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RESUMO

A regido norte do manguezal da Baifa de Todos-os-Santos (BTS) encontra-se
cronicamente contaminada com as fragdes mais recalcitrantes do petréleo. Dentre as
iniciativas para mitigar esse passivo ambiental, destaca-se a criagdo em 2001 da Rede
Cooperativa em Recuperacio de Areas Contaminadas por Atividades Petroliferas
(RECUPETRO), apoiada pela Petrobras e FINEP, tendo como um dos objetivos desenvolver
processos de biorremediacdo. Um desses processos envolveu a selegdo e preparagio de
consorcios de bactérias capazes de degradar hidrocarbonetos e produzir compostos ativos de
superficie (SACs) imobilizados em quitosana. Para o isolamento de consorcios bacterianos,
adotou-se a técnica de enriquecimento usando petréleo, querosene, hexadecano, ou uma
mistura de trés hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs). O crescimento durante o
enriquecimento foi confirmado pela turvagdo do meio e contagem de células viaveis. As
culturas selecionadas com HPAs também foram monitoradas por eletroforese em gel de
gradiente desnaturante (DGGE) para verificar a dindmica das populagdes de bactérias ao
longo de 45 dias de enriquecimento. Os micro-organismos de cada consorcio foram
identificados por sequenciamento do rDNA 16S e avaliados em relagdo a resisténcia ao
processo de imobilizacdo em quitosana e produgdo de SACs. As esferas de quitosana
produzidas foram analisadas por microscopia eletronica de varredura (MEV). O consorcio
obtido do enriquecimento com petroleo foi testado na biorremediacfo de sedimentos da BTS e
seu desempenho avaliado por contagens de células viaveis, DGGE e quantificacio da
biodegradagdo por cromatografia gasosa. Como resultados deste trabalho, foram obtidos 39
isolados bacterianos pertencentes a 20 géneros. Os micro-organismos foram capazes de
crescer usando petrdleo ou seus derivados como fontes de carbono e de produzir SACs
(biossurfactante, bioemulsificante e biodesemulsificante). Os consércios foram aprisionados
com sucesso em esferas de quitosana e a MEV confirmou a presenca de poros de superficie
essenciais para funcionalidade do produto. Nos experimentos de biorremediagio em
microcosmo., o aprisionamento do consdrcio dentro das esferas propiciou o crescimento
celular até 15 dias. Nesse periodo, ocorreu o processo de desintegracdo das esferas e a
liberagdo da biomassa para o sedimento, sendo o biaumento comprovado por DGGE. A
matriz de quitosana demonstrou atividade prebiotica nas comunidades bacterianas autoctones.
Logo, as esferas com bactérias imobilizadas contemplam os processos de bioaumento e
bioestimulo. Apesar da bioaumentacdo confirmada nos microcosmos, ndo foram detectadas
reducdes significativas dos poluentes medidos apos 90 dias de biodegradacio, revelando que
apenas 0 aumento do nimero de células ndo foi suficiente para reduzir os contaminantes
recalcitrantes no sedimento da BTS nas condi¢des experimentais adotadas.

Palavras chaves: manguezal, quitosana, hidrocarbonetos, emulsificantes.



ABSTRACT

The northern region of Todos os Santos Bay (TSB) mangrove is chronically
contaminated by recalcitrant petroleum hydrocarbons. Among the initiatives to mitigate the
environmental impacts in this mangrove, the RECUPETRO network (Rede Cooperativa em
Recuperagio de Areas Contaminadas por Atividades Petroliferas) was created in 2001,
supported by Petrobras and FINEP, aiming at developing bioremediation processes. One of
those processes involved the use of bacterial consortia able to degrade hydrocarbons and
produce surface active compounds (SACs) immobilized on chitosan. In order to isolate
bacterial consortia, we chose the enrichment technique using petroleum, kerosene,
hexadecane or a mixture of three polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs), where the
cultures growth was confirmed by turbidity and viable cell counts. The enrichment using
PAHs was also monitored by Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) in order to
investigate the bacterial population dynamics during 45 days of enrichment. The micro-
organisms of each consortium were identified by sequencing the gene encoding rRNA16S and
evaluated for resistance to the immobilization process on chitosan and SACs production. The
chitosan beads obtained were analyzed by scanning electron microscopy (SEM). Microcosms
bioremediation assays using contaminated sediments from TSB were carried out using the
bacterial consortium isolated from petroleum enrichment and its performance was evaluated
by bacterial cell counts and DGGE. The biodegradation efficiency was also measured by gas
chromatography. As results of this study, it was obtained 39 bacterial isolates belonging to 20
different genera. The micro-organisms were able to grow using petroleum or its derivatives
as carbon sources and to produce SACs (biosurfactant, bioemulsifier and biodemulsifier).
Consortia were successfully entrapped in chitosan beads and the SEM confirmed the presence
of surface pores, which are essential to the product functionality. In bioremediation
experiments using microcosm, the entrapment of consortium within the beads allowed cell
growth up to 15 days. At this point, the beads were disintegrated and the biomass was
released to the sediment, being the bioaugmentation confirmed by DGGE. The chitosan
matrix showed prebiotic activity in the indigenous bacterial communities. Therefore, the
beads containing immobilized bacteria contemplate the processes of bioaugmentation and
biostimulation. Despite the confirmed bioaugmentation in microcosms, it was not detected
significant reductions in the measured pollutants after 90 days of experiment, proving that
only the increase in cell number was not sufficient to reduce recalcitrant contaminants at TSB
under the experimental conditions adopted.

Keywords: mangrove, chitosan, hydrocarbons, emulsifiers.
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1 INTRODUCAO

A Dbiorremediagdo ¢ uma alternativa eficaz, economicamente viavel e
ambientalmente amigavel para recuperagdo de areas impactadas por petroleo. Essa tecnologia
pode utilizar micro-organismos, livres ou imobilizados, para remover ou reduzir a
concentragdo de poluentes no ambiente. Todavia, qualquer tentativa de aplica¢do de
biorremediacdo deve comegar conhecendo-se a comunidade microbiana local. os
contaminantes e as caracteristicas ambientais da area contaminada. A caracterizacdo das
comunidades microbianas e suas respostas a poluentes, por exemplo, sdo agora rapidamente
obtidas com o emprego de técnicas moleculares independentes de cultivo, facilitando a
escolha da técnica de remediacio mais apropriada, assim como o seu monitoramento.

A Baia de Todos-os-Santos, localizada no estado da Bahia, é a maior baia
navegavel do Brasil. A face dessa baia estd voltada para o mar e tem cerca de 450 km
recobertos por floresta de mangue. Na regido nordeste da Baia de Todos-os-Santos foi
implantado ha mais de 50 anos um polo petroquimico, tendo sido registrados, desde entdo,
varios acidentes de derramamentos de o6leo, tendo como principal consequéncia a
contaminagdo do manguezal do seu entorno. Embora a adogdo de praticas mais seguras das
atividades petroliferas na regifo tenha contribuido significativamente para a redugdo de
acidentes, o passivo ambiental em areas desse manguezal justifica todos os esfor¢os para sua
recuperagao.

O presente projeto se propde a desenvolver um produto a base de consorcios de
bactérias degradadoras de petréleo e produtoras de SACs imobilizados por aprisionamento em
esferas constituidas de quitosana. Este biomaterial podera ser empregado diretamente em
tratamento de ambientes contaminados com petroleo in sifu, ou ainda, em tratamentos de
materiais contaminados ex sifu como em bioreatores ou limpeza de tanques de
armazenamento de 6leo.

A inovagdo e diferencial do produto aqui proposto residem nas vantagens da
utilizagdo de consdrcios microbianos imobilizados para biodegradacio dos contaminantes do
petroleo em relagdo ao uso de culturas puras ndo imobilizadas, comumente utilizadas, ¢ na
demanda no mercado nacional, particularmente da industria petroquimica, visto que este
produto sera inédito no Brasil.

