, 2005). Como as bactérias diazotréficas
noduliferas, em sua maioria, ndo sao patogénicas (Theng et al., 2011, Tu et al.,
2011), podem representar um potencial ainda ndo explorado para degradacéo de

substancias aromaticas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Origem dos isolados

As 10 estirpes de rizdbios avaliadas neste estudo s&o originadas do solo
rizosférico de plantas nativas dos municipios de Quixada (4°58'S a 39°1°0) e
Cascavel (4°7'S a 38°14'0), no Ceara e Jardim de Angicos (5°39'S a 35°58'0O) no
Rio Grande do Norte, ambas na zona climatica do semiarido do Nordeste do Brasil.
O isolamento, purificacdo, autenticacdo e caracterizagao fenotipica das estirpes foi
realizado por Pinheiro et al. (2014) segundo metodologia descrita por Vincent (1970).
A colecao resultante é constituida 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 (Agar extrato de
levedura manitol) coberto com glicerol a 28 °C, no Laboratério de Microbiologia
Ambiental (LAMAB) do Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara
(UFC).

Estirpe Origem Lenta Rapida
LAMAB 3 | JARDIM DE ANGICOS 1 0
LAMAB 4 QUIXADA 1 0
LAMAB 8 CASCAVEL 1 0
LAMAB 12 QUIXADA 1 0
LAMAB 14 QUIXADA 1 0
LAMAB 17 QUIXADA 1 0
LAMAB 23 QUIXADA 1 0
LAMAB 25 CASCAVEL 1 0
LAMAB 26 CASCAVEL 1 0
LAMAB 29 QUIXADA 1 0

3.2Recuperacéo e confirmacédo da pureza das estirpes de rizobios

As 10 estirpes de rizobios foram inoculadas no meio YMA (Vincent, 1970)
e incubadas a 28 ° C, até a visualizagao de col6nias isoladas. A pureza foi avaliada
pela observagcdo das caracteristicas fenotipicas das colbnias, as quais foram
transferidas para uma nova placa com YMA.

Ap0ds o periodo de incubacgao a 28 ° C por sete dias, as colénias de cada

estirpe foram utilizadas para avaliagdo dos parametros: crescimento na presenca de
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fenol, hidrofobicidade, produgdo de exopolissacarideos (EPS) e formacgédo de

biofilme.

3.3Padronizacéo do inéculo

A viscosidade caracteristica dos rizébios dificultou a homogeneizagao celular
e 0 consequente estabelecimento de uma concentragao celular semelhante para
todas as estirpes. Assim, foi estipulado usar como indculo padrdo para os
parametros avaliados a densidade Optica a 600 nm (Asoo), correspondente a duas

colénias para cada 100 mL do meio de cultura (Chen et al., 2004).
3.4 Teste de utilizagdo de fenol

3.4.1 Solugéo padrao de fenol

Uma solucéao estoque de fenol foi preparada por dissolugédo de 20 g de
fenol (grau de pureza maior do que 99%, Sigma-Aldrich) em 1000 mL de agua
destilada. Esta solugdo foi esterilizada separadamente por filtragdo usando

membranas 0,22 microns (Millipore, EUA).

3.4.2 Capacidade de usar fenol como fonte de energia e carbono

As 11 estirpes foram testadas quanto a capacidade de utilizar fenol como
unica fonte de carbono em meio mineral minimo suplementado com fenol na
concentragéo de 100 mg L. O meio base foi composto por (g L-'): Na2HPO4 (6,8),
KH2PO4 (3,0), NaCl (0,5) e NH4CI (0,5). O pH foi ajustado para 6,8 £ 0,2. Uma
coldnia de cada estirpe procedente do cultivo em placas de YMA foi inoculada em 50
mL do meio base contendo 100 mg L' de fenol com leitura da DO inicial, a 600 nm.
As culturas foram incubadas a 28 °C com agitagao orbital a 125 rpm durante sete
dias. A biomassa foi monitorada diariamente medindo-se densidade éptica (DO) a
600 nm (ADOsoo) (Chen et al., 2004).

