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“A maior recompensa do nosso trabalho néio é o que nos pagam por ele,
/4 q

mas aquilo em que ele nos transforma.”

John Ruskin
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mostrando o solo acumulado no fundo da vidraria. (F) Aspecto dos solos
recuperados, apds a secagem. Placa esquerda, controle e direita, experimental.

(A) Aspecto do petroleo apds agitagdo com sobrenadante de Jag248. (B)
Controle, agitado com agua marinha.

Comportamento de ruptura da mancha de petréleo na superficie da dgua do
mar apos adi¢do do sobrenadante ndo purificado de Jag248. (A) Sobrenadante
borrifado sobre a mancha. (B) Sobrenadante gotejado no centro da mancha.
(C) Sobrenadante adicionado nas extremidades da mancha.
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RESUMO

Biossurfactantes e bioemulsificantes sdo moléculas de caréter anfifilico que se
destacam respectivamente por suas propriedades tensoativas e estabilizadoras de
emulsdes, além de alguns apresentarem atividade antimicrobiana. Pesquisas que
envolvem a busca por micro-organismos produtores dessas moléculas tém crescido em
todo o mundo, devido & eficiéncia dos biossurfactantes microbianos frente aos
surfactantes quimicos e sua possivel aplicacdo na biorremediacdo de solo e 4gua
contaminados por petréleo e derivados. O presente trabalho teve como objetivo
principal selecionar bactérias promissoras na produgdo de biossurfactantes ou
bioemulsificantes dentre 100 linhagens isoladas de amostras de solos de manguezal. A
recuperagdo das bactérias foi realizada através do tratamento térmico do solo a 80 ° C
por 1h seguido de sub-cultivo dos micro-organismos em ATGE (agar, triptona, glucose
e extrato de levedura), incubado a 30 °C por 24 h. Esta metodologia favoreceu a selegéo
de bactérias produtoras de esporos, onde se enquadram as espécies do género Bacillus,
conhecidas por produzir biossurfactantes. A selecdo das linhagens produtoras das
moléculas de interesse foi realizada através do cultivo dos micro-organismos em Meio
Mineral a 30 °C por 48 h, seguido da analise do sobrenadante da cultura por medida da
tensdo superficial e do indice de emulsificagio (E24), ensaios que avaliam,
respectivamente, a produgdo de biossurfactantes e de bioemulsificantes. Em paralelo,
foi realizada a pesquisa do gene da surfactina, o biossurfactante mais eficiente dentre os
produzidos por Bacillus e da iturina, um tensoativo conhecido por suas propriedades
antifiingicas. Os resultados dos experimentos de cultivo foram analisados pelo método
estatistico de agrupamento para selecéio de isolados promissores. Cinco isolados foram
detectados como bons produtores de biossurfactantes (Jag248, Jag252, Jag263, Jag263.1
e Jagl732) e seis para sintese de emulsificantes (Jagl85, Jagl91, Jagl98, Jag212,
Jag242, e Jag310). Os isolados Jag245, Jag249, Jag251 e Jag255 produziram moléculas
com as duas propriedades. O sobrenadante de Jag248 apresentou resultados que
sugeriram a produgdo de um desemulsificante. O gene sfp, ligado a produgfio de
surfactina, foi detectado apenas nas linhagens Jagl5B, Jagl85 e Jag249. Dentre os
isolados anteriormente descritos, seis (Jagl85, Jag245, Jag248, Jag249, Jag255 e
Jag1732) foram selecionadas para o ensaio de dispersdo do oleo, que avaliou a
eficiéncia dos biossurfactantes na remogfo de 6leo em dgua marinha. Jag248, Jag249 e
Jag255 foram os que apresentaram os melhores resultados, com halos superiores a 50%
do diametro da placa. Dentre estes ultimos, Jag248 foi escolhida para ensaios de
limpeza de solo e d4gua marinha contaminados com petréleo. Jag248 foi identificado
como pertencente ao género Bacillus e mostrou grande eficacia na limpeza de solo
impregnado por petréleo, bem como na remogfo de dleo em dgua marinha, sendo
melhor ainda que os surfactantes quimicos utilizados para fins comparativos. Bacillus
Jag248 teve seu produto preliminarmente identificado como iturina, pela amplificacdo
dos genes ituD e Ipal4 por PCR. Esse isolado mostrou ainda excelente atividade
antifingica. O tensoativo foi apenas parcialmente purificado por HPLC, e apresentou
formagdo de micelas intra e intermoleculares, em duas diluicdes distintas,
significativamente mais baixas que a do surfactante comercial SDS. Os resultados
merecem destaque visto ndo haver relatos na literatura de iturinas com atividade
tensoativa tdo relevante. Nesse contexto, o presente estudo vem reforcar que os
manguezais abrigam intimeras espécies microbianas ainda desconhecidas, certamente
detentoras de uma rica diversidade genética e potencial biotecnologico.

Palavras-chave: Biossurfactantes, bioemulsificantes, biorremediago, manguezais, solo.



ABSTRACT

Biosurfactants and bioemulsifiers are amphiphilic compounds which have antimicrobial
properties and the ability of reducing surface tension, and stabilizing emulsions. These
molecules have attracted major attention worldwide due to their great efficiency over
chemical surfactants in the bioremediation of environments contaminated by oil and
derivatives. The main objective of this study was to select bacteria able to produce
biosurfactants among 100 strains isolated from soil samples collected in a northeast
Brazil mangrove. For bacteria isolation, soils were submitted to thermal treatment at 80
°C for 1h, aiming to select only spore producing species. After that, the soils were
cultivated in ATGE medium at 30 °C for 24h for spore germination and growth. This
methodology intended to capture species of the genus Bacillus, which are known
biosurfactant producers. Among the obtained isolates the selection of biosurfactant
producing strains was carried out through cultivation in Mineral broth at 30 °C for 48h,
followed by supernatant analyses for superficial tension reduction and emulsification, to
evaluate, respectively, production of biosurfactants and bioemulsifiers, and also
antifungal activity. Simultaneously, the isolates were screened for genes related with
those activities by PCR using primers for surfactin and iturin. The results were
submitted to cluster analysis in order to elect the most efficient strains. Five strains were
selected as good biosurfactant producers: Jag248; Jag252; Jag263; Jag263.1 and
Jagl1732; while six strains were considered good bioemulsifiers: Jagl85; Jagl91;
Jag198; Jag21; Jag242; and Jag310. The strains Jag245, Jag249, Jag251 and Jag255
showed both properties. Interestingly, the supernatant of Jag248 presented demulsifying
activity. The sfp gene, related to surfactin production, was detected only in Jagl5B,
Jag185 and Jag249. The isolates, Jagl85, Jag245, Jag248, Jag249, Jag255 and Jagl732
were tested for oil dispersion, and Jag248, Jag249 and Jag255 have showed the best
results, with halos greater than 50% of the plate diameter. Among these strains, Jag248
was chosen for further assays, due to its great potential for applications in
bioremediation. Jag248 was identified as Bacillus sp., and showed great effectiveness in
soil and seawater 0il clean up, being even better than the synthetic surfactants used for
comparison. Jag248 tensoactive-molecule is probably an iturin, as demonstrated by its
antifungal activity and also by the amplification of iruD and Ipal4 by PCR. This
molecule was partially purified by HPLC and presented two low values for the
formation of micelles, being most effective than commercial surfactants. This is the first
study relating iturine to a relevant activity of surface tension reduction. Our results
highlight that mangrove soils represent a rich source of known and new surface active
molecules.

Keywords: Biosurfactants, Bioemulsifiers, Bioremediation, Mangrove Soil.
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1. INTRODUCAO

Os micro-organismos representam as formas de vidas mais abundantes no planeta
e sua diversidade global excede, em muito, a dos demais organismos vivos. Adaptados a
praticamente todos os ambientes existentes na Terra, apresentam uma vasta diversidade
metabolica. Sdo capazes de decompor todos os quimicos sintetizados por organismos vivos
e s30 os principais responsaveis pela detoxificagdo de muitos contaminantes ambientais.

Exercem, portanto, pap€is essenciais para a funcionalidade dos ecossistemas.

As bactérias representam o grupo microbiano com maior plasticidade em seu
metabolismo. Por serem unicelulares e apresentarem uma elevada razdo superficie/volume
celular, conseguem se multiplicar e se adaptar mais rapidamente que micro-organismos
eucarioticos. A facil adaptagio bacteriana deve-se, em especial, & produgdo de
exopolimeros e enzimas que viabilizam a utilizacdo de diversos substratos como fonte de

nutrientes e/ou a protegdo contra compostos toxicos a célula.

Dos ambientes naturais estudados para a busca de novos micro-organismos e
genes, o solo € o que tem despertado mais interesse, por apresentar vasta diversidade
microbiana. Estima-se que um grama de solo pode conter até 10 bilhdes de células
incluidos em cerca de quatro mil espécies diferentes. Neste contexto, os solos podem
abrigar espécies cujos genes estejam envolvidos na produgio de enzimas para degradagio e

transformag&o de varios compostos naturais e/ou xenobiodticos.

Os manguezais, ecossistemas costeiros de transi¢do entre o ambiente terrestre e
marinho, tém se tornado foco de vérios estudos nos ultimos anos. Apresentam uma ampla
diversidade de nichos, os quais envolvem alimentag¢do, reprodugdo, refugio, criagdo e
desova para espécies locais e migratorias, sendo, portanto, vital para a manutengdo dos
ecossistemas adjacentes. Apesar desse conhecimento, pouco ainda se sabe sobre os micro-
organismos de solos de manguezais, especialmente, a respeito de suas fungdes e

potencialidades neste ambiente tdo peculiar.

Os solos de manguezais sdo formados pela deposi¢do de particulas orgénicas e
inorgénicas de origem terrestre e marinha, que se movimentam em fun¢fio das correntes

das marés. Apresentam predominantemente fragdes finas como a argila e o silte, sdo pouco
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consolidados e ricos em matéria organica. Os fatores abidticos que regem a formagdo do
solo sdo também determinantes para o estabelecimento das espécies microbianas. Micro-
organismos que colonizam esses solos estdo naturalmente adaptados as mudangas bruscas
de salinidade, oxigénio dissolvido, pH que ocorrem diariamente nesses ambientes. Desse
modo, biomoléculas produzidas por essa microbiota tendem a ser mais estiveis sob

condigdes ambientais oscilantes.

O grupo Bacillus esta entre os mais pesquisados em microbiologia ambiental para
aplicagdes industriais e biotecnologicas. Micro-organismos desse grupo sdo isolados
principalmente do solo e sua importédncia se deve a diversidade de metabdlitos produzidos,
em especial, aos seus lipopeptideos. Algumas dessas moléculas, os biossurfactantes,
apresentam atividade tensoativa e sdo ecologicamente relevantes, pois atuam na
solubilizagdo de compostos hidrofébicos, possibilitando a utilizagdo de hidrocarbonetos
por células microbianas. Alguns biossurfactantes também podem apresentar atividade
emulsificante e antimicrobiana, por isso, encontram aplica¢io nas industrias cosmética,

alimenticia e farmacéutica.

A solubilizagdo de derivados de petréleo por biossurfactantes tem despertado
grande interesse atualmente, devido a eficacia, biodegradabilidade e baixa toxicidade dos
surfactantes naturais frente aos surfactantes quimicos. Entretanto, o custo elevado da
producfio desses metabdlitos ainda se mostra como obsticulo para utilizagdo em larga
escala. Para vencer esse obstaculo, as pesquisas se concentram em testar o emprego de
substratos de baixo custo, como residuos industriais, e procurar por linhagens que

produzam biossurfactantes cada vez mais eficazes e com elevado rendimento.

Diante dessa realidade, desde 2004 nosso grupo de pesquisa tem investido na
prospecgio e estudo de linhagens microbianas promissoras na produgéo de biossurfactantes
e bioemulsificantes, bem como em solugdes ambientalmente amigdaveis para problemas
que envolvam contaminagdo ocasionada por petréleo e derivados. Resultados bem
sucedidos ja foram alcangados como fruto desse esforgo. Dentre eles, merecem destaque
trés patentes envolvendo bioprodutos para utilizagdo em biorremediagdo € o Prémio

Petrobras de Tecnologia da Preservagdo Ambiental em 2009, pela pesquisa que utilizou
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técnicas moleculares para avaliar os efeitos do acimulo de petroleo nas comunidades

microbianas do solo do manguezal da Baia de Todos os Santos.

Nosso atual desafio tem sido conhecer os micro-organismos existentes nos solos
dos manguezais da costa cearense e pesquisar nesta microbiota, atividades de elevado e
relevante valor ambiental e biotecnologico. Com excegfio do manguezal do Rio Timonha,
na fronteira com o Piaui, todos os outros treze manguezais existentes no Ceara estdo
afetados por alguma forma de impacto tais como urbanizaggo, contaminagéo por petrdleo,
esgotos domésticos ou industriais, carcinicultura, construgdo de barragens, erosdo, etc. Esta
realidade reforca a urgente necessidade de se conhecer a microbiota nativa e o papel destas
espécies no equilibrio ecolégico dos manguezais, antes que essa valiosa biodiversidade
seja perdida. Este conhecimento também ¢ de fundamental importincia para o

planejamento e desenvolvimento de estratégias que visem a recuperagéio desses ambientes.

Trabalhos recentes tém demonstrado que solos de manguezais albergam micro-
organismos produtores de biossurfactantes conhecidos e, possivelmente, novos compostos,
tendo em vista a vasta diversidade microbiana nfo cultivivel encontrada nesse
ecossistema. Brito e colaboradores (2006) isolaram bactérias do género Bacillus de
amostras de solo de manguezal contaminadas com hidrocarbonetos e estudaram o potencial
das linhagens obtidas em produzir biossurfactantes. Dias e colaboradores (2009) também
mostraram o potencial biotecnolégico de bactérias cultivaveis provenientes de solos de
manguezais, ressaltando a importdncia de um estudo mais aprofundado visando um
aproveitamento dessa microbiota. Viramontes-Ramos e colaboradores (2010) relataram o
isolamento de bactérias produtoras de surfactina de solos contaminados com
hidrocarbonetos. A relagdo entre a ocorréncia de bactérias produtoras de surfactantes e
ambientes contaminados sugere um papel importante dessas moléculas na sobrevivéncia

dos micro-organismos produtores nesses ambientes.

Neste sentido, o presente trabalho realizou uma busca por linhagens de bactérias
produtoras de biossurfactantes em amostras de solo do manguezal do Rio Jaguaribe-CE,

com o intuito de encontrar novas linhagens e/ou produtores mais eficazes.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Isolar espécies de bactérias produtoras de compostos tensoativos a partir de solos
de manguezal e selecionar aquelas mais promissoras, visando aplicagdes em

biorremediag@o de ambientes contaminados com petroleo.
2.2. Objetivos especificos

1. Isolar e selecionar linhagens com potencial para a produgio de compostos
tensoativos.

2. Identificar isolados produtores de biossurfactantes através da pesquisa de genes
para esses compostos.

3. Identificar molecularmente os isolados selecionados.

4. Analisar os sistemas de biossurfactantes ou bioemulsificantes mais promissores.

5. Avaliar a eficiéncia dos compostos brutos e parcialmente purificados para limpeza
de dleo da agua e solo.

6. Verificar se os compostos tensoativos possuem atividade antifingica.



Revisao Bibliografica




28

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Importancia ecologica dos manguezais

Manguezais sdo ecossistemas localizados predominantemente nas regides tropical
e subtropical, submetidos periodicamente a variagdes das marés. As mudangas sazonais
que ocorrem nos manguezais atuam de forma a selecionar espécies vegetais e animais
caracteristicas desses ambientes. Entretanto, apesar da seletividade a que sdo submetidos,
esses ecossistemas se destacam pela grande abundéncia das populagdes que neles vivem.
Por isso s@o considerados um dos mais produtivos ambientes naturais (SCHAEFFER-
NOVELLI, 1995; DIAS et al., 2009).

Os manguezais estdo restritos as latitudes entre 30° Norte e 30° Sul e apresentam
ampla distribuigdo mundial, estando presentes em 112 paises e territorios (Figura 1,
destaque em vermelho). A grande influéncia exercida por fatores como umidade e
temperatura, favoreceu a sua distribuicdio mais abundante nas Américas e na Asia

(KATHIRESAN & BINGHAM, 2001).
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Figura 1 - Distribuicdo dos manguezais no mundo. Destaque em vermelho (MAIA et al., 2005).
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No Brasil, os manguezais ocorrem em 92% da linha de costa, perfazendo 6.800
km de forma quase continua, iniciando no extremo norte no Oiapoque, no Estado do
Amap4, e se estendendo até Santa Catarina. Apenas o Rio Grande do Sul ndo possui
florestas de manguezais (SCHAEFFER-NOVELLLI, 1995).

Os mangues, vegetagio tipica dos manguezais, sdo altamente especializados e
adaptados as condig¢des de solos alagados, com baixas concentragdes de oxigénio e
salinidade varidvel. Sdo representados por poucas espécies geralmente abundantes, como
Rhizophora mangle, Laguncularia racemosa, Avicennia tomentosa e Avicennia
schaueriana. Partindo-se do oceano em diregdo ao continente, espécies de Rhizophora sp.
tém sido amplamente relatadas como dominantes na regido mais proxima ao mar, sujeitas a
inundagdes periddicas. E facilmente reconhecida no ambiente devido as raizes-escora, que
auxiliam a sua fixagdo. Avicennia sp., por outro lado, apresenta raizes aéreas denominadas
pneumatdforos, que permitem a captura do oxigénio adjacente ao solo pouco aerado. Esse
género do mangue encontra-se nas regides menos sujeitas a inundagdes. Espécies de
Laguncularia sp. apresentam em suas folhas glandulas de sal para eliminar o excesso dessa
substincia adquirido na 4gua do ambiente. Essa vegetagdo € tipica da por¢do mediana do
manguezal (TOMLINSON, 1994; SAENGER, 2002; LACERDA et al., 2006).

Os solos de manguezais apresentam uma alta densidade de micro-organismos, 0s
quais sdo os principais responsaveis pela degradacdo da matéria orgénica abundante nesse
ecossistema. Em manguezais tropicais, bactérias e fungos constituem 91% da biomassa
microbiana total, considerando que algas e protozodrios representam apenas 7% e 2%
respectivamente (ALONGI, 1988; BANO et al., 1997). O grande numero de micro-nichos
no solo e na 4agua, como regides de maior ou menor oxigenagdo no solo, teor de ferro,
retengdo de sais e concentragio de matéria orgénica, favorecem o estabelecimento de uma
enorme diversidade microbiana. Dentre alguns grupos que desempenham fungdes
importantes podem ser citadas as bactérias redutoras de sulfato, decompositoras primarias
em sedimentos andxicos de manguezais; fixadoras de nitrogénio, que atuam na ciclagem
de nutrientes; decompositoras de residuos orgénicos; bactérias que auxiliam a estocagem

de carbono, dentre outras (KATHIRESAN & BINGHAM, 2001; DIAS, 2008).
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Embora existam muitos estudos que explorem o hidrodinamismo em manguezais
e o efeito desse fendmeno nas comunidades de animais e plantas, pouco ainda se conhece a
respeito da microbiologia desses ambientes. Neste contexto torna-se urgente o
desenvolvimento de pesquisas que abordem quem sfo os micro-organismos ali presentes €
o que eles fazem, antes que essa microbiota seja irremediavelmente afetada pelos impactos
naturais e antrépicos que constantemente atingem esse ecossistema (CURY, TORRADO &
LAMBAIS, 2002). Devido as oscilagdes de salinidade, temperatura e pH a que os
manguezais sio naturalmente expostos por causa das variagdes diarias de maré, especula-
se que bactérias e fungos que nele residam tenham elevada plasticidade metabolica e
genética. Dessa forma, os manguezais constituem uma fonte valiosa de novas espécies

microbianas e de biomoléculas (KATHIRESAN & BINGHAM, 2001; ZHOU et al., 2006).

A prospecgdo de micro-organismos em manguezais, baseada em técnicas de
cultivo, mostrou a ocorréncia dos géneros bacterianos Azospirillum, Azotobacter,
Rhizobium, Clostridium e Klebsiella em amostras de solos, rizosferas e superficies de
raizes de varias espécies do mangue (SENGUPTA & CHAUDHURI 1990 e 1991).
Linhagens microbianas resistentes a vérios antibi6ticos também tém sido isoladas de
manguezais (LE, MUNEKAGE & KATO, 2005), sugerindo a contaminagdo desse
ecossistema com insumos utilizados na carcinicultura (LALUMERA et al., 2004), uma das
atividades mais impactantes nos manguezais do Nordeste. Shome et al. (1995) isolaram
trinta e oito bactérias distintas de folha de mangue e sedimentos de um manguezal no sul
da India e caracterizaram essa comunidade bacteriana, como sendo na sua maioria Gram-
positiva (76,3%), moveis (87%), fermentadores (82,1%), pigmentados (31%) e resistentes
4 polimixina B (100%) e cloranfenicol (50%).

O enfoque atual da ecologia microbiana de manguezais tem sido descrever a
estrutura das comunidades presentes nos mais diversos micro-nichos e as fungdes de cada
grupo microbiano dentro dessas comunidades. As metodologias utilizadas para se conhecer
a microbiologia dos manguezais envolvem o cultivo, analises moleculares e estatisticas. A
partir dessas ferramentas, tem-se tornado possivel estabelecer a relagdo entre fatores
ambientais e distribui¢do dos micro-organismos nesse ambiente (BOUILLON et al., 2004,

BISWAS et al., 2007). Além disso, a prospec¢do microbiana em manguezais tem buscado
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descobrir novas linhagens, cujo potencial metabdlico possa ser explorado
biotecnologicamente (DIAS et al., 2009).

3.2. O grupo Bacillus

O género Bacillus é formado por um grupo heterogéneo de bactérias Gram-
positivas ou Gram-variaveis, aerébicas, com formato de bastonete, que podem ocorrer
isolados ou em cadeia, produtores de esporos resistentes a condi¢des adversas, ndo
apresentando mais de um esporo por célula (HOLT et al., 1994). Esses micro-organismos
apresentam grande plasticidade fisiologica no que se refere as condi¢bes de temperatura,
pH e salinidade dos ambientes nos quais sdo encontrados como agua, solo, associadas as
plantas, ambientes poluidos, sedimentos marinhos e etc. (ENCINAS et al., 1996). Estdo
atualmente distribuidos em mais de 100 espécies e representam um grupo importante €
bastante diversificado, com uma extraordinaria ecologia de interesse em véarios segmentos

da biotecnologia (EICHLER, 2001).

Devido a diversidade de espécies presentes no grupo Bacillus, a classifica¢o e
identifica¢io de seus membros tém sido feita sob diferentes aspectos com a finalidade de
se obter o maior niimero possivel de informagdes a respeito das caracteristicas celulares.
Abordagens envolvendo propriedades fenotipicas como perfil bioquimico e fisiologico
(SMITH et al., 1952), constitui¢do dos 4cidos graxos da membrana celular (KANEDA,
1977), produgio de enzimas (BAPTIST, MANDEL & GHERNA, 1978), tipo e localizagdo
do endésporo (GORDON, HAYNES & PANG, 1973) ¢ composi¢do da parede celular
(STACKEBRANDT et al., 1987), embora sejam bastante tradicionais, ainda continuam
sendo utilizadas para classificar bactérias do grupo Bacillus. Métodos moleculares, os
quais utilizam a anélise do DNA total e da sequéncia do gene do rRNA 168, no entanto,
tem permitido uma classificagdo mais acurada. O desenvolvimento dessas metodologias
tem permitido nfio apenas a re-classificagdo de espécies erroneamente nomeadas, como a

descoberta de novas espécies dentro do grupo (FREITAS et al., 2008).