A maior eficiéncia deste biomaterial esta relacionada a complementaridade
metabolica entre os membros do consorcio bacteriano para degradar diferentes tipos de

hidrocarbonetos e nas vantagens fornecidas pelo processo de imobilizagdo de micro-
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organismos, como a maior tolerdncia contra grandes concentragdes de compostos toxicos.
maior taxa de crescimento, maior estabilidade catalitica, menor perda por lixiviacdo,
possibilidade de reuso, além das células poderem ser mantidas estaveis e ativas por um maior
periodo. O desenvolvimento desse novo produto significard um grande avango em termos de
inovagdo tecnologica para a area de biotecnologia ambiental nacional, e podera se transformar
em uma opg¢do aos produtos importados utilizados presentemente.

Outro diferencial do produto proposto neste estudo € a utilizagdo da quitosana
como matriz para aprisionamento de bactérias para aplicagdes em biorremediagdo. O Ceara
concentra o segundo maior polo produtor de camardo de cativeiro no Brasil e como
consequéncia dessa atividade s@o geradas toneladas de residuos s6lidos, ricos em quitina, que
podem ser utilizados para produg¢do de quitosana por empresas locais, sendo esta uma
alternativa ambientalmente correta e economicamente viavel.

Nessa perspectiva, a 1° parte desse estudo ¢ dedicada a descrigdo do isolamento
de bactérias hidrocarbonoclasticas a partir de amostras de sedimentos do manguezal da Baia
de Todos-os-Santos, através da técnica de enriquecimento utilizando diferentes
hidrocarbonetos do petréleo, e do monitoramento desses procedimentos por eletroforese em
gel de gradiente desnaturante (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis-DGGE). Discute-se
também a diversidade de géneros encontrados e o potencial dessa comunidade para degradar
hidrocarbonetos do petréleo e produzir compostos ativos de superficie (biossurfactantes,
bioemulsificantes e desemulsificantes).

A 2° parte trata da validacdo de um protocolo de imobilizacdo em esferas de
quitosana e da selecdo de bactérias hidrocarbonoclasticas e produtoras de SACs compativeis
com esse processo, buscando-se desenvolver um produto natural, biodegradavel e eficiente
para mitigag@o da contaminacgdo no sedimento do manguezal da Baia de Todos-os-Santos por

bioaumentagdo de bactérias autoctones imobilizadas em esferas de quitosana.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 O ECOSSISTEMA MANGUEZAL

Manguezais sdo ecossistemas costeiros de transi¢do entre o ambiente terrestre e
marinho, localizados em regifes tropicais e subtropicais, encontrados em 118 paises e
territorios (GIRI et al., 2011) (FIGURA 2.1).
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Figura 2.1- Mapa da distribui¢iio das dreas de manguezais no mundo ressaltadas em verde. Fonte:
GIRI et al., 2011.

As areas de manguezais em todo mundo sfio estimadas em 13,77 milhdes de
hectares e estfio localizados na Asia (42%), Africa (20%), América do Norte e Central (15%),
Oceania (12%) e America do Sul (11%). Da area total de manguezal encontrada no planeta,
aproximadamente 75% sfio encontrados em apenas 15 paises. Os 25% restantes estdo

distribuidos pelos demais 103 paises (GIRI ef al., 2011) (FIGURA 2.2).

Figura 2.2- Distribuicio da drea mundial de manguezais representada por paises. Fonte dos dados:

GIRI et al., 2011.
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Os manguezais se caracterizam por possufrem um substrato lamoso, com baixos
teores de oxigénio e grandes variagdes de salinidade, além de serem inundados
periodicamente pela entrada diaria das marés e de dgua doce, nutrientes € depositos de
sedimentos de rios (SPALDING; KAINUMA; COLLINS, 2010). A vegetag@o residente nos
manguezais possui adaptagdes morfologicas para sobrevivéncia nesse ambiente, como por
exemplo, as raizes aéreas, utilizadas na sustentagéo no solo lodoso, e 0s pneumatoforos, que
sio raizes associadas com as trocas gasosas, além da presenga de alguns mecanismos
fisiologicos para a exclusiio do sal, que permitem o crescimento em ambientes halofilos
(SPALDING; KAINUMA; COLLINS; 2010; TOMLINSON, 1986).

Esse ecossistema ¢ encontrado ao longo do litoral brasileiro desde a regido norte,
no Amapé, até o sul de Santa Catarina, na foz do Rio Ararangua (VANNUCCI, 1999). Os
principais géneros de arvores tipicas deste bioma no Brasil sdo Rhizophora, Laguncularia,
Avicennia e Conocarpus. Além desses existem outros géneros menos frequentes como
Hibiscus, Acrostichum e Spartina (HERZ, 1991).

Os manguezais possuem importantes fungdes socio-econdmicas e ambientais
como o fornecimento de uma grande variedade de madeira e produtos florestais ndo
madeireiros, e a protegfo costeira contra os efeitos do vento, ondas e correntes de agua.
Outras importantes fungdes sio a ciclagem de carbono orgénico e de nutrientes nas aguas
costeiras, a conservagio da diversidade biologica, incluindo mamiferos, répteis, anfibios e
aves, a protecio dos recifes de corais, a retengfo de sedimentos, a fungdo de filtro biologico e
bercario para espécies tipicas de peixes e mariscos (FAO, 2007; SPALDING; KAINUMA;
COLLINS, 2010).

O ecossistema manguezal ¢ de essencial importancia na ecologia global, pois ¢
através destes ambientes que passa a maior parte da matéria orgdnica originada da
decomposi¢do continental em dire¢io aos oceanos, como restos de folhas, excrementos de
animais e sais minerais. Toda a matéria orginica em manguezais que ndo ¢ exportada pelas
marés permanece no sedimento e ¢ degradada ou modificada quimicamente por micro-
organismos através de processo aerobicos e anaerébicos (KRISTENSEN; DITTMAR;
MARCHAND, 2008: YONG ef al., 2011). O carater anoxico dos sedimentos de manguezais é
decorrente da granulometria fina e do rapido consumo da matéria orgénica, que se deposita
superficialmente, por micro-organismos aerébicos. A degradagdo aerobica de materiais
proximo a superficie do sedimento de manguezais geralmente ocorre de forma tdo intensa que
0 oxigénio raramente consegue penetrar mais de 2 mm no sedimento (KRISTENSEN et al.,

1994; KRISTENSEN; DITTMAR; MARCHAND, 2008; SANTOS ef al., 2011a). A unica
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entrada de oxigénio no sedimento ocorre através das redes de raizes estreitas e tocas de
caranguejo (KRISTENSEN; DITTMAR: MARCHAND, 2008). A fonte de carbono organico
para 0S processos anaerébicos no interior dos sedimentos de manguezal sio oriundas de
detritos enterrados, da biomassa proveniente da decomposigéo de raizes subterrdneas mortas €
da excrecio de carbono orgénico dissolvido (KRISTENSEN; ALONGI, 2006;
KRISTENSEN; DITTMAR; MARCHAND, 2008).

Embora os manguezais sejam ricos em matéria orginica, geralmente, existe uma
deficiéncia de nitrogénio e fosforo (ALONGI, 2011). O interessante ¢ que apesar destas
limitagdes, esses ecossistemas sao ambientes muito produtivos. Este paradoxo ¢é explicado
pelo eficiente sistema de ciclagem existente, onde 0 processo de reposigio e geragio de novos
nutrientes através da decomposicdo de compostos organicos favorece a alta produtividade
(HOLGUIN; BASHAN, 2001).