3.5 Hidrofobicidade

3.5.1 Teste de adesdo microbiana para o n-hexadecano

Aliquotas de 4 mL das suspensdes bacterianas em solugdo salina
fosfatada tamponada, pH 7,2, foram misturadas com 400 pL de n-hexadecano e

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

particao na fase de hidrocarboneto foi calculado pela equacgéo 1.

% Part = [ODs40nms - ODs4onma]/ODes40nms x 100

(1)

Onde:

% Part é o percentual de particdo na fase de hidrocarboneto;
ODe4onms € a densidade Optica da suspensé&o bacteriana original;
ODs4s0nma € a densidade oOptica da fase aquosa.

Valores de %Part > 50%, representam estirpes altamente hidrofdbicas; entre 20% e
50%, de hidrofobicidade moderada e valores < 20% estirpes hidrofilicas (Rosenberg;
Doyle, 1990, Mattos-Guaraldi et al., 1999).

3.6 Produgédo de biomassa celular, exopolissacarideos (EPS) e eficiéncia relativa

na produgéo 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 trés
dias para as de crescimento rapido. Em seguida, colbnias isoladas foram
transferidas para o caldo YM composto por (g L™): Manitol (10,0); K2HPOa4 (0,5);
MgS0O4.7H20 (0,2); NaCl (0,1); extrato de levedura (0,4) e pH 6,8 que foi incubado
sob agitacado constante a 150 rpm em um agitador orbital por tempo especifico para
cada estirpe, a 28 °C. Apoés esse periodo cada cultura foi centrifugada a 3792,256 G,
na centrifuga Marconi MA 1800, para separagao das células bacterianas da solugao
contendo o EPS. O precipitado foi separado, seco em estufa a 70 °C e pesado, onde
a medida de biomassa foi obtida através da diferenca entre o peso dos microtubos
seco e apos a separacado do precipitado. Trés volumes de etanol 95 °GL, gelados
foram adicionados ao sobrenadante que foi centrifugado novamente. Apds a
segunda centrifugacao o sobrenadante foi descartado e os EPS precipitados foram
lavados trés vezes com etanol gelado. Os EPS foram secos e pesados. A eficiéncia
relativa na produgcao de EPS foi obtida através da relacao entre o total de EPS e a

biomassa celular (Fernandes Junior et al., 2010).
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3.7 Formacgéo de biofilme

As estirpes foram avaliadas quanto a formacédo de biofilme pelo
procedimento do ensaio de microtitulagdo 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) (K2HPOs, 0,23 g L', MgS04-7H20, 0,10 g L;
glutamato de sédio, 1,10 g L"; CaClz, 5 mg L'; H3BO03, 145 ug L'; FeS0O4-7H20, 125
ug L' CoS0O4 7H20, 70 ug L', CuSOs4 7H20, 5 pg L'; MnCl2-4H20, 4,3 ug L™,
ZnSO4 7H20, 108 pg L'; NaazMoOs, 125 ug L' riboflavina, 20 ug L™; acido P-
aminobenzdico, 20 ug L™'; acido nicotinico, 20 ug L; biotina, 20 ug L™'; tiamina-HCI,
20 ug L"; piridoxina-HCI, ug L*'; Pantotenato de Ca*?, 20 ug L") acrescido de 2% de
sacarose, previamente esterilizada por filtragéo (Bishop et al., 1976).

O volume de 100 pyL de cada cepa e 100 yL do meio RDM (controle
negativo) foram adicionados aos pogos individuais de uma placa de 96 pogos. As
placas foram seladas com filme adesivo e incubadas a 28 °C. Apds 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 trés lavagens com agua estéril. O corante
que permaneceu no biofilme foi estabilizado com alcool 95% e a quantidade de
corante foi determinada por medida da DO a 570 nm. A densidade 6ptica (DO) da
solugéo obtida foi medida utilizando um leitor de microplaca e a massa de biofilme
foi registrada como DOs70 e comparada com a densidade 6ptica do controle negativo
(DOc). As bactérias foram classificadas pelo esquema de Stepanovic et al. (2000)
como:

Nao produtoras de biofilme: DOc = DO

Fracas produtoras biofilme: DOc < DO < 2DOc;
Moderadas produtoras de biofilme: 2DOc < DO < 4DOc;
Fortes produtoras de biofilme: 4DOc < DO

3.8Analises estatisticas

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 ftriplicatas e repetido pelo menos duas

veZzes.