Um exemplo das modificagdes ocorridas apos a adogdo de métodos moleculares
para classificagdo microbiana pode ser observado com o grupo Bacillus subtilis. Antes
considerado apenas uma espécie, o grupo atualmente ¢ constituido pelas espécies B.

subtilis, B. pumilus, B. amyloliquefaciens e B. licheniformis, as quais estdo estritamente
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relacionadas de acordo com a analise genética. Membros desse grupo séo utilizados na
industria para produgdo de enzimas, antibidticos, probidticos e t€ém sido pesquisados para
futuras aplicagdes na biodegradagdo de xenobiodticos e produgdo em larga escala de
biossurfactantes (ONGENA & JACQUES, 2008).

3.3. Sistemas de biomoléculas produzidas por espécies de Bacillus

Bactérias do grupo Bacillus produzem uma variedade de compostos bioativos, em
especial antibidticos de natureza lipopeptidica (ONGENA & JACQUES, 2008).
Estruturalmente, os lipopeptideos sfo formados por um peptideo ciclico, geralmente
composto por sete aminodacidos, ligados a uma cadeia de 4cido graxo, o que confere a essas
biomoléculas um cardter anfifilico, podendo interagir com superficies e/ou substincias de
diferentes polaridades (STEIN, 2005; ONGENA & JACQUES, 2008). Devido a isto, os
lipopeptideos tornam-se fundamentais para os micro-organismos que os produzem, pois
facilitam o estabelecimento destes em novos nichos, através da ligagéo e deslocamento em
superficies; a captura de substratos hidrofobicos, desenvolvimento de biofilmes e do
mecanismo de quorum sensing, o qual € definido como processo de comunicagdo entre e
intra-espécies microbianas, que permite aos micro-organismos apresentarem alteragdes
fenotipicas marcantes quando estes se encontram em altas densidades populacionais. Todas
estas possibilidades de utilizagdo dos lipopeptideos garantem as bactérias produtoras destas
biomoléculas verdadeiras vantagens ecologicas sobre as ndo produtoras (STEIN, 2005;
MUKHERIJEE & DAS, 2005; NIHORIMBERE et al., 2009).

Estudos sobre lipopeptideos microbianos tém despertado interesse em varias areas
da ciéncia. Na drea médica, tem sido pesquisado para o desenvolvimento de antibidticos,
antitumorais e antivirais (CAMEOTRA & MAKKAR, 2004; RODRIGUES et al., 2006;
DAS, MUKHERIJEE & SEN, 2008); na agricultura, para o biocontrole de fitopatégenos
economicamente relevantes (YU et al., 2002; ONGENA et al., 2007, ROMERO et al.,
2007; ONGENA & JACQUES, 2008); na industria cosmética, farmacéutica, de tintas e de
alimentos, utilizados como emulsificantes e estabilizantes (KOSARIC, 1992; DESAI &
BANAT, 1997; BANAT, MAKKAR & CAMEOTRA, 2000) na industria de detergentes,
para o desenvolvimento de férmula biodegradaveis e menos téxicas (MUKHERJEE, 2007)

e na area ambiental, na biorremediacio de ambientes contaminados com petroleo e
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derivados, através do uso de biossurfactantes, moléculas anfifilicas com carater tensoativo,
menos dispendiosas e ecologicamente mais amigdveis que os surfactantes quimicos
(BOGNOLO, 1999; MULLIGAN, 2005; DAS & MUKHERIEE, 2007). As diversas
formas de aplicagdo dos lipopeptideos demonstram sua enorme versatilidade do grupo
Bacillus (EICHLER, 2001).

Os lipopeptideos de Bacillus compreendem trés familias: 1°. Familia, Iturina,
formado pelas moléculas iturina A e C, bacilomicina D, F e L e micosubtilina; 2°. Familia,
Surfactina, 4 qual pertencem liquenisina, pumilacidina, esperina e surfactina e 3" Familia,
Fengicina, representada por fengicina A e B e por plipastatina A e B. As principais
diferencas entre os membros dessas familias residem no tipo de ligacfio da cadeia de acido
graxo ao peptideo ciclico, na quantidade de carbonos da cadeia lipidica, e nos aminoacidos

formadores do peptideo (Tabela 1).

As pesquisas relacionadas a iturina e fengicina tém como foco principal a
aplica¢do dessas moléculas no controle de fungos fitopatogénicos (ONGENA et al., 2007;
ROMERO et al., 2007). Isto porque a estrutura molecular dessas substincias permite que
atuem como antagonistas diretos na inibi¢do de fungos pela formagfio de canais i6nicos
excessivos na membrana celular (ONGENA & JACQUES, 2008). Em relagéo a surfactina,
os estudos se concentram mais no seu potencial surfactante, o qual possibilita a aplica¢éo
desta molécula principalmente como tensoativo e emulsificante, embora também

demonstre atividade antibacteriana (COOPER & ZAJIC, 1980).

Dentre os lipopeptideos anteriormente citados, iturina A e surfactina estdo
atualmente entre os mais estudados. Baseado em um levantamento realizado em maio de

2011 na base de dados Scopus (http://www.scopus.com/home.url), utilizando nomes de

lipopeptideos produzidos por Bacillus, foram encontrados 108 artigos para a palavra
“fengycin” (fengicina), 260 para “iturin” (iturina) e 657 para surfactin (surfactina). Ao
utilizar “lipopeptide” (lipopeptideo), 2.602 artigos encontram-se disponiveis, o que pode
indicar o isolamento ou identificagdo apenas parcial das moléculas estudadas. Embora
sejam moléculas de grande relevincia econdmica e industrial, como anteriormente
descrito, percebe-se que muito ainda estd por ser descoberto no que se refere a

lipopeptideos produzidos por Bacillus.
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Espécies de Bacillus produtores de lipopeptideos podem ser isoladas de diversas
amostras ambientais, tais como solo, rizosfera, rizoplano, sedimentos de aguas profundas
(TRISCHMAN, JENSEN & FENICAL, 1994) e trato
gastrointestinal humano (HONG et al., 2009). A biossintese de algumas dessas moléculas,
como iturinas, parece ser limitada a algumas espécies de Bacillus (B. subtilis, B.
amyloliquefaciens, Bacillus pumilus), enquanto que a surfactina e a fengicina tem sua
produgdo mais generalizada entre multiplas espécies, incluindo Bacillus
coagulans (HUSZCZA & BURCZYK, 2006), Bacillus pumilus (KALINOVSKAYA et
al., 2002), Bacillus cereus (TSUGE et al., 1999), Bacillus thuringiensis (KIM et al.,
2004), Bacillus mojavensis (SNOOK et al., 2009), Bacillus megaterium
(PUEYO et al., 2009), Bacillus polyfermenticus (KIM et al., 2009) e Brevibacillu brevis
(HADDAD, WANG & MU, 2008).

Em um estudo comparativo de mais de 50 cepas de B. subtilis e B. licheniformis
isoladas de sete ambientes diversos e extremos que vio desde a geleira até o deserto, Price
e colaboradores (2007) descreveram uma correlag@o entre a produgdo de lipopeptideos e a
origem geografica das estirpes. Isso levou os autores a especular que a especificidade de
producdo de lipopeptideos permite uma melhor competi¢io entre as populagdes de
Bacillus e a comunidade microbiana indigena. Analisando sob uma perspectiva ecolégica,
a capacidade de Bacillus produzir estruturalmente diferentes tipos de lipopeptideos pode
permitir e favorecer uma resposta mais rapida e adequada as mudangas dos fatores
abidticos do ambiente (RAAIJMAKERS et al., 2010).
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3.3.1. Biossurfactantes e bioemulsificantes

Os compostos ativadores de superficie (SACs, do inglés Surface Active
Compounds) conhecidos como biossurfactantes sdo, em geral, compostos anfifilicos de
baixo peso molecular que tem a capacidade de formar micelas. Sua parte hidrofébica é
formada por hidrocarbonetos com cerca de 10 a 18 atomos de carbono, mas podem ser
encontradas cadeias de 4cidos graxos ligadas a proteinas ou peptideos. A parte hidrofilica é
variavel, podendo ser carboidrato, éster, hidroxila, fosfato ou grupo carboxilico. Em geral,
biossurfactantes de baixo peso molecular (glicolipideos e lipopeptideos) sfio capazes de
reduzir a tensfio superficial de liquidos, mas nfo formam emulsdes estaveis. Em
contrapartida, os biossurfactantes de alto peso molecular, chamados bioemulsificantes, sdo
menos eficazes na diminuicéio da tensfo superficial. Porém, a maioria deles é capaz de
formar emulsdes estaveis, através da dispersdo de uma fase liquida em outra de diferente
polaridade, como oéleo-em-4gua ou 4gua-em-Oleo. Dessa forma, nem todos os
biossurfactantes sfo bioemulsificantes (NEU, 1996; RON & ROSENBERG, 2001;
NITSCHKE & PASTORE, 2002; VIRAMONTES-RAMOS et al., 2010).

Os biossurfactantes e os bioemulsificantes sdo sintetizados por bactérias,
leveduras e fungos filamentosos durante o crescimento em diferentes fontes de carbono,
desde substincias hidrofilicas como a glicose, até substratos hidrofébicos como os
hidrocarbonetos (ROSENBERG & RON, 1999; MULLIGAN, 2005). O principal papel
fisiolégico atribuido aos biossurfactantes é permitir que os microrganismos cresgam em
substratos imisciveis em &4gua, pela redugdo da tensdio superficial, tornando-o mais
disponivel para a captagdo e metabolismo. Os microrganismos podem aumentar a taxa de
captacdo e biodegradagio como resultado da produgdo de biossurfactantes ou
emulsificantes. Primeiramente, eles podem efetivamente aumentar a solubilidade do
composto organico através da formagio de micelas ou vesiculas que se associam com os
hidrocarbonetos. A seguir, podem facilitar o contato das células ao hidrocarboneto,
transformando a superficie celular para mais hidrofobica, com maior atragdio pelas
goticulas emulsificadas de 6leo (MAIER, 2003; BENTO, CAMARGO & GAYLARDE,
2008).
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A produgéio de biossurfactantes e bioemulsificantes geralmente tem sido associada
com o crescimento celular em meios de cultura ou em meios minimos (mineral) com a
fonte de carbono (soluvel ou insolivel) a ser investigada. Alguns autores reportam a
reducdo da tensdo superficial do meio na fase exponencial de crescimento (WILLUMSEN
& KARLSON, 1997) e muitos outros apenas na fase estacionaria, sendo considerados por
muitos autores como metabolitos secundarios (WILLUMSEN & KARLSON, 1997;
DESAI & BANAT, 1997; RON & ROSENBERG, 2002; PRUTHI & CAMEOTRA,
2003). Os bioemulsificantes sdo geralmente produzidos quando as culturas atingem a fase
estacionaria de crescimento. Em vérios casos foi demonstrado que a produgdo de
emulsificantes ¢ induzida por sinais moleculares envolvendo gquorum-sensing. Esta
caracteristica regulatoria parece ser geral e provavelmente se aplica a produgéo de ambos
os emulsificantes de alto e baixo peso molecular (RON & ROSENBERG, 2001; BENTO,
CAMARGO & GAYLARDE, 2008).

A capacidade de produgdo dessas biomoléculas confere aos micro-organismos
diversas vantagens no ambiente. Uma vez produzidos, os biossurfactantes podem ser
liberados para o meio ou podem permanecer na superficie celular microbiana. Quando
ficam retidos na parede, essas biomoléculas auxiliam no transporte de substratos insoluveis
através da membrana. Quando excretados, sdo capazes de emulsionar e solubilizar
hidrocarbonetos ou compostos insoliveis em 4gua, permitindo o crescimento e
desenvolvimento desses micro-organismos em substratos de natureza apolar. Além dessa
fungfio, influenciam também a adesdo e liberagdo da célula a superficies e podem
apresentar atividade antibidtica (BOSCH, 1988; NITSCHKE & PASTORE, 2002;
MANEERAT & PHETRONG, 2007; VIRAMONTES-RAMOS et al., 2010).

O estudo dos biossurfactantes vem se intensificando nas Gltimas décadas, frente as
diversas vantagens oferecidas por eles quando comparados aos surfactantes sintéticos.
Dentre as principais vantagens, temos a biodegradabilidade dessas moléculas, a menor
toxicidade para o meio ambiente, a biocompatibilidade, permitindo sua aplicacdo em
cosméticos, medicamentos farmacéuticos € em aditivos na industria alimenticia, e sua alta
especificidade, podendo atuar na detoxificagdo de um poluente especifico em determinado
ambiente (RAHMAN & GAKPE, 2008). Além disso, surfactantes de origem natural
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apresentam uma ampla variedade de estruturas e demonstram eficicia em condigdes

extremas de temperatura, pH e salinidade (BENTO, CAMARGO & GAYLARDE, 2008).

Muitos dos biossurfactantes ja descobertos sdo uteis para aplicagdes industriais.
Os lipopeptideos produzidos por bactérias do género Bacillus, sio ecologica e
industrialmente relevantes. Eles podem atuar como sinalizadores quimicos na formagdo
dos biofilmes, de modo a controlar a densidade das populagdes microbianas; como
antimicrobianos, atuando na diversidade de espécies de micro-organismos nas
comunidades, além de auxiliar o processo de biorremedia¢do natural de ambientes

impactados por hidrocarbonetos (RON & ROSENBERG, 2001; ONGENA et al., 2007).

As pesquisas relacionadas a surfactina, biossurfactante mais potente produzido
por Bacillus, exploram sua excepcional atividade surfactante para atuar como
antibacteriano, emulsificante, anti-espumante e tensoativo. Esse lipopeptideo foi
inicialmente descrito por Arima, Kakinuma e Tamura, em 1968 e foi assim denominado
devido a seu carater tensoativo bastante evidente, o qual somente comegou a ser explorado
a partir de 1980 (PEYPOUX, BONMATIN & WALLACH, 1999). Em concentragdes de
0,005%, a surfactina reduz a tensdo superficial da agua de 72,0 mN/m para 27,0 mN/m
(COOPER & ZAIJIC, 1980). Embora tenha sido descoberta ha 43 anos, pesquisas a respeito
desta molécula e dos micro-organismos produtores ainda sdo bastante intensas. Isto se
deve, especialmente, 4 demanda crescente por biossurfactantes efetivos, economicamente
viaveis, que possam ser utilizados em substituicdo aos surfactantes quimicos, para
recuperacdo de areas contaminadas por derivados de petroleo (BANAT et al., 2010). Apds
a descoberta da surfactina, o género Bacillus passou a ser bastante visado em pesquisas
relacionadas a produgdo de biossurfactantes, sendo crescente a procura por novas fontes
dessas biomoléculas que apresentem alta eficicia e rendimento, aliado a um baixo custo de

produgio.

A surfactina produzida por Bacillus subtilis é composta por um heptapeptideo
ciclico (Glu-Leu-D-Leu-Val-Asp-D-Leu-Leu) ligado a uma porgéo de acidos graxos com
13 a 15 atomos de carbono, sendo o acido 3-hidroxi-13-metiltetradecanoico como principal
componente. O sistema de biomoléculas da surfactina € produzido durante a transi¢fo da

fase exponencial para a fase estaciondria, por via ndo-ribossomal, por um complexo
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enzimatico formado por trés proteinas: surfactina sintetase, acil transferase e a
fosfopanteteinil transferase. Estudos bioquimicos de moléculas da familia Surfactina
revelam que seus membros diferem entre si somente nos residuos de L-aminoacidos, nas
posigdes 2, 4 e/ou 7 e que a posicdo 4 é que apresenta a maior variabilidade (PEYPOUX,
BONMATIN & WALLACH, 1999; RAAJIMAKERS et al., 2010).

Apesar de bastante promissoras, a utilizagdo de biossurfactantes microbianos em
larga escala ainda encontra-se em fase incipiente. Os motivos pelos quais essas moléculas
ainda ndo sdo amplamente utilizadas sfo o alto custo de produgdo associado ao uso de
substratos caros, os métodos de recuperagio dos produtos nem sempre eficientes e o baixo
rendimento por parte das cepas produtoras. Segundo Hsieh e colaboradores (2004), apenas
20 linhagens de Bacillus, de bancos publicos e privados, tém sido registradas como
produtoras de surfactina. Para fins cientificos, a surfactina padro ¢ comercializada por R$
78,30/mg, e a iturina por R$ 491,00/mg (SIGMA). A fengicina ainda ndo é comercializada.
Os valores elevados tornam urgente a busca por novas cepas produtoras desses e de outros
lipopeptideos, os quais, embora ainda ndo sejam comercializados, certamente possuem

aplicagdes relevantes.

3.3.1.1. Propriedades funcionais dos biossurfactantes e bioemulsificantes

Para propoésitos préticos, € importante distinguir dois termos empregados na
caracterizagdo de biossurfactantes: efici€éncia e eficacia. A eficiéncia diz respeito a
concentragdo de biossurfactante requerida para produzir uma significante redugdo da
tensdo superficial da dgua, enquanto que a eficicia esta relacionada ao minimo valor ao
qual a tens@o pode ser reduzida. Com esse enfoque, para caracterizar biossurfactantes e
bioemulsificantes faz-se necessirio uma anélise das propriedades de reducdo das tensdes
superficial e interfacial, da atividade emulsificante e desemulsificante da concentragéo
micelar critica (CMC) (LEE et al., 2008; VAN HAMME & URBAN, 2009).

Denomina-se tensdio superficial e interfacial o efeito de forgas coesivas entre
moléculas de 4gua, de modo que estas permanecam unidas fortemente (Figura 2A e 2B).
Na tensdo superficial, as forgas se acumulam na interface ar-agua, enquanto que na tensio

interfacial, entre 6leo € dgua. Esse parametro revela sua importancia quando se pretende
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comparar efeitos de diversos tensoativos. Os melhores serdo aqueles que em menores
concentragdes apresentarem reducdes significativas nos valores de tensdo superficial ou
interfacial (TANIYAVARN et al., 2003).
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Figura 2 — Organizagéo das moléculas na (A) tensfo superficial e (B) interfacial (Adaptado de Satpute et al.,
2010).

Tensédo
Interfacial

A dispersdo de um liquido em outro, na forma de gotas microscopicas, levando a
mistura de dois liquidos imisciveis ¢ o que caracteriza uma emulsdo (Figura 3A). As
emulsdes representam uma grande drea interfacial e se formam a medida que a tensdo é
reduzida, e a estabilidade dependera da natureza do emulsificante e das condi¢des do meio
(MAIER, 2003). A desemulsificagéo, por outro lado, ¢ a quebra de emulsdes através do
rompimento da superficie estavel entre as fases (Figura 3B). O poder desemulsificante
conferido a alguns biossurfactantes encontra importante aplicabilidade na extracdo de
petréleo, para desfazer as emulsbes de agua e Oleo, que sdo formadas durante a

recuperagdo do oleo da rocha-matriz (NADARAJAH, SINGH & WARD, 2002; BOSCH &

AXCELL, 2005). A 5
6leo 6Te:0 -
~9 Y Y= Ty~ — S =y
- = =
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Figura 3 — Ilustragdo dos processos de (A) emulsificagiio (B) desemulsificagio (Adaptado de Satpute et al.,
2010).
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A concentragdo micelar critica, conhecida como CMC diz respeito & menor
quantidade do biossurfactante necessario para a formagéo de micelas. Uma vez atingida a
CMC, a tens@o superficial ou interfacial nfo sofrerd mais nenhuma reducfio. Acima dessa
concentragdo, as moléculas do tensoativo formam grandes agregados moleculares de
dimensdes coloidais (Figura 4). A esses agregados, que geralmente contém de 60 a 100
moléculas do tensoativo, da-se o nome de micelas. Geralmente, em solugdo aquosa, as
moléculas dos surfactantes agregam-se formando uma esfera com caudas hidrofébicas
voltadas para o seu interior e os grupos hidrofilicos ou carregados, voltados para fora.
Abaixo da CMC, o tensoativo estd predominantemente na forma de mondmeros. A CMC
depende da estrutura do surfactante (tamanho da cadeia do hidrocarboneto) e das condigdes
do meio (concentragfio idnica, contra-ions, temperatura etc.). A formagdo de micelas esta
associada com a solubilizagdo de compostos hidrofébicos em dgua. Tradicionalmente, os
métodos envolvidos para a determinagdo da CMC sdo tensdo superficial, condutividade
elétrica e espectrometria (MANIASSO, 2001; MORAES & REZENDE, 2004; CORRER et
al., 2007, BENTO, CAMARGO & GAYLARDE, 2008).

A presenga de surfactantes em meios aquosos provoca a redugfo da tensdo
superficial. Baseado neste fendmeno, a medida de tensdo pode ser utilizada para
determinag@o da concentragdio micelar critica. Na prética, essa concentragdo € encontrada
quando a tensfo superficial permanece estavel, independente da adigéio de surfactantes,
momento no qual as micelas predominam no sistema (Figura 4) (PACWA-
PLOCINICZAK et al., 2011).
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Figura 4 — (A) Relagfio das variagdes de tensdo superficial e interfacial com a concentragiio de surfactante no
sistema. (B) Formas de organizagio das moléculas de biossurfactante acima da concentraco
micelar critica (BENTO, CAMARGO & GAYLARDE, 2008).

Na determinagéio da CMC por medida de condutividade, método escolhido neste
trabalho, pode-se determinar no ponto de modificagdo da condutividade, a transi¢do do
estagio de mondmero para micela do tensoativo. Antes da CMC, a variagdo da
condutividade ¢ devida a adigiio de moléculas do tensoativo a solugfio. Apds a CMC, a
variagdo da condutividade deve-se ao aumento de micelas no meio (MORAES &
REZENDE, 2004).

O método de analise da CMC por espectroscopia de absorgdo UV-VIS baseia-se
na variagdo do espectro de absor¢do do corante Sudan III (504nm) em funcdo da
concentragdo do tensoativo. Aumentando-se a concentra¢io de surfactante, ha formagdo de
micelas, as quais irfo solubilizar o corante, modificando o comportamento da curva de
absor¢do. O ponto maximo da curva indica o valor da CMC (MORAES & RESENDE,
2004).
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3.3.1.2. Métodos de estudos para detec¢iio de biossurfactantes

A maioria das metodologias para detec¢do de micro-organismos produtores de
biossurfactantes tem sido realizada cultivando-se as linhagens microbianas em meios
indutores para produgéo dessas moléculas. No caso de bactérias do grupo Bacillus, os
meios tém, preferencialmente, glucose como fonte de carbono, além da fonte de nitrogénio,
vitaminas e alguns metais trago como ferro, manganés. Embora os biossurfactantes sejam
moléculas que viabilizam a captura de hidrocarbonetos, no caso de Bacillus, eles sdo bem
produzidos mesmo em meios que ndo apresentem compostos hidrofébicos. (ONGENA &
JACQUES, 2008) Em geral, os principais fatores que influenciam a produgio de
biossurfactantes sdo o pH, salinidade do meio, fonte de carbono e nitrogénio (RAHMAN
& GAKPE, 2008; PRIYA & USHARANI, 2009). No caso da surfactina, outros fatores
como a concentragdo e fonte de ferro e manganés, e a concentragdo de oxigénio também
podem influenciar a produgéio dessa molécula (WEI & CHU, 1998; WEI & CHU, 2002).

Os métodos que dependem de cultivo se baseiam nas mudancas da tensdo
superficial ocorridas nos meios de cultura apos 24 a 48 h de crescimento, para pesquisar
quais as linhagens tem potencial para produzir biossurfactantes e/ou bioemulsificantes.
Desse modo, verifica-se a producfio de agentes tensoativos pela medida das tensGes
superficiais antes e depois do cultivo e avalia-se a presenga de substincias emulsificantes
por ensaios de emulsificagdo com hidrocarbonetos. Metodologias de cultivo mais recentes
utilizam pequenas fragdes dos sobrenadantes, analisadas em placa multi-pogos,
caracterizando ensaios high-throughput. Embora tenham execu¢do mais rapida, estas
metodologias sdo de dificil reprodutibilidade (RAHMAN & GAKPE, 2008).