Os manguezais possuem uma rica diversidade microbiana e estes micro-
organismos sao essenciais para a manutengdo da conservacdo, produtividade ¢ recuperagao
desses ecossistemas. Estima-se que na biomassa microbiana total nos manguezais as bactérias,
archaeas e fungos constituam 91%, enquanto microalgas e protozoarios representam apenas 7
e 2%. respectivamente (ALONGI, 2002). Estes micro-organismos €stdo envolvidos nos
processos de transformagdo de nutrientes, fotossintese, fixagdo de nitrogénio, metanogénese,
solubilizacdo do fosforo, redugdo do sulfato e produgdo de metabolitos de interesse
biotecnologico, tais como antibioticos, enzimas € biossurfactantes (DAS; LYLA: KHAN.
2006; DIAS et al., 2009; HOLGUIN; BASHAN, 2001).

Apesar da grande importancia ecologica e econdmica dos manguezais, esses
ambientes tém sido muitas vezes desvalorizados ¢ vistos como ambientes insalubres e sem
valor. A ocupag@o humana desordenada em regides costeiras também tem contribuido para a
degradagdo dos manguezais em algumas partes do mundo (FAO, 2007). Os impactos
ambientais sobre 0s manguezais sdo oriundos do desmatamento para explorag@o de madeira,
de aterros para dar lugar a portos ¢ estradas, da agricultura, piscicultura e carcinicultura
estuarinas, de atividades industriais, da poluigdo decorrente de derramamentos de petréleo.
lancamentos de esgotos, lixos e agrotoxicos. Indiretamente, areas também sdo perdidas por
causa da constru¢do de barragens de rios, que muitas vezes desvia a corrente de agua e
modifica a entrada de sedimentos, nutrientes e agua doce (FAO, 2007: LEE et al., 2006;

SANTOS ef al., 2011a; SPALDING; KAINUMA; COLLINS, 2010).
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Os desastres naturais também devem ser listados entre as possiveis causas de
degradacdo. Varios paises tropicais sdo frequentemente atingidos por ciclones, tufdes e ventos
fortes que podem danificar e/ou arrancar as arvores durante estas catastrofes (FAO, 2007).
Todos esses impactos fazem com que esse ecossistema seja considerado ameagado de
desaparecimento (LEE et al., 2006).

No Brasil, os manguezais sio considerados como “Area de Preservacio
Permanente” - APP e protegidos pela legislacdo nacional. Esse ecossistema estd incluido em
diversos dispositivos constitucionais (Constitui¢do Federal de 1988, art. 225) e infra-
constitucionais (Lei n® 6.938/81 — Lei da Politica Nacional do Meio Ambiente; Lei n°
4.771/65 — Cédigo Florestal; Lei n°® 6.766/79 - Lei de Parcelamento do Solo; Lei Federal n°
9.605/98 — Lei de Crimes Ambientais; Lei Federal N° 7.661/98 - Plano Nacional de
Gerenciamento Costeiro; CONAMA n°® 04/1985).

Ao longo dos tltimos anos de constante degradagdo, a consciéncia da importancia
¢ do valor dos manguezais tem crescido e levado a preparagdo e/ou implementacdo de novas
legislagdes que visam uma melhor protegdo e gestdo desses recursos ambientais. Muitos
governos estdo reconhecendo a importincia dos manguezais para pesca, silvicultura, prote¢io
do litoral e da vida selvagem. Apesar destes sinais positivos, ainda hd muito a ser feito em
relagdo a novos métodos de conservacdo, protecéo e recuperagdo para efetivamente conservar

este vital ecossistema (FAO, 2007; SPALDING; KAINUMA; COLLINS, 2010).
2.2 CONTAMINACAO DE MANGUEZAIS POR PETROLEO

Os hidrocarbonetos do petréleo sdo os maiores poluidores de ambientes marinhos.
As contaminagbes de ecossistemas por hidrocarbonetos ¢ resultado das atividades
relacionadas a extragdo, ao transporte, ao refino, a transformacéo e a utilizagéo do petroleo e
seus derivados. O crescimento da industria do petroleo tem ocasionado um rapido aumento no
namero de acidentes envolvendo derrames de 6leo nas regides costeiras e estuarinas
(GENTILI et al., 2006). Um exemplo recente foi o derrame no golfo do México considerado
o maior acidente registrado envolvendo derrame de petréleo no meio ambiente e que
impactou os ecossistemas da regifio e a economia de diversos paises (MASCARELLI, 2010).

A maioria dos 6leos de derramamentos oceanicos converge sobre os ecossistemas
costeiros como manguezais, que funcionam como um reservatorio devido a alta capacidade de
retengdo de poluentes dos seus sedimentos. Essa deposicdo ¢ favorecida pelo regime de marés

e ocorre no sedimento e sistema de raizes aé¢reas (DUKE ef al. 2000; SANTOS et al., 2011a).
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Essa reten¢do de poluentes intensifica a toxicidade proveniente dos contaminantes nesse
importante ecossistema, considerado entre aqueles com o maior indice de sensibilidade
ambiental aos derrames de oleo (SANTOS et al., 2011a).

Em geral nos acidentes com derramamento de 6leo onde a quantidade de
contaminantes € alta o suficiente para ocasionar a morte das arvores e comprometer as
comunidades de micro-organismos, torna-se necessdrio a remoc¢fo do sedimento contaminado
para diminuir a fonte de contaminagfo. JA em situagdes onde ndo ocorre mortalidade de
arvores, o ambiente pode se recuperar naturalmente. Em muitos casos a degradacdo do éleo
no sedimento € severamente retardada e a melhor estratégia é intervir com processo de
remediacdo para acelerar o tempo de recuperagdo (BURNS; CODI, 1998; SANTOS et al.,
2011a). Em tais situagdes, a recuperagio pode levar um tempo extremamente longo ou o dano
pode ser permanente (BRITO et al., 2009; SANTOS ef al., 2011a).

Dentre os contaminantes ambientais, os presentes no petroleo sio os mais
prejudiciais aos ecossistemas de manguezais (SANTOS et al., 2011a). O petrdleo é
constituido por uma mistura complexa de hidrocarbonetos alifiticos e arométicos, por
compostos ndo hidrocarbonicos, por outros componentes organicos e por alguns constituintes
organometalicos, especialmente complexos de vanadio e niquel. Sua composi¢iio varia em
fungdo da localizagdo geografica e das condigdes fisicas, quimicas e bioldgicas que o
originaram (CRAPEZ et al.. 2002, TONINI; REZENDE: GRATIVOL, 2010). Alguns desses
contaminantes sdo biodegraddveis, mas muitos sdo recalcitrantes e nocivos aos organismos
vivos por serem lipossoliiveis na membrana celular, prontamente absorvidos, e altamente
mutagénicos e carcinogénicos (HAMDI et al., 2007).

Os efeitos toxicos dos contaminantes nos organismos vivos residentes nos
manguezais podem ser agudos, que causam morte, e/ou cronicos, que reduzem o crescimento
de organismos sobreviventes. A contaminag@o cronica causa efeitos adversos para as planta.
animais e comunidades de micro-organismos que podem persistir por um longo tempo. Esses
danos ambientais estdo relacionados ao tipo, quantidade e toxicidade dos poluentes, a
condi¢bes climaticas, ao padrdo de deposi¢do e ao tempo de retencdo (DUKE er al. 2000;
SANTOS et al., 2011a).

Dentre os manguezais brasileiros impactados com petroleo, destaca-se o
manguezal da Baia de Todos-os-Santos, na Bahia. A face dessa baia voltada para o mar tem
cerca de 450 km e € recoberta por um extenso manguezal (CELINO; QUEIROZ, 2006). Nesta
regiio foram implantadas as primeiras unidades de exploragéo, produgéo e refino de petroleo

em territorio brasileiro na década de 50. Como consequéncia desse pioneirismo, a biota deste
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manguezal sofre fortes agressdes decorrentes da introdug@io nesse ecossistema de diferentes
tipos de petréleo e derivados, oriundos de derrames acidentais, do trafego de navios e de 50
anos de exposi¢éo a industria do petroleo. Como consequéncia essa regido da Baia de Todos-
os-Santos € considerada cronicamente contaminada (CELINO; QUEIROZ, 2006). Situagdo
que € agravada pelo alto nivel de ocupacdo territorial e pelos langcamentos de esgotos e

efluentes domésticos e industriais.