Os resultados da analise da capacidade de utilizar o fenol como fonte de
energia e carbono foram avaliados por analise de correlagéo (r) entre a DO e o

tempo.



4 RESULTADOS

4.1 Teste de utilizagdo de fenol

As dez estirpes de bactérias diazotroficas exibiram correlagéo positiva
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(0.3 < r <1) entre a biomassa e tempo de incubagdo na concentragdo de 100 mg L

(Figura 4.1), indicativo do uso do fenol como fonte de carbono.
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Figura 4.1: Relacdo entre a Densidade Optica (DO) e o tempo de contato com fenol
na concentracdo de 100 mg L' por sete dias das estirpes de rizébios isoladas do

semiarido.
4.2 Hidrofobicidade

As estirpes apresentaram diferentes percentuais de particdo na fase de
hidrocarboneto (entre -213 e 66), (Figura 4.3). Constata-se que somente as estirpes
(LAMAB 08, LAMAB 17 e LAMAB 25) exibiram hidrofobicidade moderada (adeséao
entre 20% e 50%), nenhuma apresentou hidrofobicidade forte (adesdao maior que
50%) e as demais estirpes LAMAB 03, LAMAB 04, LAMAB 12, LAMAB 14, LAMAB
23, LAMAB 26 e LAMAB 29 (63,6%) foram hidrofilicas (adesdo menor que 20%).

50
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50 3 4 8 12 14 17 23 25 26 29

-100

% Part

-150
-200
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Figura 4.3: Percentual de particao (hidrofobicidade) na fase de hidrocarboneto das

estirpes de rizébios do semiarido.
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4.3Produgédo de biomassa celular, exopolissacarideos (EPS) e eficiéncia relativa

na produgéo de EPS

A producéo de biomassa celular apresentou uma variagéo entre 0,97 g L' e
24 g L', a produgéo 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
indices de Eficiéncia 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 influéncia da biomassa para selecao de estirpes produtoras de
EPS. As estirpes LAMAB 04 e LAMAB 25 exibiram eficiéncias superiores a 1,00
(1,40 e 2,10), enquanto as estirpes LAMAB 08 e LAMAB 26 mostraram indices de

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

Tabela 4.1: Producdo biomassa celular, exopolissacarideos (EPS) e eficiéncia

relativa de producao de EPS das estirpes de rizébios do semiarido

) Producdo (g L-1) Eficiencia relativa
Estirpes —; .
Biomassa EPS (EPS/Biomassa)
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 Formacgao 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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Figura 4.4: Producdo de biofilme representada pelos valores de Densidade Optica

(DO) a 570 nm das estirpes de bactérias diazotroficas do semiarido
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5 DISCUSSAO

Os micro-organismos do solo participam dos ciclos geoquimicos e na
degradacdo de substancias quimicas contribuindo para a disponibilizacdo de
nutrientes indispensaveis ao crescimento de outros organismos, como por exemplo,
as plantas. Quando esses compostos quimicos, de origem natural ou resultante de
atividades antropogénicas, sao de natureza toxica e recalcitrantes sdo denominados
poluentes, e seu acumulo no ambiente altera o equilibrio ecolégico do ecossistema
(Siqueira et al., 1994).

As bactérias podem desempenhar importante papel na degradagado de
compostos fendlicos, destacando-se os géneros como: Agrobacterium, Burkholderia,
Acinetobacter, Crupiavidus, Klebsiella, Bacillus e Rhodococcus (Koutny; Ruzicka;
Chlachula, 2003). Os géneros de rizobios capazes de degradar residuos fendlicos
descritos na literatura, sdo Bradyrhizobium e Rhizobium (Hussien et al., 1974, Wei et
al., 2008, Imran et al., 2014), porém, na presente revisdo de literatura, nenhum
registro sobre degradacéo de fenol com bactérias diazotréficas noduliferas oriundas
do semiérido foi encontrado.