Iniciando o estudo de bactérias produtoras de biossurfactantes baseado em
métodos moleculares, Hsieh e colaboradores (2004) propuseram a pesquisa de genes para
producdo de surfactina em linhagens de Bacillus através da Reagdio em Cadeia da
Polimerase (PCR) utilizando iniciadores especificos para o gene sfp, responsavel pela
produgdo de enzimas relacionadas a sintese da surfactina. O gene sfp ¢ formado por 675

pares de bases.
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Bento, Camargo ¢ Gaylarde (2008) relacionaram diferentes metodologias para
detectar a produgfo de biossurfactantes por isolados microbianos. Youssef e colaboradores
(2004) compararam os métodos existentes, relacionando suas vantagens e desvantagens. E
mais recentemente, Satpute e colaboradores (2010) publicaram uma longa revisdo sobre
métodos para investigar micro-organismos produtores de biossurfactantes e

bioemulsificantes. Dentre as metodologias mais utilizadas, encontram-se:

a) Método do anel de Noiily — Amplamente utilizado por sua facil reprodutibilidade e
capacidade de detecgfio da presenca de biossurfactantes de qualquer natureza. Mede a forga
necessaria para romper a tensfo superficial, através da retirada de um anel de platina
imerso no sobrenadante da cultura. Exige a medida de tensdo superficial e amostras a
temperatura de 30 °C (Du NOUY, 1925).

b) Teste do Colapso da Gota — O teste é realizado adicionando-se uma gota do
sobrenadante livre de células sobre uma gota de 6leo previamente estabilizada por 24h em
uma superficie lisa de polipropileno. Caso haja a produgéo de biossurfactante pela cultura
testada, havera o colapso da gota do sobrenadante quando em contato com a gota de dleo.
Em suspensdes sem surfactante a gota do sobrenadante permanece em sua forma original.
Para amostras contendo baixas quantidades de biossurfactantes o teste pode indicar falso-
negativo, devido sua baixa sensibilidade (JAIN et al., 1991; BODOUR & MILLER-
MAIER, 1998).

c) Teste da microplaca — Baseia-se na distorgdo Optica causada pela presenca de
biossurfactantes em solugdo aquosa. Consiste em adicionar 100 pL. do sobrenadante da
cultura livre de células em uma microplaca de poliestireno (superficie hidrofobica) e
visualizar contra um fundo quadriculado. O efeito de molhabilidade do biossurfactante faz
com que a superficie do liquido parega concava, como lente divergente (VAUX &
COTTINGHAM, 2001).

d) Teste do espalhamento do 6leo — Também conhecido como oil spreading este ensaio
consiste em adicionar 10 pL de sobrenadante livre de células sobre um filme de 20 pL de
6leo cuidadosamente depositado na superficie de 50 mL de agua, em uma placa de Petri. A

formagdo de halos de ruptura do 6leo indica a presenga de tensoativos na amostra. E
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considerado um dos melhores testes para detectar micro-organismos produtores de
biossurfactantes (MORIKAWA, HIRATA & IMANAKA, 2000).

d) Lamina de vidro inclinada — E uma técnica qualitativa, onde ap6s o crescimento em
placa, uma colénia do micro-organismo ¢ misturada a uma goticula de solugdo de Cloreto
de Sodio 0,9% (m/v) e depositada sobre a extremidade de uma ldmina de vidro. Ao se
inclinar a 1dmina o movimento da goticula indica a presencga do biossurfactante. O teste é
rapido e pratico, mas apresenta a desvantagem de muitas vezes produzir resultados falso-
positivos (PERSSON & MOLIN, 1987).

¢) Hemolise — Baseia-se na propriedade que alguns biossurfactantes tém de lisar hemaécias.
Dessa forma, uma vez cultivadas em meio Agar sangue, a presenga do biossurfactante é
detectada pela observagdo de halos ou zonas de hemolise ao redor das coldnias. O teste
apresenta como desvantagens o fato de ndo detectar todos os tipos de biossurfactantes e o
fato de poder gerar falsos positivos, decorrentes da producdo de enzimas como a
hemolisina, que também ocasiona a formagdo dos halos (CARRILLO et al., 1996;
SATPUTE et al., 2008).

f) Andlise do perfil da gota - Consiste em adicionar 100 pl de uma cultura de bactéria
apoés 12 h de crescimento, em uma superficie de feflon. A forma da gota ¢ entfio
acompanhada por video, sendo esta um indicativo da presenca/auséncia do biossurfactante.
Apresenta a vantagem de poder ser realizada com pequeno nimero de células, porém
necessita de captagido de imagem com cémera especial, avaliagdo do contorno da gota por

até duas horas e software para conversio dos dados (VAN der VEGT et al., 1991).

g) Indice de emulsificaciio (E24) - Técnica bastante simples, consiste em adicionar 2 mL
do sobrenadante livre de células a 2 mL de hidrocarboneto teste em um tubo de ensaio.
Agita-se a solu¢do por dois minutos em vorfex e, apos 24 h, realiza-se a leitura do
resultado, dividindo-se a altura da emulsdo formada pela altura do volume total da solugéo,
multiplicando o resultado por 100. Este ensaio detecta a presenca de emulsificantes no
sobrenadante da cultura, bem como sua capacidade de formar emulsio com o
hidrocarboneto testado (COOPER & GOLDEBBERG, 1987).
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h) Camada de petréleo em agar - Nesta técnica, o micro-organismo ¢ cultivado em uma
placa contendo agar coberto com petréleo e incubado por uma semana na temperatura
desejada. A leitura do resultado positivo € dada pela presenga de um halo de espalhamento
de 6leo ao redor da colonia, indicando a produgdo de biossurfactantes pela cultura testada.
(MORIKAWA, ITO & IMANAKA, 1992).

Essas técnicas apresentam diversidade quanto a velocidade de resposta,
reprodutibilidade e sensibilidade. A Tabela 2 apresenta um comparativo entre esses

parametros.

Tabela 2 — Comparagdio entre as principais técnicas de detecgdio de micro-organismos produtores de
biossurfactantes. Anélise qualitativa (++) = muito eficiente, (+) = eficiente; analise quantitativa
(+) = sim, (-) = ndo; tempo: (min) = minutos, (h) = horas e (d) = dias; aplicagfio em alto

desempenho: (+) = sim, (-) = ndo.

Téenica Analise Analise Velocidade Técnica de alto
qualitativa quantitativa desempenho

Método do anel de Noiiy s + min -
Colapso da gota e - min +
Microplaca IoF - min

Espalhamento do 6leo ++ - min -
Lamina de vidro + 8 min -
Hemolise + - d -
Perfil da gota + - h +
Indice de emulsificagdo ++ - d -
Camada de petroleo em agar zh - d -

3.4. Utilizacdo de micro-organismos e seus produtos em biorremediacio

O crescimento da industria do petréleo tem ocasionado um rapido aumento no
nimero de acidentes envolvendo derrame de 6leo nas regides costeiras e estuarinas. Esses
acidentes decorrem principalmente das atividades de exploragfo, perfuragfo, produgio,
transporte, refino e distribui¢do nos quais grandes volumes de Oleo estio envolvidos

(SHIRAKAWA et al., 2001). O transporte de petroleo e derivados pode causar descargas



47

de portes variaveis, desde as maiores proporcionadas por acidentes com petroleiros até as
relativamente pequenas, mas freqiientes, como descargas operacionais. Mundialmente o
transporte lan¢a no ambiente cerca de 100.000 toneladas de hidrocarbonetos por ano.
Comparando-o a outras fontes de hidrocarbonetos e apenas as fontes antropicas, este
volume representa 7,7% e 14,3%, respectivamente, do total de hidrocarbonetos langados
anualmente no meio ambiente (WALKER et al., 2003). Em relagdo aos manguezais, 0s
efeitos dos hidrocarbonetos do petrdleo sobre a microbiota do solo séo pouco conhecidos,
mas sabe-se que estes xenobidticos podem persistir por mais de 20 anos, dada a lenta

biodegradagdo limitada pela pouca oxigenac¢do do ambiente (PEREIRA & GOMES, 2002).

Quando o petréleo ¢ derramado no ambiente, varios processos fisico-quimicos e
biologicos séo passiveis de ocorrer e a intensidade de cada um deles varia ao longo do
tempo. Dentre estes estdio o espalhamento, a evaporagdo e a solubilizagdo. Além disso,
pode correr a emulsificagiio, caracterizada pela agregacdo e pelo aumento de peso e de
volume de particulas; o fracionamento mecénico € a submersdo, que consistem,
respectivamente, na quebra e no afundamento de particulas devido a seu aumento de
volume; a foto-oxidagiio, que pode transformar certos hidrocarbonetos em outras
substdncias como os aldeidos (os quais sdo muito mais danosos que os produtos originais)
e a biodegradagfio, que consiste na degradagdo do petréleo por agdo microbiana (PEREIRA
& GOMES, 2002). Em geral, quanto maior ¢ o nimero de atomos de carbono do composto
presente no petroleo, maior sera sua persisténcia no ambiente, mais lenta sua evaporagéo e
sua solubilidade (GAYLARDE; BELLINASO; MANFIO, 2005). Considerando que a
biodegrada¢do dos contaminantes estd diretamente relacionada com o seu estado de
dispersdo, quando tratamos de substratos hidrofobicos, estes precisam se tornar soltiveis ou
serem emulsionados, para serem degradados de maneira mais eficaz (MANEERAT &
PHETRONG, 2007).

De todos os componentes presentes no petroleo, cerca de 60% a 90% ¢é passivel de
biodegradacdo. Entretanto, o restante bruto ou refinado é recalcitrante. Mesmo tratando-se
de uma fragdo menor (de 10% a 40%), deve-se ressaltar que isso significa toneladas de
material poluente impactando o ambiente e podendo ser bioacumulado nos seres vivos.
Assim, o destino dessas substancias, apés um derrame de 6leo, dependera da interagdo de
varios fatores bidticos e abidticos (CRAPEZ et al., 2002).
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As técnicas utilizadas para a remogdo de hidrocarbonetos de ambientes
impactados envolvem principalmente a utilizagdo de redes de contengéo fisica da mancha
de 6leo, bem como a aplicagdio de emulsificantes quimicos que auxiliam na dissolugdo dos
hidrocarbonetos. Apesar de minimizar os impactos dos danos causados pelo derrame de
petroleo, essas técnicas ainda ndo sdo suficientes para a recuperagéo completa do ambiente,
pois em muitos casos os residuos dos poluentes ainda podem se acumular nos sedimentos,

intoxicando muitos organismos (GAYLARDE; BELLINASO; MANFIO, 2005).

Os processos biologicos de descontaminagdo, representados de forma abrangente
pelas técnicas de biorremediagdo, utilizam micro-organismos com capacidade de
biodegradar xenobidticos, resultando em produtos com estrutura menos recalcitrante em
relagdo a molécula original, ou na mineralizacdo completa dos compostos toxicos. Esta
tecnologia tem sido vastamente estudada, pois além de ecologicamente correta, pode ser
realizada in situ ou ex situ, por uma espécie ou por consorcios microbianos, os quais
promovem o metabolismo integrado da estrutura alvo de biodegradagdio (MILLS et al.,
2003). A biorremediacdo pode ser realizada de duas formas. Na primeira delas, o
bioestimulo, a microbiota autéctone é estimulada pela adi¢do de nutrientes no ambiente,
em especial nitrogénio, fosforo e potassio. Na segunda, o bioaumento, micro-organismos
sdo adicionados ao local contaminado, a fim de aumentar o potencial de biodegradagédo dos
poluentes (TYAGI, FONSECA, CARVALHO, 2011). Todavia, qualquer tentativa de
aplicagdo das técnicas de biorremediagdo in situ requer um conhecimento prévio da
comunidade microbiana autéctone, do seu potencial de biodegradagido, bem como das

condigdes ambientais predominantes na 4rea contaminada IWAMOTO & NASU, 2001).

Qualquer que seja o processo de biorremediagdo escolhido, a etapa limitante diz
respeito a disponibilidade do poluente para ser biodegradado. Alguns hidrocarbonetos do
petroleo, pertencentes as fragdes pesadas, como asfaltenos e piches, adsorvem fortemente
na matriz do solo e apresentam baixa solubilidade, fatores que dificultam ou até impedem
0 acesso microbiano a essas substincias. Uma das estratégias para contornar este problema
refere-se a aplicagdo de surfactantes nos ambientes contaminados, promovendo o aumento
da solubilidade dos hidrocarbonetos, e da superficie de contato entre estes e as células
microbianas, através da pseudo-solubilizagdo dos compostos hidrofébicos e da formacéo

de micro-emulsdes (MORAN et al., 2000; VAN HAMME & URBAN, 2009).
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Biossurfactantes de origem microbiana t€m sido intensamente pesquisados para
substituir, em um futuro préximo, os surfactantes quimicos e atenuar os efeitos que estes
causam no ambiente. Diversidade estrutural, biodegradabilidade, estabilidade, seletividade
e baixa concentra¢do micelar critica sdo os principais atrativos que favorecem a escolha
dessas moléculas ao invés de tensoativos quimicos. A literatura relata que ramnolipideos
de Pseudomonas aeruginosa e o bioemulsificante denominado Emulsan, sintetizado pela
cepa Acinetobacter calcoaceticus RAG-1 ja estdo comercialmente disponiveis (SUTHAR
et al., 2008; BANAT et al., 2010). No entanto, os custos elevados de produgio, decorrentes
dos substratos utilizados para sua sintese, das etapas de purificacio e dos baixos
rendimentos, ainda impedem que outros biossurfactantes téo eficientes quanto os descritos,
sejam fabricados em larga escala (MUKHERIJEE, DAS & SEN, 2006; THAVASI et al.,
2008; BANAT et al., 2010).

A utilizagdo de micro-organismos ou de seus produtos também poder aplicada
para a recuperagdo melhorada do petréleo (MEOR - Microbial Enhanced Oil Recovery). A
aplicagdo desta estratégia tem sido investigada em varias etapas que envolvem desde a
extra¢do do petroleo da rocha, utilizando surfactantes microbianos ou linhagens produtoras
dessas moléculas, até a etapa de refino do 6leo, onde a atividade enzimética microbiana €
mais requisitada (Tabela 3). Tecnologias envolvendo MEOR tém sido intensamente
pesquisadas visto que os métodos tradicionais de recuperagdo do petrdleo conseguem
retirar apenas 40 a 45% do 6leo aprisionado nas rochas (BANAT et al., 2010) Atualmente,
mais de 400 testes em MEOR estio em desenvolvimento nos Estados Unidos, utilizando
varias espécies microbianas, dentre as quais se destacam cepas de Xanthomonas
campestris, Bacillus licheniformis, Pseudomonas aeruginosa ¢ Desulfovibrio
desulfuricans. Os resultados sdo bastante animadores, quando se observa que por injecéo
dessas bactérias em tanques de estocagem de 6leo consegue-se recuperar em torno de 30 a
200% a mais desse produto (SINGH; VAN HAMME; WARD, 2007).
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Tabela 3 — Aplicagdes da recuperagdo melhorada do petréleo por agfio microbiana (MEOR). (Adaptado de
Ward et al., 2009)

Aplicacido

Processos

Micro-organismos/biocatilise

Atividades microbianas

Recuperacio de
oleo

Recuperagéio do
petréleo

Acinetobacter calcoaceticus
Arthrobacter paraffineus
Bacillus licheniformis
Clostridium acetobutylicum
Leuconostoc mesenteroides
Xanthomonas campestris
Zymomonas mobilis

Produgdo de
biossurfactantes auxilia na
dissolugdo, redugdo da
viscosidade, aumento da
permeabilidade e da
pressdo

Desemulsificagéo

Acinetobacter calcoaceticus
Bacillus subtilis
Corynebacterium petrophilum
Nocardia amarae
Pseudomonas aeruginosa
Rhodococcus globerulus

Desemulsificagéo de
emulsdes contendo o6leo,
reduciio da viscosidade e
molhabilidade

Outras aplicagdes
de recuperacdo de
oleo

Acinetobacter calcoaceticus
RAG-1

Recuperag#io de dleo cru
de tanques utilizando
biossurfactantes

Bio-refino e

bioprocesso

Agrobacterium MC501
Arthrobacter sp.
Corynebacterium sp. SY1

Remocio seletiva de

Biodesulfurizagio ~ Gordona CYKSI enxofre de 6leo cru ou de
Nocardia sp. produtos de refino
Rhodococcus erythropolis H2
Rhodococcus sp. IGTS8
Comamonas acidovorans
Nocardioides sp.
Biodesnitrogenagdo Pseudomonas aeruginosa Remogio de nitrogénio
Pseudomonas ayucida
Rhodococcus sp.
Bacillus megaterium Remogdo enzimatica de Ni
Biodesmetalizacio  Caldariomyces fumago e V de 6leo cru utilizando
Escherichia coli enzimas especificas
Mono-oxigenases Biotransformagdo de
. Di-oxigenases componentes do petroleo
Bioprovesso Lipoxigenases em produtos quimicos
Peroxidases finos
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Biodegradacio e

biorremediacio

Acinetobacter spp.
Pseudomonas spp.

Emulsificagio através da
aderéncia aos

Biorremediagdo Rhodococcus spp- hidrocarbonetos e
Sphingomonas spp. dispersdo
Alguns fungos

Monitoramento de
sitios contaminados

Pseudomonas fluorescens
HK44
Pseudomonas putida RB1401

Biossensores bacterianos
em sitios contaminados e
em processo de
biorremediagdo

Biofiltragao

Acinetobacter spp.
Pseudomonas spp.
Rhodococcus spp.
Sphingomonas spp.

Biodegradagéo de
hidrocarbonetos volateis

Remogdo biologica
de H,S

Thioalcalobacteria spp.
Thiobacillus spp.
Thiocalovibrio spp.
Thiomicrospira spp.

Biotransformago de HpS
a enxofre elementar e
sulfato

No caso de micro
utilizada em

biomoléculas, em reatores, com subsequente adicdo aos reservatorios de 6leo. Esta técnica

-organismos produtores de biossurfactantes, a MEOR pode ser

trés estratégias. A primeira delas envolve a produgdo off site dessas

¢ considerada a mais factivel, embora ainda demande maior custo de produgdo. A segunda
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que nos ndo-contaminados (ATLAS, 1995; BRADDOCK et al., 1996). Alcanivorax
borkumensis, Pseudomonas putida, Methylobium petrophilum, Desulfovibrio vulgaris,

Dechloromonas aromdtica, estio dentre as bactérias consideradas como excelentes

biodegradadoras (WARD et al., 2009).

Em geral, micro-organismos que degradam hidrocarbonetos também apresentam
genes para a produgdo de biossurfactantes. Portanto, ¢ de se esperar que plasmidios para a
produciio de biossurfactantes sejam mais facilmente detectados em populagdes
microbianas que habitam regides contaminadas por derivados de petréleo (VAN HAMME,
SINGH, WARD, 2003).

Tecnologias recentes de biorremedia¢do vém pesquisando a aplicagéo de micro-
organismos imobilizados em suportes para biodegradar hidrocarbonetos. A principal
vantagem desse método encontra-se no melhor monitoramento do metabolismo microbiano
e, consequentemente, maior estabilidade operacional. Por estarem protegidas contra a agdo
toxica do poluente, células imobilizadas sdo comprovadamente mais eficazes que células

livres como agentes nos processos de biodegradagiio (BARRETO et al., 2010).



Materiais e Métodos
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais

As linhagens microbianas estudadas neste trabalho foram isoladas de amostras do
solo do manguezal do Rio Jaguaribe, Ceara, e encontram-se atualmente depositadas na
colecdo de bactérias do Laboratéorio de Ecologia Microbiana e Biotecnologia

(LEMBiotech) do Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara.

Os reagentes quimicos utilizados foram de grau analitico (PA) e a agua utilizada no
preparo de meios e solugdes foi destilada (destilador Quimis 341-25) ou grau Milli-Q
(Millipore).

O petréleo utilizado nas simulagdes dos experimentos de biorremediagdo foi

coletado na Fazenda Belém em Icapui-CE.
4.2. Metodologia
4.2.1. Coleta do solo

As amostragens dos solos do manguezal foram realizadas durante maré de sizigia
(amplitude 0,1) a profundidade de 0-10 cm. Foram estabelecidos trés sitios de coleta ao
longo do manguezal, partindo da proximidade do rio e seguindo em dire¢8o ao interior do
continente. Os pontos foram marcados com o uso de um GPS portétil (Etrex H, GARMIN),
sendo denominados P1(S 04°26,718° W 37°46,984"), situado nas proximidades do Rio
Jaguaribe; P2 (S 04°26,731° W 37°46,985”) na area colonizada pela espécie Rhizophora
mangle; e P3(S 04°26,756° W 37°46,994’) em uma area povoada por Avicennia
schaueriana (Figura 5).
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Figura 5 — (A) Mapa dos estuarios do Ceara, destacando em vermelho a localizagéio do estudrio do Rio

Jaguaribe. (B) Imagem de satélite do estuario, mostrando os pontos de coleta no manguezal.

Em cada ponto, cinco amostras de solo foram retiradas em uma area de 1 m?, com
a utilizacdo de um amostrador cilindrico de PVC com 10 cm de difmetro, e transferidas
para frascos esterilizados. As amostras de solos foram conduzidas ao laboratério em uma
caixa resfriada, mantendo a condi¢do da temperatura em torno de 4-8 °C. Os solos frescos
foram homogeneizados de maneira uniforme. Posteriormente, a mistura de solo obtida foi
fracionada para duas finalidades. Uma amostra de 10g foi utilizada para isolamento dos

micro-organismos e o restante, para caracterizagéo fisico-quimica.
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4.2.2. Analise dos pariametros ambientais e caracterizacio das amostras de solos

Os pardmetros ambientais (temperatura, salinidade e pH) foram medidos in situ
com a utilizagdo de uma sonda multipardmetro (YSI, modelo 85, USA) e um pHmetro
(Hanna Instruments, HI 98107, Brasil).

A andlise de granulometria foi realizada segundo a metodologia de
peneiramento proposta por Suguio (1973). Inicialmente, sub-amostras do solo, reservadas
exclusivamente para esta finalidade, foram secas a 60 °C, fracionadas em porg¢des de 100g
€, posteriormente, submetidas ao mecanismo de peneiramento umido, onde ha a separagio
da fragfio lamosa da arenosa (limites das classes = 0,062 mm de didmetro). O material
retido na peneira (fragdo arenosa) foi novamente seco a 60 °C e submetido ao
peneiramento mecénico em um conjunto de 12 peneiras, onde se separam as classes
arenosas e cascalhos (fracdes de 0,062 a 4,75 mm). As frac¢Oes retidas em cada peneira
foram pesadas e os dados analisados no programa de andlise granulométrica ANASED 5j,
desenvolvido pelo Laboratério de Geologia Marinha e Aplicada da Universidade Federal
do Ceara. A classificacio nominal do solo foi dada segundo Folk e Ward (1957) e os
percentuais de areia, silte e argila, na escala de Wentworth (1922).