2.3 DIVERSIDADE MICROBIANA E BIODEGRADACAO

Os micro-organismos estdo diretamente envolvidos nos ciclos biogeoquimicos,
onde desempenham fungdes cruciais no funcionamento e manutengdo dos ecossistemas. Eles
sdo essenciais para a sobrevivéncia das formas de vida na Terra (HAMMOND, 1998).

O conhecimento sobre a diversidade microbiana e potencial metabdlico dos
micro-organismos de sedimentos de manguezais ainda é escasso comparado a outros
ccossistemas do planeta. Uma descricdo mais completa da diversidade microbiana e sua
distribuigdo em &reas de manguezal contribuiriam para uma melhor compreensdo das
interagdes ecologicas encontradas nestes ambientes, bem como revelaria uma valiosa fonte de
recursos biotecnologicos a serem explorados (DIAS et al., 2009; KATHIRESAN; QASIM,
2005).

Os micro-organismos possuem uma alta diversidade e vasto potencial metabdlico
com genes € enzimas que possibilitam a degradag¢do de muitos tipos diferentes de compostos
organicos complexos em intermediarios comuns de suas rotas metabdlicas. As taxas e a
extensdo da biodegradagdo podem ser altamente varidveis e dependem do tipo de estrutura da
comunidade microbiana e das condigdes ambientais prevalentes. A capacidade dos micro-
organismos de degradar e reciclar poluentes ambientais representa a mais importante via de
atenuagdo desses contaminantes (ALVAREZ; ILLMAN, 2006).

O petroleo contém hidrocarbonetos que variam de moléculas simples a
complexas, que diferem em sua susceptibilidade ao ataque microbiano. De todos os
hidrocarbonetos que constituem o petrdleo cerca de 60 a 90% sdo biodegradaveis restando
uma por¢do de 10 a 40% de moléculas recalcitrantes (CRAPEZ et al., 2002; TONINI:
REZENDE; GRATIVOL, 2010). No processo de degradacido dos hidrocarbonetos os micro-
organismos ddo preferéncia aqueles de facil digestao. Inicialmente, sdo degradados os alcanos
e alcenos, seguido pelos hidrocarbonetos aromaticos, cicloalcanos e poliaromaticos

(BAMFORTH; SINGLETON, 2005). Logo, as areas contaminadas por um longo periodo
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possuem uma reduzida por¢do de hidrocarbonetos alifaticos e uma mailor parcela de
hidrocarbonetos arométicos. E importante ressaltar que as moléculas de dificil degradagio,
mesmo representando uma parcela pequena do petrdleo, sdo liberadas em toneladas no meio
ambiente. Esses poluentes impactam os ecossistemas e sdo bioacumulados e biomagnificados
nas cadeias troficas. Por esses motivos, existe um interesse crescente no desenvolvimento de
métodos mais eficientes de remog¢@o de contaminantes recalcitrantes no meio ambiente
(CRAPEZ er al., 2002; TONINI; REZENDE; GRATIVOL, 2010).

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) sdo considerados compostos
poluentes de prioridade ambiental a serem monitorados devido aos efeitos carcinogénicos,
mutagénicos e teratogénicos, além de sua toxicidade aos seres vivos (SANTOS ef al., 2011a;
SILVA; AZEVEDO; NETO, 2007; TAM et al., 2001).

A Agéncia de Protegio Ambiental (“Environmental Protection Agency” - EPA)
dos Estados Unidos lista como prioritarios 16 HPAs em fun¢@o de sua importancia industrial,
ambiental e toxicologica. Os HPAs prioritarios sdo: acenaftaleno, acenaftileno, antraceno,
benzo(a)antraceno, benzo(a)pireno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno,
benzo(g.h,i)perileno, criseno, dibenzo(a,h)antraceno, fenantreno, fluoranteno, fluoreno,
indeno (1.2,3-c.d) pireno, naftaleno e pireno.

A solubilidade desses compostos em dgua é geralmente baixa e decresce em
relagdo ao aumento do peso molecular. Existe uma relagdo diretamente proporcional do
aumento no numero de anéis com a estabilidade quimica e a hidrofobicidade das moléculas de
HPAs, que as tornam menos susceptiveis aos processos de biodegradagdo por envolverem
complexos mecanismos sequenciais de abertura de anéis aromaticos (YU et al., 2005). Logo,
os compostos de alto peso molecular sao considerados mais recalcitrantes (SEOQ; KEUM; LI,
2009, ZHOU et al., 2008).

Nos ecossistemas existem vérios destinos para os HPAs como volatilizagio, foto-
oxidagdo, oxidacdo quimica, bioacumulag¢do, absor¢do em particulas do solo e lixiviagio.
Acredita-se que o modo mais eficiente para remogdo desses contaminantes no meio ambiente
¢ o processo de degradag@o microbiana (MROZIK; PIOTROWSKA-SEGET, 2010; SEO;
KEUM: LI, 2009). A metabolizacdo pode ser realizada por diferentes vias microbianas de

degradacdo aerobicas ou anaerdbicas, como mostrado na Figura 2.3.



ANGELIM, A. L. Selecio e imobilizacdo de consércios de bactérias hidrocarbonoclasticas... 28

RESPIRAGAO
_ co, P
" | cumioTROFICOS .
AEROBIOS Aerdbica
- | aumiotrRéFcos
. Hz% —> Biomassa Y ANAEROBIOS
-.-L“"‘. 0 f:’j ..—-_," v
FOTOTROFICOS | ™. = ' Desnitrificagdo
ANOXIGENICOS < NOy. N
§ \ N2
Luz COo,
N Reducao do ion Férrico—
CHm Fe¥ _ Fe?*
Biomassa ¢ Hidrocarboneto g/ . CO,
1 Aromatico
Sulfato Redugao ———> Biomassa
s SOZ, . H,S
e — co,
Compostos
omgdnicos L
...... - Hiomassa Metanogénese
= + 2
FERMENTAGAQ Acidos H, 002;2 \?H .?H4
organicos » CO,

Figura 2.3- Rotas microbianas aerdbias e anaerébias de utiliza¢do de compostos aromiticos.
Fonte: TONINI; REZENDE; GRATIVOL, 2010.

A degradagéo aerobica de HPAs ocorre com uma maior eficiéncia energética por
unidade de substrato, devido a oxidagdio completa do carbono em gés carbénico e agua
(TONINI: REZENDE; GRATIVOL, 2010). Nos processos anaerdbicos, que envolvem varias
rotas de metabolizacdo realizadas por uma grande variedade de micro-organismos
anaerobicos estritos ou facultativos, a degradagio ¢ realizada através da utilizacio de
diferentes aceptores finais de elétrons como, por exemplo, nitratos, ferro (Fe (I11)), sulfatos e
dioxido de carbono (CO;) (DIAZ er al., 2004; FOGHT, 2008; MECKENSTOCK.
SAFINOWSKI., GRIEBLER, 2004).

Dentre os géneros de bactérias e fungos descritos como degradadores de HPAs
destacam-se os apresentados na Tabela 2.1 (AL-TURKI, 2009). E importante ressaltar que 0s
micro-organismos com capacidade de metabolizar HPAs sfio encontrados em pequeno
niimero no meio ambiente, com as populagdes maiores e mais ativas presentes nos locais com
histérico de contaminagdo por petréleo devido aos processos de adaptagio e selegio

(JACQUES et al., 2007).
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Tabela 2.1- Lista de alguns géneros de bactérias e fungos degradadores de HPAs.
Fonte: AL-TURKI, 2009.