Neste trabalho, 10 estirpes de rizébios foram capazes de utilizar fenol na
concentragdo de 100 mg L' como Unica fonte de carbono, em um meio sem
elementos tragos ou vitaminas. Esses resultados mostram a resisténcia dessas
estirpes para sobrevivéncia em ambientes poluidos com referida substancia. Chen et
al. (2004), trabalhando com a espécie de rizébio, Cupriavidus taiwanensis, constatou
a degradacgdo do fenol até a concentragdao de 900 mg L', ja Tabib et al. (2012)
também trabalhando com o género Cupriavidus, relataram uma degradagao de até
1100 mg L'. Como as estirpes do presente trabalho usaram fenol nas
concentragdes de 100 mg L', sdo promissoras para processos de biorremediagéo
de ambientes impactados, uma vez que a literatura registra a concentragdo maxima
de fenol em areas poluidas de 0,4 mg L' (Groll et al., 2015). Ressalte-se ainda que,
mesmo em aguas residuarias industriais, siderurgicas e petroquimicas, onde o fenol
€ um dos principais poluentes quimicos, as concentragdes variam de 10 a 300 mg L
' (Marrot et al., 2006, Bodalo et al., 2008, Agarry et al., 2008, Jayachandran; Kunhi,
2009). Essa constatagédo reforgca a capacidade dessas estirpes para tratamento
biolégico de efluentes industriais antes do descarte no meio ambiente. Além do
potencial para biorremediagdo in situ as estirpes de rizobios caracterizadas no

presente estudo, sdo muito importantes nas relagdes bidticas e abidticas que, em
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sintese, mantém o ecossistema solo em equilibrio, reforgcando a importancia de mais
estudos sobre a ecologia dessa populagéo microbiana no semiarido brasileiro.
Zinjarde et al. (2014) citam que micro-organismos constantemente expostos a
poluentes aromaticos como o fenol e derivados, podem desenvolver enzimas
capazes de degrada-los. Considerando que as estirpes de rizdbios do presente
estudo foram coletadas de locais isentos de poluicdo antropogénica, & possivel
conjecturar que o uso de fenol nas concentragdes avaliadas, seja uma caracteristica

intrinseca dessas estirpes.

A formagdo de exopolissacarideos, em geral, estada associada a
hidrofobicidade, caracteristica importante no processo de adesao celular (Grinnel;
Fred, 1982) No entanto, pesquisas sobre essa relagao entre estirpes de rizébios nao
foram encontradas na literatura. Por isso, os valores desses parametros das estirpes
avaliadas nesse trabalho foram comparados com o de outras espécies bacterianas.
Assim, Joyanes et al. (2000) mostraram que nao existia relagdo entre
hidrofobicidade e formacdo de EPS para Enterococcus faecalis e Enterococcus
faecium. Por outro lado, Dertli; Mayer; Narbad (2015) observaram que a elevada
produgado de EPS por Lactobacillus johnsonii FI9785 reduziu a hidrofobicidade da
estirpe, sugerindo uma relagdo inversa entre os dois parametros. No presente
trabalho, com excegdo da estirpe LAMAB 08 que apresentou uma relagao
diretamente proporcional entre hidrofobicidade e EPS, as demais exibiram uma
relagdo inversa entre esses parametros, isto €, as estirpes menos hidrofébicas,
formaram maior quantidade de EPS. Esses resultados sugerem que nao é possivel
estabelecer uma relagao padrao entre hidrofobicidade e producdo de EPS para as

estirpes de rizobios isoladas de uma regidao do semiarido avaliadas neste estudo.