O teor de matéria organica foi determinado pelo método de perda de peso por
igni¢do (PPI), descrito por Schulte e Hopkins (1996). As amostras de solo foram secas em
estufa a 60 °C e postas em cadinhos, previamente secos em dessecador, em triplicatas de
0,5 g. As amostras foram colocadas em mufla a 550 °C por quatro horas. Ap6s o
resfriamento, as amostras foram novamente pesadas e o teor de matéria orgénica foi
calculado pela formula: M.O (g/Kg) = [(Mi — Mf) /Mi] *1000, na qual M.O é a matéria

organica, Mf é a massa apds a combustfio e Mi, a massa inicial.
4.2.3. Isolamento de linhagens produtoras de esporos

Para recuperagio majoritaria de bactérias do género Bacillus, utilizou-se a
estratégia do aquecimento do solo a 80°C por 60 min, metodologia conhecida como heat-
test. Esta técnica permite, através da utilizago do calor como agente seletivo, a separagio
de bactérias produtoras de esporos termorresistentes, como Bacillus, dentre milhares de

espécies existentes naturalmente no solo. Durante o aquecimento, células microbianas que
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ndo apresentam esporos sdo destruidas, permanecendo apenas as linhagens de interesse
neste trabalho, as quais podem ser recuperadas vidveis através de cultivo em meio sdélido.
Seguindo este método, o solo foi inicialmente aquecido e, em seguida, diluido
seriadamente em NaCl 0,9% até 10™. Aliquotas de 100 pl de cada dilui¢io foram
inoculados em duplicata em meio ATGE (Agar Triptona, Glucose e Extrato de levedura,
Difco — USA) e as placas incubadas a 30 °C por 48 h. As coldnias com caracteristicas
culturais distintas foram sub-cultivadas em ATGE para obtengdo de culturas puras. Os
isolados foram caracterizados preliminarmente pela andlise das coldnias crescidas a 30°C
em meio ATGE, e pela andlise morfologica, através da visualizagdo de laminas por
coloragdo de Gram. Apoés os estudos iniciais, os isolados foram estocados a -80 °C em

Caldo Nutritivo (Difco — USA) contendo glicerol a 15%.
4.2.4. Selecdo de bactérias produtoras de biossurfactantes

A selegdo de espécies produtoras de tensoativos foi realizada através de cultivo
em Meio Mineral (MORAN et al., 2000, com modificagdes) contendo 10,0 g de glicose:
5,0 g de extrato de levedura; 1,0 g de (NH4),SO4; 6,0 g de Na;HPO4; 3,0 g de KH,POq; 2,7
g de NaCl e 0,6 g de MgS0O4.7H;0 por litro de 4gua destilada. Ao meio pronto foi
acrescido 0,1% (v/v) de solug@o de micronutrientes formada por 10,95 g de ZnSO,4.7H,0;
5,0 g de FeS04.7H,0; 1,54 g de MnSO4H,0; 0,39 g de CuS04.5H;0; 0,25 g de
Co(NO3),.6H,0 e 0,17 g NayB407.10H,0 por litro de 4gua. Uma aliquota de 10% (v/v) da
cultura em fase exponencial de crescimento, com absorbéancia ajustada para 0,150 + 0,030
(10°-10° UFC/mL), foi utilizada como inéculo. As culturas foram incubadas sob agitaggo
continua de 150 rpm, a 30 °C por 48 h, apos o que foram centrifugadas a 10.000 g por 15
min. Os sobrenadantes livres de células foram utilizados para avaliagdo da atividade

emulsificante (E24) e medida da tensfo superficial.
4.2.4.1. Analise da atividade emulsificante (E24)

A determinagdo da capacidade emulsificante foi avaliada de acordo com a
metodologia proposta por Igbal, Khalid e Malik (1995). O método consistiu em adicionar
2,0 mL de querosene a mesma quantidade de sobrenadante em um tubo de ensaio com
tampa rosqueada, e agitar vigorosamente (vortex) por 2 minutos. Os tubos foram deixados

em repouso por 24 h, a 25 °C, e o percentual de emulsificagido (E24) foi calculado
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dividindo-se a altura da camada emulsificada (mm) pela altura da camada total de liquido
(mm), multiplicando-se por 100. Para facilitar a visualizagdo das camadas, 200 pL. de uma
solugdo a 0,05% do corante Rosa Bengala foram acrescentados antes da agitagdo. Ao longo
do experimento foram monitorados os pardmetros pH e salinidade, visto que estas

varidveis podem interferir na formacgfo das emulsdes.
4.2.4.2. Medida da Tenséio Superficial

As medidas de tensfio superficial dos sobrenadantes foram realizadas em
tensidmetro Kriiss, modelo K6 utilizando o método de Du Noéuy (du NOUY, 1925), no
qual se observa a resisténcia do anel de platina em romper a tensfo de superficie do liquido
testado. Para cada amostra analisada foram necessarios 30 mL de sobrenadante livre de
células, mantido a 30 °C. O equipamento foi previamente calibrado com agua destilada na

mesma temperatura € 0 Meio Mineral estéril foi utilizado como branco.
4.2.4.3. Andlise estatistica dos dados

Os dados obtidos com os experimentos de atividade emulsificante e tensdo
superficial foram submetidos a analise de agrupamento K-means Cluster, utilizando o

programa Tanagra versdo 1.4, disponivel gratuitamente em http://chirouble.univ-

lyon2.fr/~ricco/tanagra/en/tanagra.html.

4.2.5. Selecd@o de bactérias produtoras de biossurfactantes por métodos moleculares
4.2.5.1. Pesquisa do gene sfp

A amplificagfo do gene sfp tem sido sugerida como um método rapido e preciso
para indicagdo de bactérias produtores de surfactina (HSIEH et al., 2004). Para tanto, o
DNA gendmico dos isolados foi amplificado com os primers sfp-F (5°-
ATGAAGATTTACGGAATTTA-3") e sfp-R (5-TTATAA AAGCTCTTCGTACG-37)
usando a seguinte programac@o da PCR: desnaturag@o a 94 °C por 30 segundos; 25 ciclos
de desnaturagdo a 94 °C por 1 min, anelamento a 46 °C por 30 segundos e extensdo a 72 °C
por 1 min, ¢ 72 °C por 10 min. Os produtos de PCR foram visualizados através de
eletroforese em gel de agarose 1%, marcado com SYBR-Safe DNA em 0,5X TBE
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(Invitrogen). A cepa B. subtilis LAMIO08, reconhecidamente produtora de surfactina
(BARRETO et al., 2010), foi utilizada como controle positivo.

4.2.5.2. Pesquisa dos genes ituD e lpald

Os genes ituD e Ipald (“lipopeptide antibiotic production” da cepa B.subfilis
RB14) foram utilizados para pesquisa de linhagens produtoras de iturina que, embora seja
primordialmente um antifungico, ja foi citado por alguns autores como biossurfactante,
devido a semelhanca estrutural com a surfactina (AHIMOU, JACQUES & DELEU, 2000;
VATER et al., 2002; DAS & MUKHERIJEE, 2007). Para esta analise, O DNA genémico
foi amplificado com dois pares de iniciadores: ituD-F (5'-ATG AAC AAT CTT GCC TTT
TTA-3") e ituD-R (5'-TTA TTT TAA AAT CCG CAA TT-3'), e Ipa-14F (5-ATG AAA
ATT TAC GGA GTA TA-3") e lpa-14R (5'-TTA TAA CAG CTC TTC ATA CG-3"). A
reacdo de amplificacdo obedeceu a seguinte sequéncia: desnaturagdo a 94 °C por 30
segundos; 30 ciclos de desnaturagdo a 94 °C por 1 min, anelamento a 50 °C por 1 min e
extensdo a 72 °C por 1,5 min, e 72 °C por 10 min. Os produtos de PCR foram visualizados
através de eletroforese em gel de agarose 1%, marcado com SYBR™ Safe DNA. A cepa B.
subtilis LAMIO09 foi utilizada como controle positivo. Para a regido amplificada o
tamanho das bandas foi de 1203 pb para o gene ituD e 675 pb para /pal4 (HSIEH et al.,
2008).

4.2.6. Ensaio de atividade antifiingica

A pesquisa de atividade antifingica foi realizada para ratificar os resultados
encontrados na prospecc¢do dos genes para iturina. Para este teste, uma colonia bacteriana
com 18 h de crescimento foi diluida em 5,0 mL de caldo nutritivo e 10,0 pl desta cultura
foi inoculada em meio ANAS, formado por Agar Nutritivo e Agar Sabouraund na
proporgio 1:1 (m/m). Simultaneamente, foram semeados os indculos da bactéria e do
fungo, que consistiu de uma suspensdo de esporos recuperados de um cultivo prévio de 72
h em Agar Sabouraund. Os fungos utilizados no experimento foram Aspergillus niger,

Penicillium herguei, Fusarium oxysporum, Mucor sp. e Pythium oligandrum. As placas
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foram incubadas a 30 °C por sete dias, em cdmara imida. A cada dia, as culturas foram
verificadas para analisar a velocidade de crescimento dos fungos em relagdo ao grupo

controle, formado apenas por indculo dos fungos em meio ANAS (SOUTO et al., 2004).
4.2.7. Teste da disperséo do 6leo com linhagens promissoras

O teste da dispersdo do dleo mede o didmetro de superficies limpas formadas
quando uma aliquota de uma solugdo contendo biossurfactante entra em contato com
sistema bifasico 6leo-dgua. Antes da realizacdo desse teste, foi necessario estabelecer,
através de um experimento preliminar, qual volume de sobrenadante seria considerado
ideal, de modo a permitir ndo apenas visualiza¢io dos halos, mas a comparagdo entre eles,
mesmo que os biossurfactantes estivessem bastante diluidos nas amostras analisadas.
Foram testados, individualmente, em um sistema formado por 6leo e agua, os volumes 10,
50, 100 200 e 300 uL de sobrenadantes de trés culturas com diferentes valores de tensdo
superficial final. Este critério foi adotado visto que, de acordo com Afshar e colaboradores
(2008) os valores de tensfio superficial estfio inversamente relacionados ao tamanho dos
halos de espalhamento de o6leo. Dessa forma, linhagens cujos valores para tensdo
superficial foram baixos (menos que 50% do valor inicial), tendem a apresentar halos de
espalhamento de dleo acima de 50% do tamanho da placa. Ao final deste ensaio, foi
determinado que 200 pL seria o volume minimo de sobrenadante que permitiria melhores
comparagdes de tamanho de halo de espalhamento de 6leo, de modo a facilitar a

identificacéio das melhores linhagens para a produgéo de tensoativos.

Determinado o volume ideal, o ensaio de espalhamento de 6leo foi realizado
utilizando 0,5 g de petréleo que foi cuidadosamente derramado sobre 50 mL de 4gua
destilada em placas de Petri de 15 cm de didmetro. Em seguida, 200 ul do sobrenadante de
cada cultura testada, foram depositados sobre a superficie da interface dleo-agua. Apos a
adigdo do sobrenadante, foi observado o comportamento de quebra da tensfio interfacial
seguida do espalhamento do 6leo e formagdo de um halo central (YOUSSEF et al., 2004,
com modificagdes). O resultado foi avaliado pela medida do halo de ruptura do dleo. Os

ensaios foram feitos em duplicata.
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4.2.8. Ensaios de simulacio em biorremediac¢éio
4.2.8.1. Limpeza de solo contaminado com petréleo

Para este experimento utilizou-se um solo oriundo do manguezal da Baia de
Todos os Santos, onde se encontra instalada, ha 50 anos, a Refinaria Landulpho Alves —
Mataripe (RLAM), que extrai diariamente 307 mil barris de petréleo, sendo a segunda
maior refinaria do pais. Segundo observagdes de campo realizadas por Veiga (2003), o
manguezal da por¢do norte da Baia de Todos os Santos estd completamente degradado,
sendo atravessado por sistema de dutos, sofre a agfo direta dos diversos derrames
ocorrentes na regido. Neste contexto, o solo encontra-se completamente impregnado com
petroleo, devido ao acimulo de fragdes pesadas de hidrocarbonetos. Esse material,

portanto, foi escolhido para os ensaios de limpeza de solo utilizando biossurfactantes.

O ensaio consistiu em adicionar 150 ml de sobrenadante bruto, de uma das
culturas com melhores resultados para produgéo de biossurfactantes, a 50 g de solo
impregnado com petréleo e deixar esse sistema sob agitacdo de 150 rpm por 24 h. Como
controle, uma por¢io equivalente do mesmo solo foi colocada em &gua do mar. Para
avaliar o resultado, o sobrenadante e a dgua foram filtrados em nylon € o solo retido, seco

em estufa a 60 °C por 24 h e pesado.

4.2.8.2. Remogao de 6leo na superficie de Agua do mar

A simulac@o de derrame foi realizada utilizando 2000 mL de 4gua marinha a 30
°C e 10 g de petroleo depositado cuidadosamente sobre a agua. Apods estabilizagdo da
mancha, 50 mL do sobrenadante bruto de uma das culturas promissoras foi borrifado sobre
0 Oleo a fim de avaliar a ruptura do filme. O ensaio também foi feito aplicando o
sobrenadante no centro e nas extremidades da mancha, para avaliar a movimentagéo do

6leo na superficie da 4gua marinha.
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4.2.9. Extracgio e analise dos biossurfactantes parcialmente purificados

O tratamento dos sobrenadantes para pesquisa e extrag@o de biossurfactantes foi
feito conforme Yeh, Wei e Chang (2005), com modificacdes. Inicialmente os
sobrenadantes livres de células foram acidificados a pH 2.0 e deixados overnight a 4 °C
para precipitagio de todo o Dbiossurfactante. Posteriormente, as amostras foram
centrifugadas a 10.000 g por 15 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado,
recuperado com 10 mL de agua. A mistura bifésica foi alcalinizada a pH 8.0, permitindo a
completa dissolugdo do precipitado. A solugdo obtida foi filtrada em membrana de 0,45
um (Millipore, USA) ap6s o que foi misturada por cinco minutos ao mesmo volume de
acetato de etila. A mistura ficou em repouso por 1 h em um funil de separagéo, e as fases
foram cuidadosamente separadas. O processo foi realizado trés vezes para completa
recuperacdo dos biossurfactantes. Posteriormente, o solvente foi evaporado e o sistema de
biomoléculas analisado em HPLC. Os pardmetros cromatograficos encontram-se na Tabela
4. Além do acetato de etila, foram testados diclorometano e butanol como solventes de
extragdo. A atividade do sistema de biomoléculas pré-purificado foi analisada sob dois
aspectos. Inicialmente pela propriedade surfactante, através do ensaio de espalhamento do
6leo. Além disso, foi feita também analise de atividade antifingica, visto que alguns

lipopeptideos de Bacillus sdo bioativos contra fungos filamentosos.

Tabela 4 - Condigdes operacionais do sistema HPLC (Waters).

Parimetros do sistema HPLC Descricdo / Valores
Fase mével 20% de acido t'rif:.luoracético (3.8 mM) +
80% de acetonitrila
Vazio 1,0 mL / min
Volume de inje¢do 20 uL.
Detector Uuv
Absorbéncia 205 nm
Parimetros da Coluna Descricdo / Valores
Nome (coluna de fase reversa) Column Symetric C18 — Waters

Espessura Sum
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4.2.10. Estudo da formacgdo de micelas por condutividade

Para este ensaio foram preparadas diluigdes seriadas do biossurfactante produzido
por Jag248. Em seguida, triplicatas de cada diluigdo foram inicialmente termostatizadas a
25 °C e entdo submetidas & leitura de condutividade (Condutivimetro Melter-Toledo, Séo
Paulo, Brasil). Os valores de condutividade foram plotados contra as diluigdes do
tensoativo para a determinag&o do ponto de intersecdo das duas retas, que correspondente a
passagem do estado de mondmero para o de micela. Dodecil Sulfato de Soédio (SDS) foi
utilizado para calibrar o condutivimetro e como surfactante controle (MORAES &
REZENDE, 2004).

4.2.11. Identificacfio molecular e anilise filogenética das linhagens promissoras

Para extragio do DNA, os isolados selecionados foram crescidos em 5,0 mL de
Caldo Nutritivo por 18 h a 30 °C sob agitagdo de 150 rpm, distribuidos em tubos de 1,5
mL e centrifugados por 5 minutos a 12.000 g (Mini Spin — Eppendorf, USA). Os
sedimentos foram lavados com 1,0 mL de agua destilada estéril € novamente centrifugados
por 5 minutos a 12000 g. Foram adicionados 750 pL de solugéo CTAB 2X (Tris-HCI1 100
mM; EDTA 20 mM; NaCl 14M) pré aquecido a 60 °C contendo B-mercaptoetanol 0,2%
v/v e os tubos incubados em banho-maria a 60 °C por 4 h. Apés esse periodo foram
adicionados 750 pL de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1) e os tubos novamente
centrifugados por 30 minutos a 12000 g. A fase aquosa foi transferida para um microtubo
Eppendorf, onde foi acrescido 400 pL de isopropanol 100%. A mistura foi centrifugada
por 5 minutos a 12000 g, o sobrenadante, descartado e o sedimento, lavado com 300 pL de
etanol 70%, sendo novamente centrifugado. O sobrenadante foi descartado e o sedimento
(DNA) foi ressuspendido em 75 pl. de TE-RNAse (Tris- EDTA 10 mM: NaCl 10 mM, pH
8,0; RNAse a 20 uL./mL). O DNA extraido foi analisado pela medida da absorbancia a 260
nm (NANODROP, ND 1000, USA).

A identificagdo molecular foi realizada baseada no gene do RNA ribossomal
(rRNA) 168, amplificado por reagdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando os
iniciadores 27F  (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG -3") e 1525R (5'-
AAGGAGGTGATCCAGCC-3%). As reagdes de PCR foram feitas usando 100 ng de DNA,
5 uM de cada um dos iniciadores, 10 mM de cada um dos dNTP’s (Invitrogen), SU de Taq
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DNA polimerase (Invitrogen), tampdo de PCR 10X (Invitrogen), 20 mM de MgCl,
(Invitrogen), em um volume final de 25 pL. A amplificagéo foi realizada em termociclador
(Master-cyclerTM MJ Research) com o seguinte programa: desnaturagdo a 94 °C durante 2
minutos, desnaturagdo a 94 °C durante 1 minuto, anelamento a 51 °C durante 2 minutos,
extensdo a 72 °C durante 2 minutos (25 ciclos) e, para finalizar, 10 minutos de incubagéo a
temperatura de 72 °C. Os produtos da PCR foram visualizados em gel de agarose 1%
corado com Sybr® Green (Invitrogen), sob luz ultravioleta. Os produtos foram purificados
usando kit comercial (Invitrogen) e enviados para sequenciamento no Macrogen (Korea).
As seqliéncias obtidas foram comparadas com sequéncias depositadas no GenBank do
NCBI (National Center of Biotechnology Information) e no RDP (Ribosomal Database
Project) para andlise de similaridade. Para classificagdo dos isolados foi utilizado o
programa Classifier do RDP e a arvore filogenética foi construida por Neighbor-joining

usando o programa CodonCode Aligner versdo 3.7.1 (CodonCode Corporation).
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5. RESULTADOS
5.1. Caracterizagio fisico-quimica dos solos

Os resultados das analises fisico-quimicas das amostras de solos revelaram
diferengas entre os pontos de coleta, sendo os pontos relativos as areas florestadas P2 e P3

o0s mais ricos em silte-argila e matéria organica, e de maiores salinidades (Tabela 5).

Tabela 5 — Anélise dos parametros fisico-quimicos dos solos do manguezal do Rio Jaguaribe em novembro

de 2008 (periodo seco).
Parametros Ponto Valores
P1 7,5+0,21
pH P2 7,3+ 0,08
P3 73+0,16
P1 33+1,24
Temperatura (°C) 4 29+ 1,24
P3 30+1,70
Pl 35+ 0,47
Salinidade P2 45+ 0,94
P3 45+ 0,81
P1 20,8 + 2,01
Silte + Argila (%) 5] 62,3 +2,70
P3 67,5 + 4,62
Pl 3,0+ 0,20
Matéria Orgénica (%) P2 9,3+0,25

P3 7,6 £ 0,33
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5.2. Isolamento de linhagens produtoras de esporos do solo do manguezal

Apbs o aquecimento das amostras de solo a 80°C por 1h, foram recuperados 150
isolados, sendo que para esse estudo foram avaliados 100 isolados. Destes micro-
organismos, 35 foram provenientes das amostras do ponto P1 (proximidades do Rio
Jaguaribe), 35 do ponto P2 (area colonizada pela espécie R. mangle) e 30 de P3 (4rea
povoada por 4. schaueriana) (Figura 6). A maioria dos isolados apresentou caracteristicas
morfolégicas tipicas de bactérias do género Bacillus, ou seja, bastonetes Gram-positivos,
produtores de esporo (Figura 7). Apos o isolamento, as bactérias foram armazenadas a -80
°C em caldo nutritivo com glicerol a 15%. Para identificar a origem de cada uma das
linhagens, optou-se por enumerar, apos a abreviagdo Jag, referente a Jaguaribe, o niimero
de cada um dos pontos. Dessa forma, linhagens que foram enumeradas com Jag seguida de
numeros comeg¢ando em 1, pertenceriam ao ponto P1. A mesma nomenclatura foi adotada

para os pontos P2 e P3.

Figura 6 - Aspecto das amostras de solo coletados (A) & beira do Rio Jaguaribe (P1), (B) na rizosfera de R.
mangle (P2) e (C) na rizosfera de A. schaueriana (P3) e seus respectivos isolados obtidos apds o

choque térmico.
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Figura 7 - Caracteristicas morfolégicas de isolados do Rio Jaguaribe, cujos aspectos referem-se ao grupo
Bacillus. (A) Jagl732; (B) Jag248; (C) Jag310. Seta indicando célula com esporo. Laminas

coradas pelo método de Gram e fotografadas em microscépio éptico com aumento de 1000 x.

5.3. Selecdo de linhagens produtoras de biossurfactantes

Para a selegio de linhagens produtoras de biossurfactantes, dois pardmetros foram
analisados. O primeiro deles, diz respeito a redugdo de tensdo superficial e o segundo, a
formagdo de emulsdes estaveis. O critério adotado para selecionar um micro-organismo
como bom produtor de tensoativos foi apresentar valor de tensdo superficial final abaixo de
40 mN/m (COOPER, 1986); enquanto que como bom produtor de emulsificante foi
considerado todo aquele cujo valor de emulsificagfio foi maior ou igual a 40% (YOUSSEF
et al., 2004). Baseado nestes limites, através da andlise de cluster de todos os dados
obtidos, foram formados quatro agrupamentos para cada um dos ensaios realizados. Dessa
forma, foram selecionadas nove linhagens produtoras de biossurfactantes e dez de
emulsificantes (Figuras 8, 9 e 10). Os resultados de todos os isolados encontram-se nos

anexos A e B.
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Figura 8 — Anélise de agrupamento dos valores obtidos nos ensaios de (A) tenso superficial e (B) indice de

emulsificagfio. Quadrados vermelhos em ambos os gréficos indicam os melhores resultados.
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Figura 9 — Medida da tensdo superficial final ap6s o crescimento das culturas em Meio Mineral por 48 h.

Seta indicando valor da tensdo superficial inicial, antes do crescimento microbiano.
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Figura 10 — Medida do indice de emulsificagdo do querosene com sobrenadante das culturas, apos o
crescimento em Meio Mineral por 48 h. Seta indicando o valor de emulsificagdo do meio

esterilizado.
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O sobrenadante da linhagem Jag248 chamou atengdo por formar uma camada de
emulsdo de 100% no ensaio de E24 que, no entanto, se desfez rapida e completamente,
ap6s 24 h de repouso da mistura. Observado este fendmeno, decidiu-se avaliar o potencial
emulsificante dos produtos desse micro-organismo, adicionando-se 300 pL do
sobrenadante bruto da cultura em uma emulsdo estivel formada por Meio Mineral,
querosene ¢ Tween 80, um surfactante comercial utilizado como controle positivo para o
ensaio de emulsificagdo. Através deste teste, foi possivel perceber nitidamente, ao longo de
30 dias, a quebra completa da emulsdo formada por Tween 80, sugerindo que a linhagem
Jag248 produziu um desemulsificante (Figura 11).

e
-

e

Figura 11 - (A) Atividade emulsificante formada com o sobrenadante da cultura Jag248. (B) Controle do
ensaio, formado pela mistura de Meio Mineral, querosene ¢ Tween 80, evidenciando a camada
emulsificada. (C) Emulsdo ap6s 30 dias: tubo 4 esquerda, controle sem adigéo do sobrenadante e,
tudo a direita, acrescido do sobrenadante.