Bactérias
Achromobacter Acidovorax Acinetobacter Actinomyces  Aerobacter Aeromonas Agmenellum
Agrobacterium Alteromonas Anabaena Aphanocapsa  Arhrobacter Aureobacterium  Azospirillurn
Azotobacter Bacillus Beijerinckia Beneckea Brevibacterium Clavibacter Clostridium
Coccochloris Comamonas Corynebacterium Curtobacterium Cycloclasticus Cytophaga Enterobacter
Erwinia Escherichia Flavobacterium  Gordonia Klebsiella Lactobacillus Leucothrix
Marinobacter ~ Micrococcus Microcoleus Moraxella Mycobacterium Nocardia Nostoc
Oscillatoria Peptococcus Phorm Proteus Pseudomonas Rhodococcus Sarcina
Serratia Spherotillus Sphingomonas  Spirillum Streptomyces  Thermoleophilum Vibrio
Xanthomonas

Fungos
Absidia Acremonium Allescheria Aspergillus Aerobasidium  Basidiobolus Bjerkandera
Botrytis Candida Cephalosporium Choanephera  Circinella Cladosporium Claviceps
Cokeromyces  Conidiobolus Coriolopsis Corollospora Cryptococcus  Cunninghamella Debaromyces
Dendryphiella Emericellopsis Epicoccum Eupenicillium  Fusarium Gilbertella Gliocladium
Gonytrichum Mucor Neurospora Oidiodendrum Paecilomyces Panaeolus Penicillium
Peronospora Pestalotia Phanerochaete  Phyctochytrium Phycomyces FPhytophthora Pichia
Pleurotus Psilocybe Ramaria Rhiophlyctis Rhizopus Saccharomyces Saccharomycopsis
Saprolegnia Scedosporium Scopulariopsis  Smittium Sordaria Sporobolomyces Syncephalastrum
Talaromyces Tetracoccosporium Thamnidium Torulopsis Trametes Trichoderma Trichosporon

A diversidade de rotas microbianas para degradar compostos orgdnicos e a
variabilidade de condi¢bes especificas de locais contaminados torna dificil prever a
velocidade e a extensfio no qual diferentes poluentes podem ser degradados em diferentes
ambientes. Esta dificuldade muitas vezes invalida extrapolagdes de experiéncias relacionadas
a processo de remediacdo de ambientes contaminados de um local para outro. No entanto.
algumas generaliza¢des podem ser realizadas em relagéo a fatores hidrogeoldgicos, quimicos

e biologicos que influenciam o sucesso da biodegradagdo e mecanismo de atenuag@o natural

(ALVAREZ; ILLMAN, 2006).
2.4 BIORREMEDIACAO

Embora a evaporagdo e a fotoxidag¢do do petroleo desempenhem um importante
papel na desintoxica¢do de ambientes contaminados, no final do processo a completa
degradacdo é realizada por micro-organismos. Em casos de derramamentos onde ocorrem
contaminagdes com alta concentragdo de poluentes, uma rapida desintoxica¢@o € requerida
para evitar que ocorram maiores danos aos ecossistemas naturais, ndo sendo muito apropriado
aguardar uma resposta natural pela comunidade de micro-organismos autdctones (GENTILI
et al., 2000).

O desenvolvimento de tecnologias para remover esses compostos toxicos do
petroleo tem recebido muita atengfio nas ultimas décadas devido aos derrames acidentais e
vazamentos ocorridos em diversas regides do mundo. Muitas tecnologias para
descontaminagfio de ambientes poluidos baseiam-se na utilizagdo de processos fisicos e/ou

quimicos. A biorremediagdo utiliza organismos vivos, normalmente plantas ou micro-
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organismos, para remog¢do ou redu¢do de poluentes no ambiente. Essa tecnologia tem sido
intensamente pesquisada e recomendada pela comunidade cientifica atual como alternativa
mais vidvel, ambientalmente amigavel e eficaz para o tratamento de ambientes contaminados
com moléculas orgénicas de dificil degradagdio. Ao contrario dos processos fisicos e/ou
quimicos, a biodegradagfo completa (mineralizagdo) € capaz de eliminar os contaminantes no
meio ambiente, tendo como produtos finais diéxido de carbono, agua e biomassa microbiana
(ALVAREZ; ILLMAN, 2006).

No Brasil, o uso de remediadores ¢ permitido e visto como uma opgdo vidvel nas
acdes de recuperagio de ecossistemas contaminados, no tratamento de residuos e efluentes.
Apesar de benéficos quando aplicados corretamente, 0s diferentes remediadores em fungdo
das peculiaridades e do uso inadequado podem acarretar desequilibrios nos ecossistemas e/ou
danos ao meio ambiente. Logo, o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) em sua
resolucdio n° 314, de 29 de outubro de 2002, determinou que os remediadores devem ser
registrados junto ao Instituto Brasileiro do Meio Ambiente ¢ Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA) para fins de produgfo, importago, comercializagéo e utiliza¢o. De acordo com a
definiciio dada por essa resolugdio, remediadores sdo produtos, constituidos ou ndo por micro-
organismos, destinados & recuperagdo de ambientes e ecossistemas contaminados, tratamento
de efluentes e residuos, desobstrucio e limpeza de dutos e equipamentos, atuando como
agente de processo fisico, quimico, biologico ou combinados entre si. Em 19 de maio de
2010, foi publicada a Instrugio Normativa IBAMA n° 5, que estabelece os procedimentos e
exigéncias a serem adotados para o efeito de registro, renovagdo de registro e anuéncia prévia
para a realizagiio de pesquisa e experimentagéo com produtos remediadores no Brasil.

Os processos de biorremediagéo podem ser efetuados in sifu, em que ndo ha
necessidade de remogdo do substrato contaminado e o processo de limpeza ¢ realizado no
proprio local poluido, ou ex sifu, em que € necessario remover o substrato para proceder com
o tratamento de descontaminaco em instalagdes apropriadas fora do local contaminado
(ALVAREZ: ILLMAN, 2006; JACQUES et al., 2007; TONINL; REZENDE; GRATIVOL,
2010). Estes dois métodos principais de biorremediagdo sio significativamente diferentes em
termos de controles experimentais ¢ consisténcia de resultados, e apresentam vantagens e
desvantagens. O processo ex situ apresenta taxas de biodegradagio menos variaveis
comparado ao processo de in situ, que ¢ bem mais variavel e de dificil previsdo. Os
procedimentos de biorremediagdo ex sifu sdo independentes dos fatores ambientais que afetam
de forma adversa a eficdcia do processo. Além disso, como a biorremediagdio ex sifu ¢

realizada em ambientes ndo naturais, o processo pode ser manipulado facilmente por
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tratamentos fisico-quimicos dos poluentes alvos antes e/ou durante a degradacdo. Esse
procedimento de biorremediagdo é mais aplicado para a remediacdo de solo/sedimentos
contaminados com altos niveis de compostos recalcitrantes, solos argilosos com baixa
permeabilidade de poluentes, sitios contaminados em meio ambiente com condi¢des ndo
favordveis para os processos biologicos e onde a liberagio ambiental de micro-organismos
ndo ¢ viavel por razdes regulamentares (PANDEY; CHAUHAN: JAIN, 2009).

Apesar das vantagens citadas referentes aos métodos de biorremediacio ex sifu,
esses tratamentos sao em geral mais caros ou menos econdmicos em comparagio com as
abordagens in situ, devido ao fato da necessidade de remogdo e transporte do material
contaminado, bem como as instalagdes especializadas para o desenvolvimento do processo.