Para Sayed et al. (2015), hidrofobicidade e produgédo de exopolissacarideos
sdo0 mecanismos microbianos de defesa relacionados ao grau de poluicdo ambiental
Essa relagao 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 indice de hidrofobicidade entre as estirpes
avaliadas neste estudo, pode ser relacionada a reduzida poluicdo ambiental por
atividades antropogénicas, na area de estudo. Para a produgdo de EPS,
experimentos com Enterobacter confirmaram a relagdo entre esse composto e

resisténcia a substancias tdxicas (Sayed et al., 2015).
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Em média, os valores de EPS, produzidos por rizébios, disponiveis na
literatura foram de 7,08 g L', 6,40 g L', 552 g L' e 4,8 g L' (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', acima da média dos valores
acima registrados, mas inferior 20 g L' descrito por Moosavi-Navab et al. (2012)
para Agrobacterium radiobacter. Essa variagcdo pode ser devido a fatores como:

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

Com excecgao das estirpes LAMAB 08 e LAMAB 26, as demais apresentaram
valores de eficiéncia relativa maiores que 1,0. Embora a estirpe LAMAB 08 tenha se
destacado na producdo de EPS, sua eficiéncia relativa, quantidade de EPS por
biomassa, foi uma das mais baixas registradas. Esse resultado reflete a importancia
da biomassa para selecéo de estirpes produtoras de EPS. A LAMAB 23 demonstrou
a maior eficiéncia relativa maxima, 15,3. Fernandes Junior et al. (2010), estudando
rizébios de ndédulos de Gandu (Cajanus cajan), relataram uma eficiéncia relativa
maxima de 3,15. Esse resultado reforca a importancia da estirpe LAMAB 23 tanto

em termos ecoldgicos como com relagcéo ao potencial biorremediador.

Biofilmes se constituem uma forma de prote¢ao da célula que permite uma
maior chance de sobrevivéncia a situagdoes de estresses (Knierim et al., 2015),
sendo a producdo de EPS fundamental nesse processo (Zhang et al., 2015). A
LAMAB 17 destacou-se com a maior produtora de biofilme. Dessa forma, € provavel
que exista uma relagao direta entre essas duas caracteristicas. No entanto, assim
como observado para a relagao hidrofobicidade EPS, a relacao entre EPS e biofilme
também variou entre as estirpes avaliadas. A produgédo de biofilme por todas as
estirpes testadas pode estar relacionada a simbiose entre bactéria diazotroficas e
leguminosas onde a produgao de biofiime é importante para a infeccédo da planta
(Frederix et al., 2015).
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6 CONCLUSOES

Estirpes de bactérias diazotroficas do semiarido foram capazes de usar
fenol como fonte de carbono e energia, produzir exopolissacarideos e formar
biofilme. As estirpes LAMAB 17 e LAMAB 23 se destacaram na formagao de biofilme
e na producdo de exopolissacarideos, respectivamente. Essas estirpes apresentam

potencial para aplicagdo em processos de biorremediagao.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Neste trabalho o objetivo principal foi avaliar o potencial de estirpes de
bactérias diazotréficas noduladoras de leguminosas do semiarido do Nordeste
brasileiro para degradacao de fenol, in vitro. Essa pesquisa foi importante para
ampliar o conhecimento sobre bactérias do semiarido, ja que nessa regido sao

escassos estudos sobre o assunto.

Em relacdo as outras analises, foram mais dificeis devido a ajustes de
metodologia necessarios para se adaptarem as estirpes estudadas, porém também
contribuiram para elucidar duvidas sobre a colecdo de bactérias noduliferas
estudadas, como seu potencial de produgdo de exopolissacarideos, e permitiu gerar

mais algumas perguntas.

A formagédo de biofilme foi a parte mais dificil desse trabalho, devido a
complexidade do meio e a necessidade de adaptar o tempo de crescimento das
bactérias. Algumas analises pensadas originalmente nao puderam ser feitas, devido

a infraestrutura, deixando algumas perguntas nao respondidas.

Esse trabalho foi importante para aprimorar pesquisas com biorremediacéo
utilizando bactérias tdo importantes da agricultura e para iniciar estudos nessa area

com bactérias do semiarido.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

ApoOs as pesquisas realizadas recomenda-se continuar com as avaliagdes
para mostrar o potencial dessas bactérias. Aumentar as concentragcdes de fenol,
verificar o residuo dessa degradagao, estudar a composigcdo dos exopolissacarideos
e o tempo de producdo, estudar uma relacdo entre hidrofobicidade, biofime e

exopolissacarideos, testar a autoagregacao séao algumas das analises sugeridas.
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