5.4. Pesquisa dos genes sfp, ituD e Ipal4

O gene sfp, ligado & produgio de surfactina, foi detectado apenas nas linhagens
Jag15B, Jag185 e Jag249. Em relagfo aos genes para iturina ifuD) e Ipal4, foram positivas
as linhagens Jag227, Jag230, Jag248 e Jag255 (Figura 12).



72

1203 —> - 1203 —= ==

'213 - 1018 —> - -
e 675 —> -
506 —=> 506 —>  w= w

Figura 12 — (A) Pesquisa do gene sfp. M - marcador; (1) Jagl5B; (2) Jagl85, (3) Jag249 e (4) B.subtilis
LAMI008. (B) Pesquisa dos genes ituD e /pal4. M - marcador; (1) B. subtilis LAMI009 para o
gene Ipal4; (2) Jag248 para o gene ituD; (3) Jag248 para o gene lpal4; (4) Jag255 para ituD e
Ipal4. Tamanho dos fragmentos: [pal4 - 675 pb; ituD - 1203 pb.

A pesquisa da expressio dos genes ituD e Ipal4, cujos produtos estdo envolvidos
na atividade antiftingica, foi feita através da pesquisa dessa atividade contra os fungos
filamentosos Aspergillus niger, Penicillium herguei, Fusarium oxysporum, Mucor sp. e
Pythium oligandrum. Em ensaio de antibiose em placa, a coldnia de Jag248 inibiu o
crescimento de todos os fungos testados (Figura 13). Um exemplo dessa atividade, contra
Mucor sp., pode ser visualizada com detalhes na Figura 14. Neste caso percebe-se

nitidamente a inibigio nfo apenas das hifas vegetativas, mas em especial, das hifas aéreas,

responsaveis pela produgéo de esporos.
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Figura 13 - Atividade da linhagem Jag248 contra os fungos (A) Fusarium oxysporum; (B) Mucor sp.; (©)
Pythium oligandrum; (D) Penicillium herguei ¢ (E) Aspergillus niger.
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Figura 14 - (A) Inibigdo de Mucor sp. por Jag248. (B) Detalhe evidenciando (1) a presenga exclusiva de
hifas vegetativas na porgdo mais proxima ao crescimento bacteriano e (2) hifas reprodutivas
(adreas) apenas na por¢do mais distante. Liminas coradas com azul algoddo de lacto-fenol e

fotografadas em microscopio 6ptico com aumento de 400 x.

5.5. Ensaio de dispersio do éleo

O ensaio preliminar para determina¢do do volume ideal de sobrenadante a ser
adicionado no teste de dispersio de 6leo mostrou que 200 pL seria o minimo ideal para
permitir comparagdes de tamanho de halo, independentemente da concentragdo do

biossurfactante nas amostras analisadas (Figura 15).
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Figura 15 — Relagdo entre o tamanho dos halos de dispersdo de 6leo e o volume de sobrenadante adicionado

ao sistema dleo-agua.
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O ensaio de dispersdo de oleo foi realizado com as linhagens selecionadas nos
experimentos de emulsificagdio e de redugo da tenséo superficial. Jag248, Jag249 e Jag255
foram as tnicas bactérias que produziram resultados positivos, com halos superiores a 50%

do diametro da placa (Figura 16).

— g

Figura 16 — Comportamento de dispersdo do 6leo apos adigdo dos sobrenadantes brutos das bactérias
isoladas do manguezal (A) Jagl85; (B) Jag245; (C) Jag248; (D) Jag249; (E) Jag255 e
(F) Jagl732.

Os halos formados apés a aplicagdo dos 200 ul do sobrenadante das culturas

foram medidos nas duplicatas, e os resultados podem ser vistos na Figura 17.
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Figura 17 — Diémetro (cm) das zonas limpas formadas na superficie do filme de petréleo, com o

sobrenadante da cultura dos seis isolados selecionados.

Devido ao fato da linhagem Jag248 ter mostrado resultados promissores tanto
para produgdo de um desemulsificante, pelo ensaio de E24, como de biossurfactante, pela
dispersdo do 6leo e redugdo da tensdo superficial do meio, este micro-organismo foi
selecionado para os testes de biorremediago. Estes experimentos envolveram a limpeza de
uma amostra de solo da Baia de Todos os Santos € a remogio de uma mancha de 6leo em

uma simulag@o de derrame de petréleo em dgua marinha.

Além desses ensaios, foram realizados os experimentos de curva de crescimento
para detectar em que momento Jag248 comegava a produgdo do surfactante; analises do
sobrenadante frente a variagdes de pH e temperatura a fim de entender como esses
pardmetros influenciavam nas atividades estudadas e purificacdo do biossurfactante

produzido por esta linhagem, conforme descrito no item 4.2.9.

5.6. Construcio da curva de crescimento e ensaios de caracterizacio do

biossurfactante

A curva de crescimento foi construida baseada na contagem de células vidveis a
cada duas horas durante 48 h, bem como a analise do sobrenadante da cultura em cada um

dos tempos para verificar a produg@o de biossurfactantes e do desemulsificante por Jag248,
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através de ensaios de emulsificagio e de espalhamento do 6leo. O cultivo foi realizado
conforme descrito no item 4.2.4. A Figura 18 mostra que a cultura comegou a produzir
emulsificante apés 7 h de incubaggio, mas que essa produgéo foi momenténea, cessando
com 11 h de crescimento. Apds este periodo, todas as emulsdes foram bastante instaveis,
sugerindo a produgdo do desemulsificante. Em relagdio ao comportamento tensoativo,
observado nos experimentos de espalhamento de 6leo, o melhor resultado foi obtido apds

40 h de incubagéo de Jag248.
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Figura 18 — (A) Curva de crescimento do isolado Jag248 em Meio Mineral, incubada por 48 h a 30°C sob
agitagio de 150 rpm. Em destaque, os pontos 7h, 11h e 40h, mostrando a dindmica da
produgio do biossurfactante e do desemulsificante. Valores acima das figuras indicam as
medidas de emulsificagdo (E24 - %) e de tamanho de halo de dispersdo de oleo (em cm).
Todos com os respectivos desvios. (B) Aspecto da cultura com 7 h de crescimento, mostrando
espuma abundante. (C) Subcultivo de Jag248 em Agar Nutritivo contendo petréleo na
superficie, em diferentes tempos de incubagdo. Halos de afastamento do 6leo ao redor das

colénias sugerem a produgdo de tensoativos pela cultura.
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Os ensaios para verificagio do efeito do pH revelaram que o biossurfactante
produzido por Jag248 atua melhor em pH 7.0 (Figura 19). Em relagdo ao ensaio de
variagdo de temperatura, a atividade tensoativa permaneceu estdvel mesmo apos o

sobrenadante ter sido aquecido a 121 °C por 1 hora.

Tamanho do halo (cm)
ol
N

Figura 19 — Aspecto do espalhamento do 6leo em diferentes valores de pH. (A) pH 2.0; (B) pH 4.0; (C) pH
5.0; (D) pH 7.0; (E) pH 8.0; (F) pH 9.0; (G) pH 10.0. (H) Comparagdo entre 0s tamanhos dos

halos de espalhamento de oleo (cm) de acordo com as mudangas de pH.
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5.6.1. Estudo da formaciio de micelas por condutividade

Segundo a analise de condutividade, o sistema de biomoléculas de Jag248
apresenta duas formas de interagdes micelares. Na diluicdo 1/950 ocorre a conversdo dos
mondmeros, formando a micelas intramoleculares. Da interagdo dessas micelas, na
diluigdio 1/550, observa-se o surgimento das micelas intermoleculares. Para o SDS,
surfactante padrfio para esta metodologia, observa-se a formagio apenas das micelas

intramoleculares, na dilui¢do 1/16 (Figura 20).
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Figura 20 — Relagdo entre condutividade ¢ diluigdes na formagdo de micelas (A) do biossurfactante de
Bacillus sp. Jag248 e (B) do surfactante dodecil sulfato de sédio (SDS).

5.7. Testes de simulaciio em biorremedia¢io com amostras reais
5.7.1. Limpeza de solo contaminado com petroleo

Nos ensaios de limpeza do solo do manguezal da Baia de Todos os Santos,
contaminado com petroleo (Figura 21 A e 21 B), foi possivel observar o desligamento do
6leo imediatamente apds a imersdo do solo no sobrenadante bruto da cultura Jag248

(Figura 21 C e 21 D). Ap6s 24 h de agitagdo, foi possivel realizar a recuperagdo de 6,8 g de

1/2




81

solo do grupo experimental contra 2,1 g do grupo controle, no qual o solo estava imerso

apenas em agua do mar (Figura 21 E e 21 F).

Figura 21 — (A) Aspecto do solo no manguezal da Baia de Todos os Santos, mostrando o petrdleo
impregnado ao longo dos anos. (B) Amostra utilizada nos ensaios de limpeza de solo. (C)
Preparo das amostras. Lado esquerdo — solo com agua marinha (controle negativo); lado
direito — solo imerso no sobrenadante de Jag248. (D) Detalhe do solo desligado do petréleo
imediatamente apés a imersdo no sobrenadante da cultura. (E) Solo recuperado apo6s 12 h de
agitagdo. Amostra esquerda, controle e amostra direita, experimental, mostrando o solo
acumulado no fundo da vidraria. (F) Aspecto dos solos recuperados, apos a secagem. Placa

esquerda, controle e direita, experimental.
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Este resultado nos despertou para a possibilidade do produto microbiano
produzido por Bacillus sp. Jag248 ser utilizado em procedimentos de MEOR (recuperagio
melhorada do petréleo por agiio microbiana). Desta forma, fizemos ensaios de agitagio
vigorosa em vortex, por 2 minutos, de 5,0 mL de petréleo juntamente com o mesmo

volume de sobrenadante. Ap6s a agitagdo, o petréleo apresentou-se fluido, conforme pode

ser visualizado na Figura 22.

Figura 22 — (A) Aspecto do petréleo apos agitagdo com sobrenadante de Jag248. (B) Controle, agitado com

4gua marinha.

5.7.2. Remocdo de petréleo da agua do mar

A aplicagiio do sobrenadante néo purificado de Jag248 na superficie do petréleo
causou o rompimento aleatorio da mancha na superficie da agua (Figura 23 A). No caso da
aplicagio do sobrenadante no centro da mancha, esta se desfez de forma simétrica,
colapsando no centro e aumentando o difmetro de forma continua no decorrer do tempo
(Figura 23 B). A aplicagio do sobrenadante nas extremidades da mancha fez com que o

petroleo ficasse contido em um sé ponto, facilitando posterior remogdo (Figura 23 C).
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Figura 23 — Comportamento de ruptura da mancha de petroleo na superficie da agua do mar apds adigdo do
sobrenadante ndo purificado de Jag248. (A) Sobrenadante borrifado sobre a mancha. (B)
Sobrenadante gotejado no centro da mancha. (C) Sobrenadante adicionado nas extremidades da

mancha.

Para fins comparativos, o ensaio de limpeza de agua marinha também foi
realizado utilizando surfactantes comerciais. Neste experimento foram utilizados 50 mL de
4gua, 0,5 g de petrdleo ¢ 0,5 mL do surfactante teste. Foram analisados dodecil sulfato de
sodio (SDS) a 10% v/v, Tween 80 € quaternario de aménio (QUAT) puro. Agua destilada
foi utilizada com controle negativo. O QUAT foi o unico surfactante que causou ruptura

total da camada de petréleo, semelhante ao biossurfactante de Jag248 (Figura 24).

Al B (& D E

Figura 24 — Ensaio de espalhamento do dleo. (A) Sobrenadante da cultura Jag248; (B) SDS a 10%; ©
Tween 80; (D) QUAT puro; (E) Agua destilada (controle negativo).

5.8. Purificaciio parcial do biossurfactante

Como mostrado na Figura 25 A, o cromatograma do sistema de biomoléculas preé-
purificado de Jag248 foi diferente do perfil da surfactina, biossurfactante conhecido como
o mais potente dentre os produzidos por cepas de Bacillus. O perfil de Jag248 apresentou

intervalo de elui¢do dos picos semelhante ao exibido pela cepa B. subtilis RB14,
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reconhecidamente produtora dos lipopeptideos iturina, plispastatina e surfactina (TSUGE

et al, 2005). O aquecimento da amostra pré-purificada reduziu o tamanho dos picos,

conforme observado no cromatograma em preto da figura 25 B.
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Figura 25 — (A) Cromatograma do sobrenadante parcialmente purificado ndo aquecido (azul), aquecido

(preto) de Jag248 e da surfactina comercial a 0,5mg/mL (verde). (B) Destaque para 0 perfil
cromatografico dos produtos de Jag248. Setas vermelhas indicam os picos detectados. (C)
Cromatograma dos lipopeptideos produzidos por B. subtilis RB14, onde IT= liturina, PL=
Plipastatina ¢ SF = Surfactina (TSUGE et al., 2005), destacando o perfil para iturina. Em

vermelho, destaque para os picos com tempos de eluigiio semelhantes.
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Apbs a purificagdo parcial, um novo ensaio de espalhamento de dleo foi realizado
com os produtos obtidos. Foi observado que o sistema de biomoléculas de Jag248 atuou

melhor que a surfactina e que néio houve perda da atividade apos o aquecimento (Figura
26).

Figura 26 — Ensaio de espalhamento de 6leo apos purificagdo do sobrenadante de Jag2438. (A) Purificado de
Jag248 ndo aquecido; (B) Purificado de Jag248 aquecido e (C) Surfactina comercial a 0,5
mg/mL.

Como esta linhagem apresentou forte atividade antifingica e foi positiva para o
gene da iturina, resolveu-se realizar também o ensaio de inibi¢do de fungos com o
sobrenadante ndo tratado e apds a purificagio. Conforme observado na Figura 27, a
inibigio ocorreu apenas quando se utilizou o proprio micro-organismo ou seu produto

purificado. Esta atividade ndo foi detectada no sobrenadante bruto.
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Figura 27 — Placa A. (1) Inibigdo de Aspergillus niger por Jag248; (2) Controle negativo (agua); (3) e 4)
sobrenadante filtrado e ndo tratado, (5) células lisadas de Jag248. Placa B. (6) Controle

negativo - extra¢do com diclorometano; (7) Fragdo extraida com diclorometano; (8) Fraglo

extraida com acetato de etila; (9) Controle negativo - extragdo com acetato de etila; (10) Fragéo
aquosa; (11) Fragdo extraida com n-butanol.

5.9. Identificacio molecular das linhagens selecionadas

A identificacdo das bactérias do manguezal do Rio Jaguaribe foi realizada apenas
com as linhagens promissoras. Os fragmentos obtidos através do sequenciamento foram
utilizados de forma a gerar uma sequéncia inica ou consenso de cada isolado (ANEXO C).
Segundo andlise do RNA 16S, com a ferramenta BLASTn do GenBank, todas as seis
bactérias foram classificadas como Bacillus sp. (Tabela 6). A caracterizacdo cultural dos
isolados selecionados revelou morfologia distinta entre as seis linhagens, evidenciada pela

forma, tamanho, coloragéo e aspecto superficial das coldnias (Figura 28).



87

Tabela 6 — Analise das sequencias obtidas do gene do rRNA 16S de cada isolado, utilizando a ferramenta
BLASTn do GenBank.

Espécies com maior

Linhagem identidade no GenBank Numero de acesso % de Identidade
Bacillus cereus HM161852.1 99%
Jagl85 Bacillus thuringiensis AM747223.1 99%
Bacillus mycoides AB363736.1 99%
Bacillus megaterium HM104232.1 99%
Jag245 Bacillus subtilis EU257452.1 99%
Bacillus horikoshii GU232770.2 99%
Bacillus subtilis HM224387.1 100%
Jag248 Bacillus amyloliquefaciens FI889057.1 100%
Bacillus velenzensis FJ713021.1 100%
Jag249 Bacillus subtilis HQ236066.1 100%
Bacillus licheniformis GQ903333.1 99%
Bacillus subtilis AY775778.1 100%
Jag255 Bacillus amyloliquefaciens HM150666.1 99%
Bacillus polyfermenticus AY149473.2 99%
Jagl732 Bacillus pumilus HQ122449.1 100%
Bacillus safensis AY030327.1 100%

Figura 28 - Caracterizagdo cultural das linhagens selecionadas dentre os isolados do solo do manguezal.
Cultivo em meio ATGE a 30 °C por 24 h (Aumento de 6,4x). Escala de 1,0 mm. (A) Jagl85;
(B) Jag245; (C) Jag248; (D) Jag249; (E) Jag255; (F) Jagl732.
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Em relagdo & andlise filogenética dos selecionados do manguezal, 0 dendograma
mostrou a formac#io de trés grupos principais (Figura 29). O primeiro grupo reuniu quatro
linhagens (Jag255, Jag248, Jag249 ¢ Jag1732) juntamente com 11 sequéncias provenientes
do GenBank. O segundo grupo foi formado pelo isolado Jag245 e mais cinco sequéncias
provenientes do GenBank, enquanto o terceiro grupo, por Jag185 e mais trés sequéncias do
GenBank. Dessa maneira, das seis linhagens, Jag245 e Jagl85 apresentam menor

similaridade com 0s demais.
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Jag255

AY775778 1 B, subtilis
HM130666 1B. amyvloliquefaciens
{F}"’HOZI 1 B. velezensis

r——

FJ889057 1 B. ammvioliguefaciens
Jag248 |

bl BN |

HM224387 1 B. subzilis

AY149473 2 B. pohfermenticus
433407 1 B. velezensis

Jag249

\_ﬂH 236066 1 B. subrilis
GQ903333 1 B. licheniformis

Jagl732
HQ122449 1 B. pumilus
LAYOSOSZT 1 B. safensis
EU257452 1 B. subrilis
HM104232 1B. megaterium
Jag245

[&EL’IZHIB 1B. flexus

GU232770 2 B. horikoshii
EF114313 2 B. aryabhattai
Jag185
HM1618352 1 B. cereus
AMT47223 1 B, thuringiensis
AB363736 1 B. mycoides

0030 0025 0020 0015 0010 0005 0000

Figura 29 — Arvore filogenética construida pelo método de Neighbour-Joining (SAITOU & NEIL, 1987)
demonstrando as relagdes evolutivas entre as linhagens de bactérias estudadas e linhagens de

micro-organismos relacionados com base na sequéncia do gene ribossomal 16S.
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6. DISCUSSAO

A pesquisa dos micro-organismos foi feita em trés regides distintas do manguezal
do Jaguaribe, visando cobrir diferentes habitats do ecossistema e aumentar as chances de
encontrar micro-organismos produtores de surfactantes. Cada um dos ambientes analisados
apresentou caracteristicas abidticas bem distintas, devido principalmente ao grau de
influéncia da maré. Avaliando os pardmetros abidticos (Tabela 5, pagina 66), percebe-se
que as maiores diferengas entre os pontos est3o na relago silte e argila e no teor de matéria
orgénica. Os maiores valores para cada uma dessas varidveis foram encontrados nos pontos
P2 e P3, os quais apresentaram respectivamente 62,3% =+ 2,70 e 67,5% =+ 4,62 de silte e
argila e 9,3% £ 0,25 e 7,6% + 0,33 de matéria orginica. Esses resultados podem ser
entendidos quando se analisa que nestes pontos a vegetagdo € bastante desenvolvida e a
drea estd sujeita & menor hidrodinamismo, favorecendo o acumulo de matéria orgénica.
Sendo o ponto P2 corresponde a regido de rizosfera de Rhizophora e o P3, a de Avicennia,
a baixa influéncia da maré aliada as raizes pronunciadas e de penetra¢do profunda,
reduzem as correntes e favorecem a retengéo de grdos mais finos. A baixa energia com
predominio de acumulo de fragtes finas explica a granulometria encontrada para cada uma
das amostras. Nos manguezais a hidrodindmica local exerce papel fundamental na sele¢do
da granulometria do solo, interferindo diretamente no actmulo de matéria orginica
(FERREIRA et al., 2007). Os valores de salinidade variaram de 35 a 45, o que mostra uma
forte influéncia marinha neste ecossistema, cujos teores foram superiores a da agua do mar.
Isso pode ser entendido como uma reflexo de mudangas globais que tém alterado a
dindmica costeira, provocando o avango do mar sobre no continente (MAIA & LIMA,
2004). Analisando os valores de pH, estes nfo oscilaram na profundidade estudada (0-10
cm) confirmando o efeito tamponante da agua marinha que percola no solo do manguezal.
A manutengdo do pH préximo a neutralidade é fundamental para garantir a viabilidade dos

macro € micro-organismos que residem nesse ecossistema.

Os resultados de isolamento microbiano mostraram que o aquecimento do solo do
manguezal a 80 °C por uma hora foi uma estratégia eficaz para selecionar bactérias com
caracteristicas de Bacillus, ou seja, Gram positivas, com formato de bastonete e produtoras
de esporos (Figura 7, pagina 68). Os esporos sdo estruturas altamente resistentes que

garantem a manuten¢do da viabilidade celular por um longo periodo de tempo, mesmo
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quando as condigdes externas sdo desfavoraveis para o crescimento do micro-organismo.
Quando em condigdes ideais, tornam-se potencialmente capazes de originar uma nova
célula vegetativa, através do processo de germinagiio (MADIGAN et al., 2010). Selecionar
bactérias com essa caracteristica foi uma forma de facilitar a recuperagéio de linhagens de
Bacillus, ja que esse género abrange espécies produtoras do biossurfactante mais eficiente
que se conhece, a surfactina, a qual pode ser sintetizada por B. subtilis (MIZUMOTO;
HIRAI; SHODA, 2007), B. coagulans (HUSZCZA & BURCZYK, 2006), B. pumilus ¢ B.
licheniformis (NEU, 1996; PEYPOUX, BONMATIN & WALLACH, 1999).