A abordagem da biorremediagfo in situ constitui a tecnologia mais comumente
utilizada no tratamento e restauragio ecologica de ambientes contaminados, sendo muito
aplicada em processos de descontaminagiio de solos e aguas subterrineas, principalmente em
situagdes nas quais as escavagdes podem gerar impactos de maior magnitude do que a propria
presenga dos contaminantes, ou ainda, nos casos em que os riscos a saide humana ou
ecologica sdo gerencidveis. Os tratamentos de biorremediagdo in situ ndo requerem que o solo
ou amostra contaminada seja removido para locais especificos e, por isso, eles sdo
frequentemente menos onerosos. Outra importante vantagem do processo de biorremediacdo
in situ ¢ sua aplicabilidade em diversos ambientes, por exemplo. instalagdes industriais.
aquiferos, solos, subsolos, dguas subterrdneas e até mesmo em ambientes extremos como na
regido artica polar. Este vasta aplicagido ¢ possivel devido a distribui¢do ubiqua e a atividade
dos micro-organismos proporcionarem uma opgéo de descontaminagiio eficaz até mesmo dos
microambientes remotos, que sdo normalmente inacessiveis aos métodos de biorremediagao
ex situ (PANDEY; CHAUHAN; JAIN, 2009).

A avaliagdo comparativa das vantagens e desvantagens de processos de
biorremedia¢do ex situ e in situ pode constituir um estudo interessante, no entanto. para fins
praticos, a selecio entre uma das abordagens acima ¢ primariamente determinada pelas
caracteristicas fisico-quimicas do local contaminado, tipo e concentra¢io dos contaminantes.
As tecnologias de biorremediagdo devem ser aplicadas somente apos um estudo detalhado da
area impactada e racionalizadas segundo os resultados esperados do processo (PANDEY:
CHAUHAN; JAIN, 2009).

A biorremediagdo natural é uma técnica realizada in sifu, sendo conhecida como
atenua¢do natural ou biorremediagdo passiva. Neste procedimento os poluentes sdo

metabolizados no local por processos fisicos, quimicos e biologicos naturais, como
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volatilizagdo, diluigéo, sorgdo e biodegradagdo. Esse procedimento ocorre lentamente e exige
o monitoramento do local por longos periodos de tempo (ALVAREZ: ILLMAN. 2006:
JACQUES et al., 2007, TONINI; REZENDE; GRATIVOL, 2010).

O sistema de biopilhas, que ¢ uma varia¢do do processo de compostagem, ¢ uma
técnica ex sifu muito utilizada no tratamento de solos contaminados com hidrocarbonetos. Os
solos contaminados sdo removidos e colocados na forma de pilhas, visando a degradagdo dos
contaminantes por micro-organismos aerobicos. Para acelerar o processo de remediagio pode
ser realizada a adicdo de corretivos, fertilizantes, agua, micro-organismos com conhecida
capacidade degradativa, biossurfactantes para aumentar a biodisponibilidade de poluentes,
etc. Esse processo ocorre em um local que permita o controle da lixiviacdo e do escoamento
superficial dos liquidos originados dessas pilhas (JACQUES ef al. 2007. TONINI:
REZENDE; GRATIVOL, 2010).

A estratégia de landfarming também € utilizada para tratamento de solos
contaminados, podendo ser realizado in sifu ou ex situ. Nesse processo de biorremediagio, os
micro-organismos da camada superficial sdo estimulados a degradar os contaminantes e
transforma-los em substéncias inertes. A estimulagio para o processo de degradacdo consiste
na aeragdo e homogeneizagfio das camadas de solo com diferentes concentracdes de
contaminantes através do revolvimento por operagdes de aragio e gradagem (JACQUES er
al., 2007, TONINI; REZENDE; GRATIVOL, 2010).

A técnica de bioventilagdo baseia-se na introdugdo de oxigénio no substrato
contaminado para estimular a atividade dos micro-organismos aerébios. I normalmente
utilizada para o tratamento de solos contaminados e pode ser aplicada em processos in situ ou
ex situ (JACQUES et al., 2007, TONINI; REZENDE; GRATIVOL, 2010).

O tratamento em biorreatores consiste em um método ex situ de biorremediacio
eficiente para o tratamento de solos e sedimentos contaminados com poluentes recalcitrantes.
Nesse processo, o material contaminado é tratado em reatores, sob condicdes ambientais
controladas, utilizando agitagdo mecanica para aumentar a aera¢io, a homogeneidade dos
poluentes e sua disponibilidade aos micro-organismos. No interior dos biorreatores, as
condigdes ambientais, o valor de pH, a disponibilidade de nutrientes, a aeracdo e a
temperatura sdo otimizadas para o maximo crescimento microbiano. Também ¢ possivel a
inoculag@o de micro-organismos com comprovada atividade degradativa. A técnica possui a
vantagem de degradar poluentes rapidamente. Por outro lado, essa técnica nfio permite o
tratamento de grandes quantidades de materiais devido ao tamanho dos biorreatores e os

custos operacionais (JACQUES et al., 2007, TONINI; REZENDE; GRATIVOL, 2010).



ANGELIM, A. L Selegdo e imobilizagio de conséreios de bactérias hidrocarbonoclasticas... 33

A fitorremediagdo baseia-se na utilizagio de plantas para remediar ambientes
contaminados principalmente por metais pesados e compostos orgnicos, sendo muito
aplicada na limpeza de ambientes contaminados com agrotoxicos, hidrocarbonetos. solventes
orgénicos e combustiveis (JACQUES et al., 2007, TONINT; REZENDE; GRATIVOL, 2010).

A bioestimulagdo ¢ uma estratégia que consiste na identificagio e ajuste de fatores
limitantes nos processos de biodegrada¢io como a concentragdo de nutrientes essenciais, 0s
valores de pH, oxigénio e atividade de 4gua, etc. Esse procedimento de biorremedicdo é
viavel quando aplicado em ambientes contaminados que possuem uma microbiota com
potencial metabolico para degradar contaminantes, podendo ser utilizado em processos in situ
ou ex situ, sendo aplicado principalmente na forma in situ (NIKOLOPOULOU:
KALOGERAKIS, 2009; TONINI; REZENDE; GRATIVOL, 2010; TYAGI: FONSECA:
CARVALHO, 2010).

A bioaumentagdo bascia-se na adicio de micro-organismos com desejada
capacidade catabdlica, autoctones ou aldctones, presentes em suficientes tipos, nimero e
compatibilidade, que degradem ou favorecam a degradacdio dos contaminantes de forma
eficaz. Essa técnica ¢ eficiente para degradar compostos quimicos recalcitrantes e pode ser
utilizada tanto in situ quanto ex situ, sendo principalmente aplicada em tratamentos in sifw. A
maloria das aplicagGes ¢ realizada em ambientes onde ndo existe um nimero suficiente de
MICr0-0rganismos para promover uma remedia¢do natural ou que a populagdo microbiana
nativa ndo possua as rotas metabdlicas necessarias para metabolizar os contaminantes
(JACQUES er al., 2007; TONINI; REZENDE; GRATIVOL, 2010: TYAGI; FONSECA;
CARVALHO, 2010).

As técnicas mais comuns de bioaumentagio utilizadas sdo a adi¢@o de culturas
puras ou consorcios bacterianos pré-adaptadas, introdugiio de bactérias geneticamente
modificadas, e adigfio de genes especificos inseridos em vetores para serem transferidos por
conjugagdo dentro das comunidades microbianas autdctones (EL  FANTROUSSI;
AGATHOS, 2005; TYAGI; FONSECA; CARVALHO, 2010). As técnicas de bioaumentagio
sdo realizadas geralmente com micro-organismos na forma livre, sendo que a aplicagéo de
células microbianas imobilizadas em suportes poliméricos vem sendo bastante estudada e
recomendada devido as vantagens obtidas durante o processo de biorremediagdo como a
maior tolerdncia contra grandes concentragdes de compostos toxicos, a maior taxa de
crescimento microbiano, a maior estabilidade catalitica, além das células poderem ser

mantidas estéveis e ativas por um maior periodo (CHEN ef al., 2007; HSIEH ef .. 2008).
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2.5 IMOBILIZACAO

A mmobilizagdo ¢ um processo de retencdo de células ou moléculas em suportes
poliméricos. Os principais métodos de imobilizagéo sio adsorgéo, ligagdo covalente, ligacio
cruzada, encapsulamento e aprisionamento (FIGURA 2.4) (BICKERSTAFF, 1997:
CANILHA: CARVALHO; SILVA, 2006; MENDES e al., 2011; WOODWARD. 1988).