Para avaliar a produgiio de biossurfactantes e/ou bioemulsificantes pelos isolados
do manguezal do Rio Jaguaribe foram utilizadas respectivamente as metodologias de
redugiio da tensdio superficial e atividade emulsificante. Todos os procedimentos foram
realizados com o sobrenadante livre de células, de culturas com 48 h de crescimento. Os
resultados gerais destes ensaios mostraram caracteristicas bastante diversificadas entre os
micro-organismos analisados. O critério adotado para selecionar um micro-organismo
como bom produtor de tensoativos foi apresentar valor de tensdo superficial final abaixo de
40 mN/m (COOPER, 1986); enquanto que como bom produtor de emulsificante foi
considerado todo aquele cujo valor de emulsificagfo foi maior ou igual a 40% (YOUSSEF
et al., 2004). De acordo com a analise estatistica de agrupamento (Figura 8, pagina 69),
foram selecionadas cinco linhagens como boas produtores de biossurfactantes — Jag248,
Jag252, Jag263, Jag263.1 e Jagl1732 (Figura 9, pagina 70) — enquanto que para sintese de
emulsificantes foram escolhidos seis isolados: Jag185, Jagl91, Jagl98, Jag212, Jag242 e
Jag310 (Figura 10, pagina 70). As linhagens do ponto P2 Jag245, Jag249, Jag251 e Jag255
(Figuras 9 e 10, pagina 70) foram eficientes tanto para a produgdo de biossurfactantes
como de emulsificantes. Ja o sobrenadante de Jag248 apresentou resultados que sugerem a
produgio de um desemulsificante (Figura 11, pagina 71). Com base nesses resultados
observamos a eficiéncia da analise utilizada que tem como principio agrupar os dados com
maior semelhanga entre si. A escolha da estatistica por agrupamento foi fundamental para
que linhagens em potencial ndo fossem perdidas, caso a selegéio fosse baseada apenas nos
dados brutos dos experimentos. A analise apenas visual dos resultados certamente excluiria
as linhagens Jag251, Jag252, Jag263 e Jag263/1, devido aos valores ainda elevados de
tensdo superficial final se comparado s outras linhagens selecionadas. Dessa forma, pode-

se perceber com maior clareza a importéncia da aplicagéo do teste estatistico.
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A literatura reporta alguns estudos nos quais foram pesquisados micro-organismos
do solo para a produgdo de biossurfactantes. Ruggeri e colaboradores (2009) pesquisaram a
producdo de biossurfactantes e bioemulsificantes em 80 linhagens recuperadas de 13
amostras de solo e &4gua contaminados com derivados de petréleo. Esses autores
conseguiram selecionar isolados com potencial para produzir biossurfactantes ou
emulsificantes. Apenas uma linhagem identificada como Cupriavidus sp. BSNC28C foi
capaz de produzir as duas moléculas. Esta linhagem, juntamente com duas de
Pseudomonas sp. foram as Unicas que conseguiram reduzir a tensdo superficial do meio a
valores abaixo de 40 mN/m, podendo, por isso, serem consideradas promissoras. Mercadé
e colaboradores (1996) isolaram 44 linhagens de solo contaminado. Cinco destas
apresentaram capacidade de degradar Oleo lubrificante mediada pela produgéo de
biossurfactantes. Willumsen e Karlson (1997), a partir de solo contaminado por
hidrocarbonetos poli-aromaticos (HPA), recuperaram 57 isolados capazes de crescer em
meio contendo HPA. Apenas quatro deles apresentaram atividade tensoativa. Rahman e
colaboradores (2003) isolaram 130 linhagens de solo contaminado por petréleo sendo que
apenas duas foram capazes de crescer em Oleo bruto e produzir biossurfactantes.
Confrontando os trabalhos anteriormente citados com o presente estudo, concluimos que os
resultados de sele¢do de micro-organismos produtores de biossurfactantes foram bastante
promissores. De 100 linhagens recuperadas do solo, obtivemos seis potencialmente
produtoras de emulsificantes, cinco, de biossurfactantes, quatro que sintetizam moléculas

com essas duas caracteristicas e uma que produz um desemulsificante.

Das nove linhagens indicadas como melhores produtoras de biossurfactantes
(Figura 9, pagina 70), algumas conseguiram reduzir a tensdo superficial em torno de 50%.
A produgdo de emulsificantes e biossurfactantes por Bacillus € constitutivamente
estimulada por glicose e pode ser induzida por compostos hidrofébicos (HAFERBURG et
al., 1986). No manguezal estudado, estas biomoléculas podem desempenhar fungdes
ecologicamente importantes para os micro-organismos produtores. Segundo Raajimakers e
colaboradores (2010) os lipopeptideos de Bacillus apresentam trés fun¢des naturais, as
quais envolvem o antagonismo contra outros micro-organismos, a motilidade e a adesdo a
superficies. Outros autores ainda destacam a importancia dessas moléculas como
sinalizadoras no crescimento e diferenciagdo celular (ONGENA & JACQUES, 2008,
LOPEZ et al., 2009).
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Ainda se tratando do isolamento, observamos que a maioria das bactérias
selecionadas como produtoras de biossurfactantes e bioemulsificantes foi recuperada do
solo de rizosfera de Rhizophora mangle, ponto P2. Isto pode ser entendido ao analisarmos
que neste ponto o teor de matéria organica foi o mais elevado (Tabela 5, pagina 66), o que
favorece a ocorréncia de comunidades microbianas mais densas e com maior diversidade,
aumentando, portanto, a probabilidade de se encontrarem linhagens microbianas
produtoras de lipopeptideos. Nos micro-nichos, essas biomoléculas tém grande
importancia ecologica, pois regulam, através de sinalizagdes quimicas, o tamanho das
populagdes microbianas por quorum sensing. (ONGENA & JACQUES, 2008). Esse fator
aliado ao tamanho das particulas do solo, atua na selegdio e distribuigdo dos micro-
organismos no ambiente, pois fornece substratos e nutrientes essenciais ao crescimento
microbiano (Van GESTEL, MERCKX & VLASSEK, 1996). Segundo Sessistsch e
colaboradores (2001), ndo apenas a biomassa, mas também a estrutura da comunidade é
significativamente afetada pelo tamanho da particula do solo, sendo a maior diversidade
microbiana observada em fragdes de argila (0,1 - 2 pm) e de silte (2 - 63 pum), as quais

também consistiram na fragdo mais significativa do solo no ponto P2.

Outro importante fator que pode explicar a maioria dos produtores de
biossurfactantes ter sido proveniente de P2 ¢ a concentragéo de ferro no solo. Por meio de
analises fisico-quimicas do solo foram detectados 65,8% de ferro na forma de pirita na
amostra rizosfera de Rhizophora mangle contra 20,8% nas proximidades do Rio Jaguaribe
e 0,63% na rizosfera de Avicennia schaueriana (NOGUEIRA (2011), comunicagio
pessoal). Essa diferenca nas concentragdes de ferro, além de promover trés ambientes bem
distintos dentro do manguezal, atua como fator seletivo sobre as comunidades microbianas
de cada local, tanto no que se refere a diversidade de espécies, como na abundéincia de
cada uma delas. Analisando sob a optica da produgdo dos biossurfactantes, outra
observa¢do que merece ser reforgada é a de que micro-organismos produtores dessas
moléculas o fazem melhor quando na presenga de ferro. Segundo Cooper e colaboradores
(1981) a adigfo de ferro no meio para producéo de biossurfactantes aumenta o rendimento
de surfactina sintetizada por B.subtilis. Wei & Chu (1998) relataram um aumento de dez
vezes na produgdo de surfactina quando a concentragdio de ferro no meio foi aumentada
para 4puM, resultando em niveis maiores que os atribuidos a cepas geneticamente

selecionadas.
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Nossos resultados referentes a produgdo de tensoativos e emulsificantes (Figuras 9
e 10, pagina 70) corroboram com a observagdo de Ron e Rosenberg (2001), segundo a qual
nem todo biossurfactante constitui um bioemulsificante, e que as duas propriedades
estudadas nfio apresentam, obrigatoriamente, correlagdo. Foram observados diversos perfis
de produgdo dessas moléculas dentro de um grupo de micro-organismos pertencentes a
mesma amostra de solo; o que, do ponto de vista ecoldgico, certamente agrega vantagens a
comunidade microbiana, pois possibilita a adesdio a diversos nichos (ONGENA &
JACQUES, 2008). Algumas moléculas podem reduzir a tensdo interfacial, desestabilizando
a organizagdo entre duas fases, como fazem os surfactantes, mas ndo obrigatoriamente
estabilizar emulstes formadas pela mistura dessas duas fases, atividade conferida aos
emulsificantes (RON & ROSENBERG, 2001; YOUSSEF et al., 2004; BENTO,
CAMARGO & GAYLARDE, 2008).

Tendo a surfactina isolada por Yeh, Wei e Chang (2005) como referencial, que
reduz a tensdo superficial da dgua de 72 mN/m para 27 mN/m a concentra¢des abaixo de
20uM podemos ressaltar a importdncia dos resultados obtidos neste trabalho, pois os
micro-organismos estudados conseguiram reduzir de forma acentuada a tensdo inicial do
meio de cultura, o qual era de 60mN/m para em torno de 30 mN/m, em alguns casos
(Figura 9, pagina 70). Importante destacar que os valores alcangados foram registrados a
partir da andlise dos biossurfactantes brutos, isto €, com os sobrenadantes das culturas.
Segundo Cooper (1986), micro-organismos que apresentam redugdes na tensdo superficial
menores que 40 mN/m sdo promissores para producéio de biossurfactantes. As linhagens

selecionadas neste trabalho encaixam-se neste perfil.

Os resultados de atividade emulsificante dos sobrenadantes livres de células
mostraram que 10 linhagens apresentaram valores de E24 entre 40,5% e 61,6% (Figura 9,
pagina 70). Segundo Youssef et al. (2004), valores de emulsificagées maiores ou iguais a
40% sdo encorajadores, merecendo um estudo mais aprofundado dos micro-organismos
produtores. E possivel que o nimero de bactérias produtoras de emulsificantes dentre os
testados fosse maior. Este resultado pode variar de acordo com o hidrocarboneto utilizado
no teste, fator de certo modo, seletivo. Priya e Usharani (2009) estudaram a produgfo de
biossurfactantes por oito bactérias isoladas através de ensaios de emulsificagio utilizando

querosene, petroleo, diesel e Oleo vegetal. No trabalho citado, foi possivel observar a
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variagdo do indice de emulsificagfo obtido para uma mesma bactéria, quando modificada a
fonte de hidrocarboneto utilizada. Essa variacdo reflete seletividade do biossurfactante,
ratificando a propriedade dessas moléculas de apresentarem alta especificidade com o
substrato apolar que interagem. Dessa forma, indices de emulsificagéo diferentes poderiam
ter sido observados com outros hidrocarbonetos ou outras linhagens produtoras poderiam
ter sido detectadas. Navon-Venezia e colaboradores (1995) mostraram que o emulsificante
Alasan, produzido por Acinetobacter radioresistens, foi eficiente em emulsificar
compostos alifaticos de cadeia longa, mas nfio apresentou os mesmos resultados com os de
cadeia curta, como o pentano e compostos aromaticos como o benzeno e o xileno. Liu e
colaboradores (2010) também obtiveram valores de emulsificagdo que oscilaram entre 60 e
100% de acordo com o hidrocarboneto-teste. Foram testados benzeno, xileno, n-pentano,

n-nonano, gasolina e 6leo diesel com um biossurfactante de B. subtilis AB93108.

Muitos trabalhos registraram a produgdo de biossurfactantes por cepas de Bacillus
com emulsificacdes de querosene de 40 até 65 %, como observado por Pruthi e Cameotra
(1997), Davis, Lynch e Varley (2001), Gouveia e colaboradores (2003) e Nitschke e
Pastore (2003). Todos esses autores obtiveram valores de emulsificagdo superiores a 40%
ap6s um crescimento de, no minimo 48 h, tempo necessario para as linhagens deste

trabalho, expressarem a produgdo dos biossurfactantes.

O experimento de emulsificagio utilizando o sobrenadante de Jag248 nos
despertou a aten¢do (Figura 11, pagina 71). Apés a agitagdo vigorosa do sistema
sobrenadante e querosene, observou-se a formagdio de uma intensa e estavel camada
emulsificante. Entretanto, apés 24 h, esta mistura se desfez de tal modo que foi possivel
recuperar praticamente todo o querosene inicial utilizado no experimento. Este fendmeno
nos levou a verificar a possibilidade desse sobrenadante romper emulsdes bastante
estaveis, como as promovidas por Tween 80, o qual foi utilizado como controle positivo. A
adigfio de 300 uL do sobrenadante da cultura de Jag248 na emulsdo Tween 80-querosene
ocasionou a separagio completa destes compostos apds 30 dias de repouso do sistema. Da
mesma forma, foi possivel recuperar o querosene. A capacidade de separar emulsdes nos
levou a inferir que no sobrenadante da cultura analisada haveria moléculas com

propriedades desemulsificantes.
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As emulsdes estaveis de 6leo sdo necessariamente produzidas durante as varias
etapas de producdo e processamento do petrdleo, a fim de se reduzir a viscosidade do 6leo
e facilitar o seu transporte. No entanto, essas emulsdes tornaram-se um dos maiores
problemas para a industria petroquimica, pois precisam ser desfeitas em algum momento
de modo a possibilitar a recuperagdo das fases de interesse. A estabilidade dessas emulsdes
¢ diretamente afetada pela viscosidade do 6leo, razdo superficie/volume das goticulas na
emulsdio, temperatura, pH, tempo de formagdo da emulsdo, tipo de agente emulsificante,
densidade e agitagio. Agua e residuos dentro dos tanques de armazenamento ¢ nas
tubulagdes de transporte de petroleo podem causar corrosdo, sendo necessarios diversos
tratamentos dispendiosos com calor e detergentes para remocao desses contaminantes

(DAS, 2001; VAN HAMME & URBAN, 2009).

Neste contexto, os desemulsificantes microbianos tém atraido bastante atencio
em pesquisas recentes devido a baixa toxicidade, facil biodegradabilidade e viabilidade
econdmica, se comparado aos desemulsificantes quimicos (SINGH; VAN HAMME;
WARD, 2007). Espécies de Nocardia, Corynebacterium, Rhodococcus, Bacillus,
Micrococcus, Torulopsis, Acinetobacter, Alteromonas, Aeromonas e algumas culturas
mistas sdo conhecidas por possuirem propriedades desemulsificantes. Entretanto, a
aplicagdo dos desemulsificantes in situ ainda encontra-se em fase de testes, devido ao fato
dessas moléculas apresentarem diferentes niveis de resposta de acordo com as
caracteristicas do 6leo e das condigdes ambientais (ZAKI, 1997; SINGH; VAN HAMME;,
2007; WARD et al., 2009).

A anélise molecular para pesquisa do gene sfp, gene indicador de espécies de
Bacillus produtores de surfactina, mostrou que apenas as linhagens Jagl5B, Jagl85 e
Jag249 apresentaram este gene (Figura 12 A, pagina 72). No trabalho desenvolvido por
Hsieh e colaboradores (2004) 35 cepas de Bacillus, sendo 15 padrdes e 20 obtidas de
amostras ambientais, foram avaliadas quanto & produgdo de surfactina através dos
experimentos de atividade hemolitica, reagdo em cadeia da polimerase (PCR), e por
quantificagdo em HPLC. Os resultados das analises por PCR e por HPLC foram idénticos,

confirmando quais cepas eram realmente produtoras do biossurfactante.
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Em nosso trabalho, a detecgéio de apenas trés linhagens produtoras de surfactina
ndo nos pareceu um resultado desanimador, visto que encontrar em um ambiente t&o
complexo como o solo de manguezal, micro-organismos produtores especificamente desse
biossurfactante nio se constitui uma tarefa facil (DANIEL, 2004). Hsieh e colaboradores
(2004) citam que somente em torno de 20 cepas de Bacillus, pertencentes a bancos
publicos ou privados, tém sido listadas como produtoras desse lipopeptideo. Ainda, o fato
das outras linhagens niio terem apresentado o gene em questdo, ndo exclui a possibilidade
desses micro-organismos produzirem outros tipos de biossurfactantes. Isso pode ser
facilmente confirmado ao confrontar os dados da frequéncia do gene sfp nos isolados com
os de tensdo superficial, o que nos permite concluir que outros tipos de biossurfactantes,

que ndo a surfactina, foram produzidos por algumas das linhagens estudadas (Figura 9,
pégina 70).

Observando apenas os valores de redugdo de tensdo superficial das linhagens
possuidoras do gene sfp, Jag15B (41,8 mN/m + 1,5), Jag185 (46,0 mN/m) e Jag249 (29,4
mN/m + 1,4) - dados em ANEXO B, pagina 142 - temos que Jag249 foi a mais eficiente na
produgdo de biossurfactante. Em se tratando dos indices de emulsificagdo, os quais foram,
respectivamente, 13,4% + 3,6; 57,0% e 54,6% £ 2.5 - dados em ANEXO A, pagina 139 -
Jagl85 e Jag249 apresentaram OS melhores resultados, sugerindo a produgio de
emulsificantes por estas linhagens. Estes dados reforcam a idéia de que a expressdo dos
genes para a produgdo de tensoativos estd diretamente relacionada as condigdes de cultivo
microbiano e que a intensidade de sintese dessas moléculas pode variar muito, mesmo em
micro-organismos da mesma espécie (HSIEH et al., 2004). Além disso, algumas cepas
produtoras de lipopeptideos podem gerar mais de um tipo dessas moléculas, tais como B.
subtilis RB14, YB8 e ATCC6633 as quais sdo produtoras respectivamente de surfactina,
iturina A e plipastatina; surfactina € plipastatina B1; surfactina e micosubtilina. Essa
produgdo depende diretamente das condi¢des de crescimento fornecidas (HUANG, ANO
& SHODA, 1993; TSUGE, ANO & SHODA, 1996; DUITMAN et al., 1999; VAN
HAMME & URBAN, 2009).

Tendo isso em mente, resolvemos realizar ensaios paralelos ao trabalho principal
desta tese, nos quais outro lipopeptideo de Bacillus, a iturina, foi pesquisado por PCR. Esta

molécula apresenta grande semelhanca estrutural com a surfactina e é considerada, por
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muitos autores, um excelente antifingico. Esse potencial ja foi investigado em diversos
trabalhos, tendo como referenciais mais recentes as revisdes de Ongena e Jacques (2008) e
de Raaijmakers e colaboradores (2010). Nossa curiosidade para verificar a presenga deste
gene nos isolados do solo do Jaguaribe foi despertada quando nfio encontramos correlagdo
entre a presenga do gene para surfactina e a sintese de biossurfactantes tdo eficientes como
o de Jag248. Embora iturina seja primordialmente citada como antifiingico, alguns autores
classificam esse lipopeptideo também como um biossurfactante (AHIMOU, JACQUES &
DELEU, 2000; MUKHERIJEE & DAS, 2005).

Os genes utilizados para pesquisa das linhagens produtoras de iturina foram ituD e
Ipal4, que codificam respectivamente a coenzima manolil A transacilase, sem a qual a
iturina nfio pode ser sintetizada (TSUGE, AKIYAMA & SHODA, 2001), e fosfopanteteinil
transferase, requerida para a maturagio da iturina ap6s sua sintese. Segundo Hsieh e
colaboradores (2008), ambos os genes sdo fundamentais para a produgdo de iturina e, por
isso, sdo pesquisados em conjunto para identificagéo de linhagens de Bacillus produtoras

desse lipopeptideo.

O ensaio de PCR utilizando os primers Ipal4 e ituD, permitiu detectar a presenca
dos genes para sintese desta molécula nas linhagens Jag227, Jag230, Jag248 e Jag255
(Figura 12 B, pagina 72). Ensaios paralelos de atividade antifingica foram realizados com
esses isolados contra Aspergillus niger, Penicillium herguei, Fusarium oxysporum, Mucor
sp. e Pythium oligandrum, sendo Jag248 a unica que inibiu o crescimento de todos os
fungos testados. Importante destacar a atividade esporicida bastante efetiva, observada
contra Mucor sp. e Penicillium herguei (Figura 13, pagina 73 e Figura 14, pagina 74). As
espécies de fungos utilizadas neste ensaio foram escolhidas devido a sua importncia
econdmica, por serem fitopatégenos e pelo potencial em contaminar e deteriorar alimentos.
Além disso, neste teste procurou-se investigar a capacidade das linhagens microbianas em
inibir o crescimento de fungos com diferentes constituigdes de parede celular. Com
excecdo de Mucor sp., que apresenta parede de celulose, os outros fungos apresentam
parede formada por quitina. A inibigdo de todos os fungos por Jag248 permitiu reafirmar
que esta agdo deveu-se a produgdo de iturina e ndo de enzimas de degradagio das paredes
fiingicas. Como ndio estava no enfoque deste estudo, a pesquisa aprofundada dessa

atividade ficou reservada para uma abordagem em outro trabalho desenvolvido por nosso
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grupo. No entanto, ndo podemos deixar de comentar que a existéncia de bactérias
produtoras de antifiingicos em solo de manguezal certamente tem um valor ecolégico

importante, no que diz respeito ao controle do equilibrio das comunidades microbianas do

solo.

Em posse desses resultados, as linhagens Jag185, Jag245, Jag248, Jag249, Jag255
e Jag1732 foram selecionadas para prosseguimento dos ensaios de dispersdo do oleo. Esses
isolados foram os que apresentaram os melhores valores de redugfo de tensdo superficial
e/ou de emulsificagfio. Antes do ensaio de dispersdo, foi realizado um teste preliminar para
se determinar qual o volume ideal de sobrenadante seria utilizado a fim de se verificar
diferengas de tamanho de areas limpas na superficie do 6leo. Segundo a Figura 15 (pagina
74) observamos que o volume de 200 pL foi considerado ideal para se perceber as
diferengas desejadas, visto que a partir desse volume, os halos foram maximos para cada

um dos micro-organismos utilizados neste ensaio.

No teste de dispersdo do dleo com as linhagens selecionadas, Jag248, Jag249 e
Jag255 foram os que apresentaram resultados positivos, com halos superiores a 50% do
didmetro da placa (Figura 16, pagina 75). Destacam-se neste grupo Jag248 e Jag255, cuja
disperso foi estavel, ou seja, sem retorno do 6leo, e ocorreu rapidamente, segundos apés a
adicdio do sobrenadante no filme de 6leo. Interessante notar que essas duas linhagens foram
positivas para os genes de iturina, o que nos permitiu questionar se essa atividade

tensoativa era devido a esse lipopeptideo.

Os resultados de dispersdo de 6leo em 4gua revelaram-se bastante promissores
(Figura 16, pagina 75). Comparado com os existentes na literatura, as dispersdes obtidas
destacam-se em dois aspectos: o primeiro deles trata-se da quantidade de 6leo utilizada no
experimento. Em geral, este ensaio € realizado com 20 pl de 6leo (YOUSSEF et al., 2004).
Neste trabalho, foi utilizado 0,5 g de petréleo pesado, correspondente a aproximadamente
2,0 mL, ou seja, 100 vezes mais que o padrio. O segundo aspecto diz respeito ao fato dos
sobrenadantes nfio terem sido purificados antes do ensaio. Dessa forma, podemos especular
que halos maiores de dispersdo de Sleo poderdo ser obtidos ao utilizar os produtos

purificados.
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Satpute e colaboradores (2008) trabalharam com 112 isolados e testaram oito
técnicas de sele¢iio de produtores de biossurfactantes. Concluiram que a combinagdo das
técnicas de espalhamento de 6leo, atividade emulsificante e colapso da gota sdo as mais
adequadas para uma seleglo inicial de grande nimero de linhagens. Youssef e
colaboradores (2004), utilizando 205 linhagens, analisaram quatro métodos de detecgo de
micro-organismos produtores de biossurfactantes: espalhamento do oleo, atividade
hemolitica, tensdo superficial e teste do colapso da gota. Analisando o teste do
espalhamento do ¢leo, esses autores afirmam a ocorréncia de uma relagdo linear entre
quantidade de biossurfactante na cultura e tamanho do halo, bem como uma relacdo
inversa deste Gltimo valor com os de tensdo superficial. Nossos dados concordam com esta
relagéio, mesmo que de forma bastante sutil. Para Jag248 os valores de tensdo e tamanho do
halo foram respectivamente 30,6 mN/m = 0,6 e 8,85cm + 0,3, enquanto que para Jag255
foram 29,6 mN/m = 0,6 e 9,00cm + 0,2. O método de espalhamento do oleo foi
considerado o melhor utilizado por esses autores, inclusive na realizacdo de analises com

grande nimero de linhagens, como a realizada neste estudo.

A identificagio molecular das seis linhagens selecionadas mostrou que todas elas
pertencem ao género Bacillus (Tabela 6, pagina 87). No entanto, como 0 percentual de
identidade foi muito elevado com espécies distintas, ndo foi possivel inferir a espécie exata
para cada isolado. No dendograma, observa-se que diferentes espécies algumas vezes
distaram entre si valores proximos ou equivalentes a 0.001, dificultando a determinagéo
das espécies para as linhagens do manguezal. Novamente, agora baseado na analise do
tRNA 168, Bacillus sp. Jag248 e Bacillus sp. Jag255 permaneceram no mesmo grupo €
apresentaram maior identidade com duas cepas de B. subtilis, indicando uma proximidade
entre essas linhagens (Figura 29, pagina 89). Importante destacar que ambas as cepas
apresentaram elevada similaridade com micro-organismos ndo patogénicos, reforgando

ainda mais o valor desses micro-organismos para aplicages praticas seguras.