, “ Q ADSORCAO
p XX J

ENCAPSULAGAO

|/ / APRISIONAMENTO

LIGACAO
CRUZADA

Figura 2.4- Principais métodos de imobiliza¢io. Fonte: Adaptado de Bickerstaff, 1997,

Dentre os métodos de imobilizagdo, a adsor¢do é o método mais simples. Baseia-
se em interagdes reversiveis de superficie entre células ou enzimas com o suporte polimérico.
As forgas de ligagBes envolvidas sdo fracas, em sua maioria eletrostatica. Van der Waals,
idnicas, interagdes por ligagdes de hidrogénio e hidrofobicas, As principais vantagens deste
processo de imobilizag@o sdo a facilidade e a simplicidade, além da estrutura imobilizada ser
pouco alterada. A grande desvantagem é a dessor¢do devido as variagdes de temperatura, pH
e forga idnica (BICKERSTAFF, 1997; CANILHA; CARVALHO:; SILVA. 2006; MENDES
etal., 2011; SASSOLAS; BLUM; LECA-BOUVIER, 2012; WOODWARD, 1988).
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No processo de imobilizagdo por ligagfo covalente ocorre a ativa¢io de suportes
com a inser¢do de grupos reativos que reagem com os grupos nucleofilicos do material a ser
imobilizado. Muitos fatores podem influenciar a selegdo de um suporte particular e as
pesquisas tém mostrado que a hidrofilicidade ¢ o fator mais importante para manter a
atividade de enzimas. Logo, polimeros de polissacarideos muito hidrofilicos, como por
exemplo. celulose, dextrana, agarose e amido, sdo bons suportes para a imobilizacdo. Os
residuos de agucares nestes polimeros contém grupos hidroxil, que sdo funcionais nas ligagdes
covalentes. Outros suportes como a silica e os poros de vidro também so usados. entretanto.
sdo menos hidrofilicos. As principais vantagens desse processo sdo a maior resisténcia em
relacdo a varia¢do de pH, temperatura e influéncia de solventes orgénicos, e o fato da carga de
compostos imobilizados permanecer constante apos a etapa de imobilizagio. A selecfo das
condigdes para a imobilizagdo por ligagdo covalente ¢ mais dificil que em outros métodos de
ligag@io em suportes. E necessario conhecer a densidade dos grupos ativos por unidade de area
do suporte € a sua geometria para reduzir a formagdo de complexo enzima-suporte inativo.
Este método pode também afetar a estrutura ativa da enzima, devido a alteracdo do centro
ativo (BICKERSTAFF, 1997, CANILHA; CARVALHO; SILVA, 2006; MENDES et al..
2011: SASSOLAS; BLUM; LECA-BOUVIER, 2012; WOODWARD, 1988).

O processo de imobilizagdo por ligagdes cruzadas envolve a ligacio das células ou
enzimas num complexo tridimensional que pode ser realizada por métodos quimicos ou
fisicos. Essa metodologia ndo utiliza suportes. Métodos quimicos normalmente sio utilizados
na formagdo de ligacdes entre as células e um reagente bi ou multi funcional. como o
glutaraldeido e o tolueno di-isocianato. No entanto, a toxicidade dos reagentes usados ¢ um
fator limitante. A ligagdo cruzada de células ¢ feita por meio de agentes floculantes como,
poliaminas, polietilenoaminas, sulfonatos de poliestireno e varios fosfatos. A ligagio cruzada
¢ raramente utilizada como método de imobilizagio devido a suas propriedades mecanicas e
sua baixa estabilidade (BICKERSTAFF, 1997; CANILHA; CARVALHO: SILVA. 2006:
MENDES et al., 2011; SASSOLAS; BLUM; LECA-BOUVIER, 2012; WOODWARD,
1988).

A imobilizagdo por encapsulamento ¢ realizada pelo envolvimento de células e/ou
enzimas em uma membrana semipermedvel, sendo similar a0 método de aprisionamento.
Proteinas ou enzimas, que sdo moléculas grandes, ndo podem sair da cdpsula, mas substratos e
produtos pequenos podem passar livremente através da membrana semipermeavel. Muitos
materiais podem ser usados para construir uma microcapsula variando de 10-100 mm de

diametro, por exemplo, nylon e nitrato de celulose. Este método tem sido utilizado devido a
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vantagens como maior capacidade de contengéo de células e prevencido da perda de material
imobilizado para o meio exterior. O fato de nfio existir um ntcleo gelificado faz com que as
limitagdes de transferéncia de massa sejam reduzidas. Como desvantagens tém-se: a restricio
de que os compostos imobilizados podem ser aplicados somente com substratos de baixa
massa molecular, a possivel inativagdo de enzimas durante o procedimento de imobilizagéo, a
alta concentragdo de enzima necessaria para garantia do processo. e 0s possiveis efeitos de
difusdo de substratos e/ou produtos no interior da matriz porosa (BICKERSTAFF, 1997;
CANILHA; CARVALHO; SILVA, 2006; MENDES et al., 2011; SASSOLAS: BLUM:
LECA-BOUVIER, 2012; WOODWARD, 1988).

Ja o processo de imobilizagdo por aprisionamento baseia-se na manutengio de
células ou enzimas livres em matrizes porosas, como alginato, carragenana e quitosana,
restritas numa estrutura de gel. A porosidade da matriz é controlada para avaliar se a estrutura
¢ firme o bastante para conter células e/ou enzimas e ao mesmo tempo permitir o livre
movimento de substrato e produto. Nessa metodologia os compostos imobilizados podem ser
protegidos de variagdes de pH. temperatura, solventes organicos e/ou compostos inibidores
presentes no meio externo. As principais desvantagens sdio 0 pequeno volume disponivel para
contencdo das células imobilizadas, a perda de células para o meio externo e a instabilidade
dos suportes normalmente utilizados, que limita a utilizacio dos agregados por longos
periodos. Existem diferentes métodos de aprisionamento: gelificagdo ionotropica de
macromoléculas com cétions multivalentes (ex: quitosana); gelificacio induzida pela
temperatura (ex: agarose, gelatina); polimerizaco orgénica por reagdo quimica e fotoquimica
(ex: poliacrilamida) e precipitagdo de solventes imisciveis (ex: poliestireno)
(BICKERSTAFF, 1997; CANILHA; CARVALHO; SILVA, 2006; MENDES et al., 2011
SASSOLAS; BLUM; LECA-BOUVIER, 2012; WOODWARD, 1988).

De acordo com o exposto, os diferentes métodos de imobiliza¢do apresentam
vantagens e desvantagens e mesmo que a estabilidade de componentes imobilizados ndo
possa ser garantida em todos os casos, varias vantagens sdo comuns a todas as metodologias.
Dentre as vantagens podemos citar o fato de o indculo ficar retido no suporte, de existir uma
maior pureza e rendimento de produtos, da estabilidade catalitica, do maior controle do
processo ¢ do fato das células e/ou enzimas poderem ser mantidas estaveis e ativas por um
maior periodo de tempo, além da obtengdo de resultados econdmicos mais favoraveis
(BICKERSTAFF, 1997, CANILHA; CARVALHO; SILVA, 2006; MENDES e¢f al., 2011;
SASSOLAS; BLUM; LECA-BOUVIER, 2012 ; WOODWARD, 1988).
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Dentre os processos de imobilizagfio, o método de aprisionamento é uma das
técnicas mais amplamente utilizadas (HSIEH ef al., 2008).