Priest, Goodfellow e Todd (1988) relataram as dificuldades da diferenciag@o de
espécies pertencentes a0 género Bacillus, principalmente com a classificacdo que vigorava
anteriormente, onde o género era constituido por mais de 150 espécies, tendo por base
caracteristicas fisiolégicas e ecologicas. Em seguida, métodos de classificagdo baseados na

forma, tamanho e localizagdo dos esporos, sugeriram a reclassificagéo do género, onde o
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namero de espécies foi reduzido para 19. Com o surgimento dos métodos moleculares ¢ o
estudo do rRNA 168, a inadequagiio dessa classificagdo tornou-se clara. O estudo em
questdio faz uso de diversas técnicas, tais como testes enzimaticos, analise dos esporos,
morfologia da coldnia, ensaios de resisténcia a antimicrobianos, entre outros, para a

diferenciagdo de espécies deste género.

Em um artigo recente, Miranda, Martins e Clementino (2008) descreveram o
isolamento de 23 bactérias pertencentes ao género Bacillus de sedimentos marinhos,
identificando-os como B. licheniformis, B. cereus, B. subtilis ¢ B. pumilus. O trabalho
destaca a importéncia do advento dos métodos moleculares especialmente para estudos de
bactérias do género Bacillus, o qual foi diversas vezes submetido a re-classificagdes
taxondmicas nos ultimos anos. Essas informagdes permitem-nos concluir que mais
informacdes, sejam elas de cardter fisiologico, genético, ecologico ou morfologico,

tornam-se necessérias para a identificagdio e classificagfio dos isolados selecionados neste
trabalho (LIMA, 2010).

Apos a realizagio dos experimentos preliminares de isolamento, selecédo
microbiana para produgdo de tensoativos e pesquisa de genes para lipopeptideos, a cepa
Bacillus sp. Jag248 foi selecionada, dentre as 100 linhagens estudadas, para produgéo de
biossurfactantes e para os testes de simulagio de limpeza de solo e agua contaminados com
petroleo. Os motivos pelos quais este micro-organismo foi o escolhido referem-se ao fato
de Jag248 ter apresentado um perfil de resultados, no minimo, intrigante. Embora tenha
sido negativo para o gene da surfactina, esse micro-organismo apresentou resultados
excelentes de reducdio de tensdo superficial do meio (Figura 9, pagina 70), de atividade
desemulsificante (Figura 11, pagina 71) e de espalhamento de 6leo pesado em agua (Figura
16, pagina 75). Aliado a isso, ainda na mesma linhagem foram detectados os genes para o
lipopeptideo iturina (Figura 12, pagina 72) e excepcional atividade contra fungos com
diferentes estruturas de parede celular. Outro fator que impulsionou investigagdes mais
acuradas em Bacillus sp. Jag248 foi vislumbrar a possibilidade de utilizagdo deste micro-
organismo para produgdo de biossurfactantes em larga escala, visto se tratar de uma cepa
inécua, com elevada similaridade molecular com micro-organismos ndo-patogénicos
(Figura 29, pagina 89). Todas estas caracteristicas reunidas em uma s6 linhagem

bacteriana, isolada do solo do manguezal do Jaguaribe, nos levaram a questionar se estas
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atividades eram provenientes do mesmo sistema de moléculas ou se derivavam de

moléculas de diferentes familias.

Os ensaios de producdo de biossurfactantes por Jag248 iniciaram com a
construgdo da curva de crescimento dessa bactéria em Meio Mineral, conforme proposto
por Moran e colaboradores (2000). Para preparar a curva de crescimento foram feitas
leituras a cada duas horas, durante 48 h, envolvendo a contagem do numero de células
viaveis, atividade emulsificante e ensaios de espalhamento de Oleo, sendo esses dois

{iltimos com o sobrenadante livre de células.

Os primeiros resultados desta etapa do trabalho, observados nas imagens aliadas
ao grafico da Figura 18 (pagina 78), mostraram que Bacillus sp. Jag248 produziu
emulsificantes apods sete horas de incubag@o, ja no inicio da fase estaciondria, € que a
sintese desses compostos foi reduzida bruscamente com 11h. A sintese de biossurfactante
prosseguiu durante a fase estacionaria até 40 h de cultivo, onde foi possivel observar os
maiores tamanhos de halos de espalhamento de 6leo. A cada leitura, aliquotas de 10 pL da
cultura foram subcultivadas em Agar nutritivo coberto com petréleo e, apds a incubagdo,
foi possivel detectar a produgdo de biossurfactantes ao redor das colonias, através da
formagdo de halos bem definidos (Figura 18C, pagina 78). Esses resultados nos permitiram
inferir que a produgdo dessa molécula nio esta diretamente relacionada com o crescimento
celular. A atividade desemulsificante foi detectada apenas com 40 h de cultivo. Em
paralelo, o ensaio de espalhamento de Oleo mostrou que a producio de tensoativos
aumentou com o aumento da biomassa, tendo seu apice também com 40 h (Figura 18A,
pagina 78). Analisando do ponto de vista industrial, tanto a producdo de emulsificantes
quanto a de biossurfactantes por esta cepa, em larga escala, parecem interessantes, visto
que ocorrem em fases distintas da curva de crescimento. Este comportamento metabolico
permite a manipulagdo da cultura de forma a produzir o produto desejado e, em caso da
produgéio dos dois sistemas de biomoléculas, dispensa as etapas de separacdo, ja que estas
podem ser recuperadas em diferentes momentos. Consequentemente, 0s custos de
purificagéo, que podem chegar até 60% do valor final no caso de produtos biotecnologicos,
seriam reduzidos (MUKHERIJEE, DAS & SEN, 2006). Em estudos anteriores, Sheppard e
Mulligan (1987) relataram que a produgdo de surfactina por B. subtilis ATCC21332, cepa

padrdio para produgdo de biossurfactantes, ocorria principalmente a partir do final da fase
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exponencial de crescimento. Esses dados concordam com os encontrados por Nitschke e
Pastore (2006), que pesquisaram a producdio de biossurfactantes por B. subfilis LB5a

utilizando manipueira como substrato, e com os do presente trabalho.

Apés 11h de cultivo observou-se uma queda na atividade emulsificante. Isso pode
ter acontecido por alguns motivos. O primeiro deles diz respeito ao acimulo de espuma no
sistema (Figura 18B, pagina 78), a qual sequestra o biossurfactante disponivel na cultura,
podendo também provocar uma inibigdo da sintese dessas moléculas (COOPER et al.,
1981; DAVIS, LYNCH & VARLEY, 2001). Em segundo temos que, a produgdo de
biossurfactantes em sistemas fechados pode atingir concentragdes danosas as células, de
modo que estas moléculas podem interagir com a membrana celular causando-lhe danos
irreversiveis (SHEPPARD et al., 1991; PEYPOUX, BONMATIN & WALLACH, 1999).
Uma estratégia para contornar este problema seria a degradagdo do biossurfactante. De
fato, alguns autores descreveram que a produgdio de surfactina por B. subtilis ATCC21332
pode ser inibida pelo produto final (COOPER et al.,1981; SEN, 1997; NITSCHKE, 2004).
Como a produgfio de lipopeptideos por Bacillus também apresenta uma fungéo ecologica,
outra razfio para a queda na atividade emulsificante seria a densidade celular elevada que
inibe a produgdo de lipopeptideos pelo mecanismo de quorum sensing. E por Gltimo, mas
nfio menos importante, sob estresse fisiologico, os emulsificantes, ricos em aminoacidos e
carbono, podem ter sido utilizados pelas células como fonte de nutrientes e energia,

necessarios para iniciar o processo de esporulagéo.

Os experimentos de resisténcia do biossurfactante de Bacillus sp. Jag248 a
variagdes de pH mostraram que essa molécula apresentou melhor atividade tensoativa em
pH 7,0 (Figura 19, pagina 79). Wei e Chu (1998) observaram uma queda nos niveis de
surfactina quando da adigfio de ferro ao meio de cultura de B. subtilis ATCC21332, porém
o decréscimo foi devido a acidificacio do meio, que provocou a precipitagdo do
surfactante. A redugfio nos niveis de biossurfactante no sobrenadante da cultura em pHs
4cidos pode justificar os pequenos halos de espalhamento de 6leo no experimento de
caracterizagdo em diferentes valores de pH (Figura 19, pagina 79). Em pH acido, a
natureza anfifilica da molécula foi modificada, predominando os sitios protonados.
Modificagdes na configuragio da molécula também foram observadas em pH alcalino.

Quando neutralizadas novamente, tanto as amostras de pH 4cido como as de pH alcalino
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retornaram 208 mesmos resultados obtidos antes das variagbes de pH. Este fendmeno
mostra que ha apenas uma precipitagdo €, com a peutralizagdo da amostra, OCOITE
novamente a solubilizag@o do biossurfactante. Esta caracteristica representa uma vantagem
adicional do biossurfactante avaliado, pois mesmo quando submetido 2 condigdes mais
extremas de pH, a atividade tensoativa nao foi comprometida (BARROS, QUADROS &
PASTORE, 2008).

Em relagdo aos experimentos de resisténcia a temperatura, foi observado que 2
atividade {ensoativa permanecett inalterada, mesmo ap0s 0 aquecimento do sobrenadante 2
121° por 1 h (Figura 26 B, pagina 85). A resisténcia a temperaturas tdo elevadas nos
forneceu argumentos para sugerir que esse biossurfactante pode se tratar de uma molécula
com pequend estrutura, tipica dos lipopeptideos. Além disso, @ termorresisténcia viabiliza a
utilizagio desse biossurfactante em processos industriais € em recuperagdo melhorada do

petroleo promovida por [micro-organismos (MEOR) (V AN HAMME & URBAN, 2009).

O sistema de biossurfactanies de Jag248 apresentou dois pontos de inflexdo na
curva da condutividade (Figura 20, pagina 80). Este resultado decorre de duas formas de
interacdo para @ formagdo das micelas. Inicialmente, as porgdes hidrofobicas dos
mondmeros sdo repelidas € encontram-s€ micelas intramoleculares, onde é detectada a
primeira mudanga de condutividade. A interagdo entre estas micelas caracteriza a segunda
inflexdio, na qual ocorre & formagdo de agregados maiores, onde as porgdes hidrofobicas
adjacentes interagem entre si, formando micelas intermoleculares (LO et al., 2007).
Comparado a0 surfactanie sintético SDS, 08 biossurfactantes de Jag248 apresentaram
pontos de inflexdio em baixas diluigdes, 0 que pode ser um indicio de valores de CMC
reduzidos, comparado a0 descritos na literatura. O SDS, utilizado como padréio para
determinagdes de CMC por condutividade, apresenta uma concentragao micelar critica de
2000 mg/L (MORAES & REZENDE, 2004), enquanto que para O biossurfactante
surfactina, essa concentragdo ¢ de 25 mg/L (COOPER et al., 1981). £ importante destacar
que estes pontos de condutividade foram obtidos @ partir de medidas feitas do sobrenadante
ndo tratado de Bacillus sp- Jag248, no qual os biossurfactantes encontram-se diluidos.
Independente dos valores de CMC para 08 biossurfactantes de Jag248, vale salientar ainda

que para estas moléculas ocorrem duas concentragdes micelares, enquanto para surfactina,
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apenas uma. Essa caracteristica destaca outra diferenga entre esses dois grupos de

biossurfactantes microbianos.

Ao ser vigorosamente misturado com O sobrenadante de Bacillus Sp- Jag248
observamos que amostras de petroleo apresentaram uma brusca mudanga na viscosidade,
outro ponto que favorece futuras aplicagdes deste produto em MEOR (Figura 22, pagina
82). Uma das formas de extragdio das porgdes residuais de petroleo nas rochas, fragdo que
pode constituir até 60% do o6leo aprisionado, ¢ através da adigdo de surfactantes qué
reduzem a viscosidade do oleo, formando emulsoes que podem ser mais facilmente
bombeadas para superficie. A utilizagdo de biossurfactantes para limpeza de tanques, em
substitui¢éo aos surfactantes convencionais, pode promover a recuperagio de até 90% dos
hidrocarbonetos presentes 1o residuo (VAN HAMME & URBAN, 2009; BANAT et al.,
2010).

Os resultados do ensaio de limpeza de solo contaminado por petroleo foram
promissores. Primeiramente pela velocidade com que parte do solo foi desligada do 6leo.
A dessorgdo foi imediata (Figura 21C e D, pagina 81), mesmo sendo um solo contaminado
com fragdes mais recalcitrantes. Além disso, neste experimento foi utilizado ©
sobrenadante ndo tratado de Bacillus sp- Jag248 o que 1nos permite inferir que a aplicagdo
do produto purificado nos forneceria ainda melhores resultados. Como © ensaio foi
realizado apenas durante 24 h ¢ mostrou 2 recuperagdo de trés vezes mais solo limpo do
que o obtido no grupo controle, no qual foi utilizado somente agua do mar, podemos
especular que aumentando o tempo de contato com O biossurfactante, mais solo pudesse
ser recuperado. A dessor¢do no grupo controle pode ser explicada pela liberagdo apenas

dos gros de areia que s encontravam na porgao superficial da mistura solo e 6leo.

Na remediagio de solos, as solugdes de surfactantes sdo usadas para transferir a
matriz de contaminantes para a fase liquida da solugao, onde se medira a biodegradagéo do
5leo. Mas essa aplicagdo depende tanto da natureza fisico-quimica do surfactante, quanto
do solo contaminado. A remogdo dos contaminantes do solo ocorre em duas etapas:
mobilizagéo € solubilizagdo. A mobilizagdo, também conhecida como rollup, 0corre numa
concentragio abaixo da CMC, reduzindo a tensdo superficial € interfacial entre OS

sistemas: Oleo/agua e solo/agua. As moléculas de surfactantes adsorvidas na superficie do
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6leo causam uma repulsdo entre a por¢do polar do surfactante e o solo, promovendo a
separa¢do. Por outro lado, a solubilizagdo ocorre numa concentragdo acima da CMC, por
parti¢o do contaminante dentro do nucleo hidrofébico da micela. Com o aumento do
numero de micelas ocorre um aumento na solubilizagio (DESHPANDE et al., 1999;
CORRER et al., 2007). A lavagem do solo (soil washing) é uma tecnologia inovadora,
devido seu potencial para o tratamento de solos contaminados por petréleo e metais
pesados. E um método que consiste na remogdo dos contaminantes adsorvidos nas
particulas mais finas do solo, além de consumir menos tempo, quando comparado com a
biorremediagéo e fitorremediagéo (URUM, PEKDEMIR & COPUR, 2004). Os resultados
de remogdo de 6leo em solo, obtidos neste trabalho, mostraram que o sistema de
biomoléculas com caracteristicas tensoativas, detectadas ao longo dos experimentos,

apresenta possibilidades de ser testado nesta tecnologia.

Os testes de remogdo do petréleo em dgua marinha também foram promissores.
Observamos que, de acordo com a estratégia utilizada para aplica¢do do biossurfactante, a
mancha de petréleo pode se dispersar através da abertura de regides limpas na superficie da
agua ou se aglutinar, facilitando sua posterior remog¢do mecénica (Figura 23, pagina 83).
Embora ap6s o derrame de 6leo no ambiente parte dele possa submergir e se acumular no
fundo oceénico, é fundamental para a sobrevivéncia dos organismos da coluna d’agua a
remogdo rapida do filme de dleo da superficie, o qual dificulta as trocas gasosas e bloqueia
a passagem de luz solar, indispensavel para os produtores. Neste contexto, o ideal € que os
detergentes utilizados possam sejam biodegradaveis, como os surfactantes microbianos.

Caso contrario, outros compostos toxicos serdo acrescidos ao ambiente ja impactado.

Vislumbrando uma aplica¢do pratica do biossurfactante de Bacillus sp. Jag248
para remogdo de petrdleo do ambiente, concluimos que nosso produto pode ser bastante
eficiente para essa finalidade. Inicialmente devido aos resultados obtidos nos ensaios de
espalhamento de éleo utilizando surfactantes quimicos, no qual observamos que apenas
QUAT puro, um detergente potente, mas de elevada toxicidade, foi capaz de formar um
halo equivalente ao nosso biossurfactante nio purificado (Figura 24, pagina 83). Além
disso, o tensoativo microbiano foco desse estudo possibilitou a remog¢do do 6leo sem
aparentemente comprometer suas caracteristicas fisicas. Essa observagéo tem grande valor

quando se almeja recuperar o petroleo derramado. Segundo Banat (1995) e Mulligan
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(2005), os biossurfactantes sdo mais efetivos e eficientes que os surfactantes quimicos, pois

conduzem a baixos valores de tensio superficial e interfacial mesmo em baixas

concentragdes.

A analise de HPLC confirmou o obtido por andlise molecular, pois descartou a
produgéo de surfactina por esse micro-organismo, cujos genes amplificaram somente para
os iniciadores de iturina (Figura 12 B, pagina 72 e Figura 25 A, pagina 84). Além disso, o
cromatograma do sistema de biossurfactantes em estudo exibiu picos bem definidos
sugerindo sucesso nas etapas de pré-purificagdo (Figura 25 B, pagina 84). Comparado ao
perfil cromatogréfico da cepa padréo para a produgdo de iturina, B.subtilis RB14 (TSUGE,
AKIYAMA & SHODA, 2001), temos que os picos maiores do sistema de moléculas pré-
purificado de Jag248 foram detectados no mesmo intervalo do exibido pela cepa padrio,
entre 12 e 16 minutos (Figura 25 C, pagina 84). Importante destacar ainda que para RB14,
plipastatina e surfactina eluem em momentos distintos da iturina, nfio ocorrendo
sobreposi¢do de picos quando dos produtos purificados. A literatura descreve que para
outras cepas de B. subtilis, como NB22 (PHAE & SHODA, 1991) e AP-3 (ARAUIJO,
HENNING & HUNGRIA, 2005) o perfil de biomoléculas antifungicas pode apresentar até
seis picos, cuja elui¢do ocorre entre 15 e 30 minutos. Para Jag248 foram detectados 11
picos, que eluiram entre 4 e 18 minutos (Figura 25 B, pagina 84). Estes resultados refletem
que dentro de uma mesma familia de lipopeptideos pode ocorrer uma variedade de
isoformas que, reunidas, caracterizam um sistema de biomoléculas com propriedades
particulares. Podem ser biossurfactantes como as isoformas apresentadas no perfil da
surfactina ou antifiingicos, como o da iturina. Mesmo que o cromatograma de Jag248 ndo
tenha sido conclusivo, o sistema de biomoléculas formado por essa bactéria revela-se, no
minimo, interessante, visto que apresenta simultaneamente propriedades antifiingicas e
tensoativas. As comparagdes realizadas com o perfil cromatogrifico de RBI14,
especificamente, reforgam a suspeita de que iturina seja um dos lipopeptideos principais no
sistema apresentado por Bacillus sp. Jag248. Entretanto, a dupla atividade no mesmo

sistema pode sugerir ainda tratar-se de uma nova familia de biomoléculas.

Outra importante evidéncia verificada na analise em HPLC foi a degradagédo de
parte da molécula pelo calor, conforme visualizamos na Figura 25 B (pagina 84,

cromatograma em preto). Entretanto, a quantidade que permaneceu na amostra analisada
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ainda foi bastante eficiente no que se refere a atividade tensoativa, fato confirmado nos
ensaios posteriores de espalhamento de 6leo (Figura 26 B, pagina 85). Certamente, esta
eficiéncia decorre dos baixos valores de CMC sugeridos para o sistema de biossurfactantes
de Jag248.

Como Bacillus sp. Jag248 foi positivo para o gene da iturina (Figura 9, pagina 70)
e foi capaz de inibir o crescimento dos fungos testados (Figura 10, pagina 70), realizamos
um ensaio paralelo com o sobrenadante nfo tratado e apds a pré-purificagdo, a fim de
avaliar se as atividades de espalhamento de 6leo e antifingica ocorriam nas mesmas
condig¢des. Os resultados mostraram que o sobrenadante bruto de Bacillus sp. Jag248 ndo
inibiu o crescimento dos fungos testados, mas a fragéo pré-purificada com acetato de etila
sim (Figura 27, pagina 86). Essa diferenga de resultados pode ser explicada possivelmente
devido a baixa concentragdo do produto no sobrenadante ndo tratado. A deteccdo de
atividade positiva do sistema dessas biomoléculas depois da caracterizagiio parcial
confirmou essa hipétese (Figura 27, pagina 86). Ainda em relagdio ao resultado do
experimento de pré-purificacfio, tivemos que as células lisadas néio inibiram o crescimento
de Aspergillus niger (Figura 27 A, pagina 86). Esta informag#o fortaleceu a suspeita de que
o produto pesquisado era liberado no meio de cultura, quando do crescimento de Jag248

em meio liquido.

Apesar dos resultados interessantes obtidos neste trabalho no que se refere a
produgdo de tensoativos e antifingicos por Bacillus sp. Jag248, é importante destacar que a
condigdo Otima para sintese dessas biomoléculas por essa bactéria ndo foi ainda
determinada. E possivel que, modificando algumas caracteristicas do meio, como a
concentragéio de alguns nutrientes, em especial Fe e N, e das condigdes de cultivo, como
temperatura e aeracdo, obtenhamos melhores resultados. Vale lembrar que esta cultura
produziu muita espuma ao longo da fermentagdo e que esta atua como interferente,
comprometendo a producéo de biossurfactantes a niveis méximos. Em sistema fechado,
parte do surfactante tende a ficar aprisionado na espuma aderida as paredes do reator
(DAVIS, LYNCH & VARLEY, 2001).

A analise geral dos resultados obtidos, nos permite inferir que a substincia

tensoativa produzida pela cepa Bacillus sp. Jag248 seja realmente um lipopeptideo do tipo
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iturina. Vdrios sdo os motivos que fortalecem essa idéia. Inicialmente, o micro-organismo
em questdo ndo apresentou o gene para surfactina, apenas para iturina. Em segundo, a
producdo do biossurfactante foi maxima na fase final do crescimento (Figura 18 A, pagina
78). Em geral, dentre diversas espécies de Bacillus, os lipopeptideos s3o produzidos em
diferentes fases do crescimento celular. Na transicdo da fase exponencial para a fase
estaciondria ocorre a sintese principalmente de surfactinas, no inicio da fase estacionaria,
de fengicina e ao fim da curva de crescimento, ocorre o acimulo de iturina (ONGENA &
JACQUES, 2008). Em terceiro, observamos uma incompatibilidade entre o perfil
cromatografico da molécula estudada e da surfactina (Figura 25 A, pagina 84). E ainda, o
fato de Bacillus sp. Jag248 ter apresentado uma excelente atividade contra fungos com
diferentes constituicio de parede celular. Este resultado, especificamente, eliminou a
possibilidade dessa inibi¢8o ser provocada por agdo enzimadtica, reforgando a a¢do de um
provavel sistema de biomoléculas do tipo iturina. A atividade antiflingica foi visualizada
ap6s o cultivo pareado dessa bactéria com cinco linhagens de fungos e também foi
detectada na forma pré-purificada do sobrenadante da cultura com acetato de etila (Figura
27, pagina 86), fracdo que também demostrou maxima atividade de espalhamento do 6leo

(Figura 26, pagina 85).

Os resultados neste trabalho trazem contribui¢gdes importantes para a pesquisa de
biossurfactantes no Brasil. A selecio de 15 linhagens microbianas produtoras de
biossurfactantes, bioemulsificantes e compostos antifingicos oriundas de solos de
manguezal demostra o valor desse ecossistema para garimpagem de organismos e/ou genes

de valor biotecnologico.



Conclusoes
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7. CONCLUSOES

Ao finalizarmos este trabalho, pudemos responder aos objetivos propostos

concluindo que:

Os solos de manguezais representam ricas fontes de micro-organismos produtores
de tensoativos, os quais podem pertencer a classes conhecidas ou novas classes dessas
biomoléculas. A estratégia de aquecimento prévio do solo foi bastante efetiva para
selecionar espécies de bactérias produtoras de esporos e de tensoativos. Os micro-
organismos selecionados foram identificados através da sequéncia do gene da subunidade
16S do RNA ribossomal e apresentaram similaridade exclusiva com linhagens de Bacillus

depositadas nas bases de dados.

As técnicas de espalhamento de 6leo e de indice de emulsificagiio foram eficazes
para selecionar, respectivamente, linhagens produtoras de biossurfactantes e
emulsificantes, dentre 100 isolados bacterianos avaliados neste estudo. Quinze se

destacaram como promissores para a sintese desses compostos.

A pesquisa de genes envolvidos com a sintese de surfactina e iturina permitiu a
identificagdio de isolados produtores dessas biomoléculas. Interessantemente, além de
atividades tensoativas, alguns lipopeptideos também demonstraram atividade antifingica, o
que sugere o envolvimento biomoléculas em interagdes ecoldgicas em seus habitats

naturais.

Um dos isolados identificado como Bacillus sp. Jag248 se mostrou promissor para
ser explorado com vistas a produgdo em larga escala de substdncias antiffingica,
biossurfactante e desemulsificante. A sintese de emulsificantes e tensoativos por esta cepa
ocorreu de forma independente, em diferentes momentos de crescimento da cultura, o que
facilita futuramente a produgéio em larga escala e minimiza os custos finais de recuperacgio

desses produtos.

O sistema de biomoléculas produzido por Bacillus sp. Jag248 foi resistente ao
aquecimento a 121°C por 1 hora e apresentou excelente atividade em pH 7,0, independente

de ter sido submetido a variagdes de pH bruscas. Além disso, os produtos dessa cepa foram
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melhores para remog¢do de petroleo de dgua do mar que os surfactantes quimicos e
puderam alterar a viscosidade do petroleo. Essas propriedades reunidas fazem desta cepa

uma forte candidata para testes em MEOR.

A frag8o pré-purificada em acetato de etila do sobrenadante de Jag248 apresentou
simultaneamente as atividades de espalhamento de 6leo e de inibigio de fungos, sugerindo
tratar-se de um novo sistema de tensoativos, sendo que essas propriedades para um mesmo

sistema de tensoativos ndo se encontram relatadas na literatura.

Embora o rendimento ndo tenha sido determinado nesse estudo, todas as
atividades observadas no sistema de biomoléculas produzidas por Jag248 foram detectadas
em preparagdes brutas ou parcialmente purificadas. Isso serve para ressaltar o potencial
dessa linhagem, visto que seus produtos podem ser usados sem posterior tratamento, o que

significa economia do processo.



Perspectivas Futuras

\Eﬁ‘ ~ i‘.:;

AP
&éu




115
8. PERSPECTIVAS FUTURAS

* Identificar o sistema de biomoléculas via HPLC/MS (do inglés: “High-Performance
Liquid Chromatography — Mass Spectrometry” ou cromatografia liquida de alto
desempenho acoplada a espectrometria de massa).

* Estabelecer, por metodologia de superficie de resposta, as melhores condi¢des de
crescimento e produgéo de biossurfactantes por Bacillus sp. Jag248.

* Pesquisar substratos alternativos, de baixo custo, que possam ser utilizados na sintese de
biossurfactantes pela linhagem Jag248.

* Avaliar o efeito da adi¢fio do biossurfactante estudado na velocidade de biodegradagio
de hidrocarbonetos em solo e 4gua marinha, e na estrutura das comunidades
microbianas nativas.

¢ Estudar a aplicagfio do biossurfactante na mobilizagdo do petréleo em rochas e seus
efeitos na viscosidade do 6leo.

e Verificar a possivel produgdo dos biossurfactantes por células de Bacillus sp. Jag248
quando imobilizadas em quitosana.

* Aprofundar os estudos sobre a relagfio surfactante e atividade antifiingica.
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ANEXO A - Resultados dos ensaios de atividade emulsificante (E24) com as 100 linhagens isoladas do solo

do manguezal do Rio Jaguaribe. Em destaque, as bactérias que apresentaram os melhores
valores.

E24 E £24
Linhagem E(Zo/:)l mfdzi: 1 Desvio E(z,; 2 2":4 2 Desz:f‘io ni::'l:a Biexyko
padriio 1 ") s padrio 2 final p;(l;ﬁla

14 294 288 29,1 0.4 28,6 289 288 0,2 28,9 0,3
15 23,6 23,6 23,6 0,0 23,5 23,9 237 0,3 23,7 0,2
15B 16,8 16,2 16,5 0.4 10,4 10,2 10,3 0,1 13,4 3,6
16 0 0 0,0 0,0 0 0 0,0 0,0 0,0 0,0
18 13,7 13,6 13,7 0,1 16,7 17,1 16,9 0,3 15,3 1,9
19 22,5 223 22,4 0,1 20,9 20,3 20,6 0.4 21,5 1,1
112 32,3 30,2 313 1,5 35 33,7 344 0,9 32,8 2,1
114 15,2 154 15,3 0,1 158 16 15,9 0,1 15,6 0.4
115 23 235 233 0,4 23,5 235 23,5 0,0 234 0,3
117 12,5 12,3 12,4 0,1 11,5 12 11,8 0,4 12,1 0,4
118 20,1 20 20,1 0,1 20,1 19,8 20,0 0,2 20,0 0,1
122 282 28,2 282 0,0 28 278 279 0,1 28,1 0,2
123 243 24 24,2 0,2 24,5 25 24.8 0.4 24,5 0,4
124 18,3 18 18,2 0,2 20,2 19,5 19.9 0,5 19,0 1,0
125 26,8 26,5 26,7 0,2 27 27 27,0 0,0 26,8 0,2
126 23,5 22 22,8 1,1 24 25 24,5 0,7 23,6 1,3
127 28,5 29 28,8 0,4 31 30 30,5 0,7 29,6 1,1
129 16 17 16,5 0,7 17,8 18,3 18,1 0,4 17,3 1,0
130 0 0 0,0 0,0 0 0 0,0 0,0 0,0 0,0
134 25,6 26 25,8 0,3 26 27,2 26,6 0,8 26,2 0,7
137 21,5 20,8 21,2 0,5 21,8 21 21,4 0,6 21,3 0,5
142 179 18 18,0 0.1 19 17.8 184 0,8 18,2 0,6
145 0 0 0,0 0,0 0 0 0,0 0,0 0,0 0,0
154 21,6 20,2 209 1,0 22 21,8 219 0,1 21,4 0,8
171 10 9.7 9,9 0,2 11,2 10,4 10,8 0,6 10,3 0,7
173 0 0 0,0 0,0 0 0 0,0 0,0 0,0 0,0
174 0 0 0,0 0,0 0 0 0,0 0,0 0,0 0,0
182 32,8 33 48,0 0.1 31,5 30 30,8 1,1 39,4 1,4
183 0 0 0,0 0,0 0 0 0,0 0,0 0,0 0,0
184 17,8 16,5 17,2 0,9 17 17,8 17,4 0,6 17,3 0,6
185 57 57 57 0,0 57 57 57,0 0,0 57 0,0
191 452 39,5 424 4,0 46 41 43,5 3,5 42,9 3.2
195 15,5 14,8 15,2 0,5 15,3 15,8 15,6 0.4 154 0,4
198 48 48 48,0 0,0 48 48 48,0 0,0 48,0 0,0
1732 0 0 0,0 0,0 0 0 0,0 0,0 0,0 0,0
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21 153 158 156 04 163 158 16,1 0,4 15,8 0,4
27 21,7 219 218 01 21,5 21 213 0,4 21,5 0,4
29 292 285 289 0,5 286 28 283 0,4 28,6 0,5
212 454 42 437 24 437 447 442 0,7 44,0 1,5
2122) 0 0 0,0 0,0 0 0 0,0 0,0 0,0 0,0
214 119 125 122 0,4 12 129 125 0,6 12,3 0,5
220 37,5 375 375 0,0 368 372 37,0 0,3 373 0,3
222 185 18 183 04 176 18 178 0,3 18,0 0,4
227 5 48 49 0,1 45 52 49 0,5 4,9 0,3
230 369 36,7 368 0,1 365 365 365 0,0 36,7 0,2
234 0 0 0,0 0,0 0 0 0,0 0,0 0,0 0,0
236 287 285 286 01 293 302 298 0,6 29,2 0,8
237 1.5 0 0,8 1,1 1.8 1,6 17 0,1 1,2 0,8
238 378 382 380 03 405 39 398 1,1 38,9 1,2
239 26 262 26,1 0,1 26 26,7 264 0,5 26,2 0,3
240 282 283 283 01 282 28 281 0,1 28,2 0,1
241 326 33 328 03 328 329 329 0,1 32,8 0,2
242 44,1 423 432 1,3 423 405 414 1,3 423 1,5
245 556 54 548 1,1 523 527 525 0,3 53,7 1,5
246 362 34 351 1,6 336 34 338 0,3 34,5 1,2
247 26 28,5 273 1.8 30 28 29,0 1,4 28,1 1,7
248 5 65 58 1,1 43 7 5.7 1,9 5,7 1,3
249 56 52,3 542 26 528 574 55,1 3,3 54,6 2,5
250 36,7 345 356 1,6 38 375 378 0,4 36,7 1,5
251 40,5 40,5 40,5 0,0 40,5 40,5 40,5 0,0 40,5 0,0
252 55 54 55 0,1 55 56 56 0,1 5,5 0,1
253 24,5 24,1 243 03 24,5 245 245 0,0 24,4 0,2
254 26 26,7 26,4 0,5 26 28 27,0 1,4 26,7 0,9
255 61,6 61,6 61,6 0,0 61,6 61,6 616 0,0 61,6 0,0
263 0 0 0,0 0,0 0 0 0,0 0,0 0,0 0,0
2631 13 13 13,0 0,0 13 13 13,0 0,0 13,0 0,0
264 309 314 312 0,4 31 312 31,1 0,1 31,1 0,2
272 238 235 237 02 235 24 238 0,4 23,7 0.2
280 25 24 25 0,1 2,5 25 25 0,0 2,5 0,0
2102 54 55 55 0,1 55 55 55 0,0 5,5 0,0
31 0 0 0,0 0,0 0 0 0,0 0,0 0,0 0,0
32 332 32,7 33,0 04 314 332 323 1,3 32,6 0,9
32pP 0 0 0,0 0,0 0 0 0,0 0,0 0,0 0,0
32E 0 0 0,0 0,0 0 0 0,0 0,0 0,0 0,0
33 184 192 18,8 06 175 17,7 17,6 0,1 18,2 0,8
34 241 238 24,0 02 234 238 236 0,3 23,8 0,3
35 328 335 332 0,5 332 33 331 0,1 33,1 0,3
37 248 242 245 04 332 33 33,1 0,1 28.8 5,0
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38 272 285 279 09 297 289 293 0,6 28,6 1,0
39 192 19,7 19,5 04 20,1 198 20,0 0,2 19,7 0,4
310 41 41,7 414 0,5 42,1 40,5 41,3 1,1 41,3 0,7
311 335 33 333 04 31,8 327 323 0,6 2.8 0,7
319 0 0 0,0 0,0 0 o 0,0 0,0 0,0 0,0
321 247 248 248 0,1 243 245 244 0,1 24,6 0,2
322 23 25 240 1,4 225 23 228 0,4 23,4 1,1
324 165 17 168 0,4 158 16 159 0,1 16,3 0,5
325 30,5 324 315 1,3 33,5 32,8 332 0,5 32,3 1,3
327 0 0 0,0 0,0 0 0 0,0 0,0 0,0 0,0
330 0 0 0,0 0,0 0 0 0,0 0,0 0,0 0,0
331 0 0 0,0 0,0 0 0 0,0 0,0 0,0 0,0
332 21 258 234 34 225 235 23,0 0,7 23,2 2,0
341 29 285 288 04 287 29 289 0,2 28,8 0,2
346 0 0 0,0 0,0 0 0 0,0 0,0 0,0 0,0
346,1 5 52 51 0,1 50 51 5.1 0,0 5,1 0,1
346,2 8 8 8,0 0,0 81 8 8,1 0,1 8,0 0,0
358 285 269 27,7 1,1 29,5 279 28,7 1,1 28,2 1,1
360 0 0 0,0 0,0 0 0 0,0 0,0 0,0 0,0
3100 21,6 21 213 04 213 21 212 0,2 21,2 0.3
3103 66 67 67 0,1 65 65 65 0,0 6,6 0,1
3104 95 9 9,3 0,4 91 93 65 0,1 7.9 0,2
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ANEXO B - Resultados dos ensaios de tenséo superficial (TS) com as 100 linhagens isoladas do solo do
manguezal do Rio Jaguaribe. Em destaque, as bactérias que apresentaram os melhores valores.

s TS 15 18

Linhagem ~ TS1 15 ;";:;‘(’] THE s ;’:j‘l‘_’;‘(’) média Desvio
1 > final final

14 553 550 552 02 552 550 551 0,1 55,1 0,1
15 565 565 565 00 540 530 53,5 0,7 550 1.8
15B 430 43,0 430 00 40,0 41,0 40,5 07 418 15
16 430 430 430 00 430 430 43,0 00 43,0 00
18 51,0 51,0 51,0 00 51,5 51,0 51,3 04  SLI 03
19 515 513 514 0 540 542 54,1 0,1 528 1,6
112 50,0 50,5 503 04 497 504 50,1 0,5 502 04
114 580 575 578 04 570 57,5 573 04 575 04
115 550 540 545 07 545 550 54,8 04 546 05
117 570 573 572 02 580 59,0 585 07 578 09
118 430 440 435 07 470 47,0 470 00 453 2
122 515 508 512 0.5 518 523 521 04 51,6 06
123 570 568 569 01 577 513 57,5 0,3 572 04
124 589 587 588 01 589 588 589 0,1 588 0,1
125 550 546 5438 03 558 547 553 08 550 05
126 469 47,0 47,0 01 472 480 476 06 473 05
127 565 563 564 0,1 570 568 569 0,1 56,7 03
129 556 559 558 02 568 57,6 572 06 565 09
130 49,0 490 490 00 470 47,7 474 0,5 482 1.0
134 550 544 547 04 519 515 517 0,3 532 1.8
137 564 560 562 03 573 569 57,1 03 567 0.6
142 583 579 576 06 584 582 582 02 579 02
145 572 580 577 04 580 583 564 0,1 S0 05
154 580 574 59,1 0.1 563 565 59,0 0,1 590 08
171 590 592 59,1 01 590 589 59,0 0,1 590 0,1
173 520 530 525 07 590 585 588 04 556 3.6
174 480 469 475 08 49,1 48,6 489 04 482 09
182 538 526 532 08 547 554 551 0.5 sa1 12
183 57,0 574 572 03 580 57,7 579 02 575 04
184 587 583 585 03 586 589 588 0.2 586 03
185 460 460 46,0 00 460 460 46,0 00 460 00
191 517 520 519 02 502 515 509 09 514 08
195 490 490 49,0 00 490 490 49,0 00 490 00
198 490 495 493 04 500 497 499 02 496 04
1732 30,0 300 30,0 00 30,0 300 30,0 00 300 00
21 536 540 538 03 552 548 550 0.3 544 07
27 557 568 563 08 572 563 5638 06 565 06

29 54,0 54,5 543 0,4 553 549 55,1 0,3 54,7 0,6
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212 516 520 51,8 03 52,7 525 526 0,1 522 05
212(2) 54,0 53,8 53,9 0,1 49,0 482 486 0,6 51,3 3,1
214 580 575 578 04 560 557 559 0,2 56,8 1,1
220 53,0 52,1 526 06 550 54,5 548 0,4 53,7 1,3
222 567 560 56,4 0,5 565 574 570 0,6 56,7 0,6
227 42,0 42,0 42,0 0,0 42,0 420 420 0,0 20 00
230 55,0 540 54,5 0,7 53,0 545 538 1,1 54,1 0,9
234 50,0 502 50,1 01 51,0 508 509 0,1 50,5 0,5
236 499 47,8 489 1,5 51,3 53,7 525 1,7 50,7 2,5
237 44,0 440 44,0 0,0 44,0 440 440 0,0 440 0,0
238 528 539 534 0,8 579 554 56,7 1.8 550 22
239 50,0 50,0 50,0 0,0 51,0 500 50,5 0,7 503 05
240 570 562 56,6 0,6 500 492 496 0,6 53,1 4,1
241 527 538 533 0,8 51,0 529 520 1,3 52,6 1,2
242 525 539 532 1,0 547 53,6 542 0,8 537 09
245 33,0 323 327 0,5 33,7 340 339 0,2 333 08
246 48,0 48,7 484 0,5 47,5 483 479 0,6 48,1 0,5
247 512 50,6 509 0,4 525 523 524 0,1 51,7 09
248 30,7 313 31,0 04 298 305 302 0,5 30,6 06
249 27,7 288 283 0,8 306 303 30,5 0,2 294 1,4
250 540 53,8 53,9 0,1 558 547 553 0,8 546 09
251 37,5 366 37,1 06 394 389 392 0,4 38,1 1,3
252 349 340 345 06 41,0 402 406 0,6 375 36
253 51,0 498 504 0,8 480 490 48,5 0,7 49,5 1,3
254 575 580 578 04 569 573 571 0,3 574 05
255 288 29,5 292 0,5 30,0 30,1 30,1 0,1 296 06
263 41,4 403 409 08 31,6 328 322 0,8 36,5 5,0
263,1 40,0 403 402 02 380 39,0 385 0,7 39,3 1,0
264 538 53,5 53,7 02 520 51,8 519 0,1 52,8 1,0
272 578 581 580 02 580 576 578 0,3 579 02
280 46,0 455 4538 04 41,0 40,0 405 0,7 43,1 3,1
2102 47,0 47,0 47,0 0,0 47,0 47,0 47,0 0,0 470 0,0
31 39,0 380 385 07 460 472 466 0,8 426 47
32 57,5 57,0 573 04 558 560 559 0,1 56,6 0.8
32P 460 450 455 0,7 520 520 520 0,0 488 38
32E 560 560 56,0 00 530 540 53,5 0,7 54,8 1,5
33 51,8 515 517 02 513 51,5 514 0,1 51,5 02
34 572 581 57,7 0,6 567 563 56,5 0,3 57,1 0,8
35 550 545 548 04 540 550 545 0,7 546 05
37 45,0 450 45,0 0,0 450 450 450 0,0 450 0,0
38 556 56,0 558 03 557 548 553 0,6 555 05
39 580 57,9 58,0 01 57,8 580 579 0,1 579 0,1
310 488 493 49,1 04 50,0 494 497 0,4 494 05
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311 47,0 47,5 473 0.4 47,5 473 474 0,1 47,3 0,2
319 45,0 45,0 450 0,0 44,0 443 4472 0,2 44,6 0,5
321 58,0 57,3 87,1 0,5 56,7 57,1 56,9 0,3 5713 0.5
322 35,9 5§53 556 0,4 56,0 56,5 56,3 0,4 55,9 0,5
324 58,0 58,0 58,0 0,0 57,8 58,1 58,0 0,2 58,0 0,1
325 54,1 53,8 54,0 0,2 52,6 53,1 52,9 0,4 53,4 0,7
327 56,0 56,0 56,0 0,0 53,0 52,5 528 0,4 54,4 1,9
330 52,0 51,8 51,9 0,1 47,0 47,5 473 0.4 49,6 2yd
331 44,0 450 445 0,7 50,0 494 49,7 0,4 47,1 3,0
332 57,0 57,3 57,2 0,2 59,0 58,7 589 0,2 58,0 1,0
341 59,0 58,0 585 0,7 56,4 57,2 56,8 0,6 57,7 1,1
346 48,0 48,0 48,0 0,0 53,0 52,8 529 0,1 50,5 2,8
346,1 45,0 440 445 0,7 48,0 473 47,7 0,5 46,1 1,9
346,2 45,0 44,6 448 0,3 50,0 49,7 499 0,2 47,3 2,9
358 55,8 554 55,6 0,3 56,0 57,0 56,5 0,7 56,1 0,7
360 50,0 50,0 50,0 0,0 53,0 52,5 52,8 0,4 51,4 1,6
3100 44,0 44,0 440 0,0 44,0 44,0 440 0,0 44,0 0,0
3103 56,0 56,0 56,0 0,0 52,0 51,8 51,9 0,1 54,0 2,4
3104 59,0 59,0 59,0 0,0 58,0 57,6 57,8 0,3 58,4 0,7
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ANEXO C - Sequéncias consenso obtidas do gene que codifica para o rRNA 168 das seis linhagens

selecionadas.

>Jag185
GCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTAT
GAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGAT
AACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACTGCATGGTTCGAAATT
GAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTG
AGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCAC
ACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCG
CAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCG
TAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGG
TACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGT
GGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCT
GATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGT
GCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGG
AACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGT
GGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAA
GTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGG
GGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTC
TGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGT
TGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTG
ATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGA
GGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGC
TACAATGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCGAGGTGGAAGCTAATCTCATAAAA
CCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGT
AATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT
CACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGGGGTAACCT

>Jag245
TCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAACTGATTAGAA
GCTTGCTTCTATGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGT
AAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGAAGCTAATACCGGATAGGATCTTCTCCTTCAT
GGGAGATGATTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTA
GCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGG
TGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAG
GGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGG
CTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACAAGAGTAACTGCTTGT
ACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA
ATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTT
TCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGG
AACTTGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAG
ATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCG
CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGAT
GAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCAC
TCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGC
ACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTT
GACATCCTCTGACAACTCTAGAGATAGAGCGTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGG
TGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAG
CGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTG
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ACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCT
ACACACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCTGCAAGACCGCGAGG

>Jag248
AGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAA
CACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACC
GGATGGTTGTCTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTAC
AGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGA
TGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGAC
TCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCA
ACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACA
AGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAA
CTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGG
CGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGG
GGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACG
TGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCT
GGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGT
GCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTC
AAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAA
CGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCC
CTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGT
TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGG
CACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCA
TCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGC
GAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGC
AACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAA
TACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGA
AGTCGGTGAGGTAACCTTTATGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAGATG

>Jag249
TCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAG
CTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAA
GACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGG
TTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGC
TAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTG
ATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG
AATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTT
TCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTAC
CTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCT
TAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAA
CTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGAT
GTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGC
GAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATG
AGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACT
CCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCA
CAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTG
ACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGG
TGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC
AACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGAC
AAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTAC



147

ACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCC
CACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAAT
CGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACAC

CGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTAGGA
GCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAGAT

>Jag255
AGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCT
TGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGA
CTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTT
CAGACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTA
GTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGAT
CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAA
TCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTC
GGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCT
TGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
GTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTT
AAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAAC
TTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATG
TGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCG
AAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGA
GTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTC
CGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCAC
AAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGA
CATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGT
GCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA
ACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACA
AACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACA
CACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCC
ACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATC
GCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACC
GCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTATGGAG
CCAGCCGCCGAAGGTGGGACAGATG

>Jagl732
GCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGAAGGGAGCTTGCTCCCGG
ATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATA
ACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATG
AAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGG
GGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACA
CTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGC
AATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGT
AAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCGAGAGTAACTGCTCGCACCTTGACGGTA
CCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGG
CAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGA
TGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGC
AGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAA
CACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTG
GGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAG
TGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGG
GAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTG
GAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCT
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GACAACCCTAGAGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTT
GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGA
TCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAG
GAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCT
ACAATGGACAGAACAAAGGGCTGCAAGACCGCAAGGTTTAGCCAATCCCATAAATCT
GTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAA
TCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA
CACCACGAGAGTTTGCAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTATGGAGCCAGCCGC
CGAAGGTGGGGCAGATGATTG
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