Os materiais utilizados como suporte de imobiliza¢io devem ser encontrados com
facilidade e abundéncia, ter custo reduzido e facilidade de operagio em grande escala,
apresentar alta capacidade de retengfo, ndo ser téxico as células e ter resisténcia mecinica
durante o processo operacional. Existem vérios polimeros naturais utilizados como suporte de
imobilizagdio por aprisionamento como o alginato, a carragenana, a agarose, a quitina e a
quitosana (GENTILI et al., 2006).

A quitosana é um heteropolissacarideo constituido predominantemente por
residuos de B-1,4-D-glucosamina com variados graus de residuos N-acetilados, sendo obtida a
partir da desacetilagiio alcalina (CRAVEIRO; CRAVEIRO; QUEIROZ, 2004; KURITA,
2006) ou enzimética (TSIGOS et al., 2000) da quitina (FIGURA 2.5 ¢ 2.6).

Figura 2.5- Aspecto da fibra de quitosana.
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Figura 2.6- Estrutura quimica da quitina (A) e quitosana (B). Fonte: KURITA, 2006.

A quitosana ¢ um dos polimeros mais promissores para uso em imobilizagao
celular por ser biocompativel, biodegradavel, ndo toxica, fisiologicamente inerte e bastante
disponivel, sendo obtida a partir da quitina, um dos polimeros mais abundantes na natureza.
Outra propriedade interessante da quitosana é o fato desse polimero ser soliivel em solucdes
de 4cidos organicos formando um gel que pode ser manipulado para produzir diferentes
biomateriais como esferas, filmes ¢ membranas (CHEN er al., 2007).

A quitina ¢ um homopolissacarideo linear composto por unidades de N-acetil-D-
glucosamina (ou 2-acetoamido-2-deoxi-D-glicose) em ligagdes [ (1.,4) encontrada
amplamente distribuida na natureza em varios tdxons: Fungi, Algae, Protozoa., Cnidaria,
Aschelminthes, Endoprocta, Bryozoa, Phoronida, Brachiopoda, Echiurida, Annelida,
Mollusca, Onychophora, Arthropoda, Chaetognatha, Pogonophora e Tunicata (KURITA,
2006). As fontes mais acessiveis de quitina sdo os exoesqueletos dos artropodes, em particular
as carapagas de caranguejos, camardes e lagostas, que sdo descarte da atividade de industrias
a base de alimentos marinhos (CHEN ez al., 2007). Logo. a utilizagdo da quitina para a
producio de quitosana para uso em processo de biorremediagio ¢ uma alternativa
ecologicamente correta e economicamente viavel.

Uma das restrigdes que se impde para a utilizagdo da quitosana como suporte para
imobilizagdo de bactérias e fungos ¢ sua atividade antimicrobiana e o fato de alguns micro-
organismos serem capazes de degradar a quitosana (BENHABILES e al., 2012:
SOMASHEKAR; JOSEPH, 1995). Portanto, a imobilizacdo em quitosana depende
diretamente da selegdo de micro-organismos resistentes a atividade antimicrobiana desse

biopolimero e que ndo degradem esse tipo de matriz através da produgdo de quitosanase.
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2.6 COMPOSTOS ATIVOS DE SUPERFICIE (SURFACE ACTIVE COMPOUNDS -
SACs)

Os SACs s@o moléculas anfipaticas com atividade de superficie que podem ser
obtidos por processos quimicos (sintéticos) ou produzidas por micro-organismos. Esses
compostos possuem natureza anfipatica, ou seja, sdo constituidos de um grupamento
hidrofilico (polar) e outro hidrofobico (apolar). A porgo polar pode ser idnica (catidnica ou
anibnica), ndo-iénica ou anfotérica, enquanto a porgdo apolar frequentemente ¢ uma cadeia
hidrocarbonica (MULLIGAN, 2005).

A defini¢do da palavra surfactante ¢ baseada na contragio da frase em inglés que
descreve surface-active agents, que significa literalmente agente de atividade superficial. Os
SACs sao normalmente classificados de acordo com a sua composi¢io quimica e sua origem
microbiana. As principais classes incluem glicolipidios, lipopeptidios, lipoproteinas,
fosfolipidios, 4cidos graxos, surfactantes poliméricos e surfactantes particulados
(NITSCHKE; PASTORE, 2002). Esses compostos estdo divididos em duas categorias, os de
baixo peso molecular chamados de biossurfactantes, que podem reduzir eficientemente a
tensdo superficial e interfacial, e os de alto peso molecular, conhecidos como
bioemulsificantes, que sdo polimeros anfifilicos eficientes em estabilizar emulses 6leo em
agua, mas ndo em reduzir a tensio superficial e interfacial (BANAT et al., 2010).

Essas moléculas sdo produzidas por uma grande variedade de bactérias. leveduras
e fungos filamentosos. As principais aplicagdes desses compostos sio emulsificacio,
desemulsifica¢do e dispersdio. Os emulsificantes apresentam a capacidade de promover a
interagdo entre dois liquidos com diferentes graus de polaridade (por exemplo: dgua e 6leo)
quando agitados, tornando-os misciveis e dispersando-os em uma fase fragmentada (fase
dispersa) dentro de uma fase continua. Os desemulsificantes agem desestabilizando emulsdes
previamente formadas. Eles atuam aproximando as gotas de &gua, promovendo uma
drenagem da fase continua e produzindo uma diminui¢io da concentragdo de espécies
tensoativas localizadas nas interfaces agua/dleo. Esse efeito induz a unido das gotas de agua e
promove a separagdo de Oleo da agua. Ja os dispersantes atuam quebrando moléculas de 6leo
em pequenas fragdes que se dispersam na camada de dgua (SINGH; VAN HAMME; WARD.,
2007, VAN HAMME; SINGH; WARD, 2006).

A grande maioria dos surfactantes disponiveis comercialmente é sintetizada a
partir de derivados de petroleo. Entretanto, o crescimento da preocupaciio ambiental entre os

consumidores, combinado com novas legislagdes de controle do meio ambiente, levaram a
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procura por surfactantes naturais como alternativas aos produtos existentes. Comparados aos
surfactantes industriais, os de origem microbiana apresentam algumas vantagens como serem
mais especificos, possuirem melhor atividade superficial e interfacial, e maior tolerdncia a
variagdes de temperatura, pH e forga idnica, serem biodegradaveis, apresentarem baixa
toxicidade, além de possuirem a vantagem de serem sintetizados a partir de substratos
renovaveis (MARCHANT:; BANAT, 2012; NITSCHKE; PASTORE, 2002; SINGH: VAN
HAMME:; WARD, 2007).

Essas biomoléculas tém sido amplamente utilizadas biotecnologicamente em
processos de biorremediagio em aplicagdes ambientais para emulsificar e dispersar
hidrocarbonetos no meio ambiente, aumentando a biodisponibilidade e melhorando as taxas
de biodegradagdo. Outras importantes aplicagdes dessas moléculas sdo na limpeza de
reservatorios de o6leos, na recuperagio melhorada do petréleo (MEOR), nas aplicagdes
terapCuticas, antibacteriana e antifiingica, na atividade antiviral e antitumoral, na agricultura
em formulagdes de herbicidas e pesticidas, na utilizagdo em produtos de higiene e cosméticos,
e na industria de alimentos, papel, téxtil e cerdmica (NITSCHKE; PASTORE, 2002: SINGH:
VAN HAMME; WARD, 2007).

2.7 TECNICAS MOLECULARES APLICADAS A ESTUDOS DE
BIORREMEDIACAO

O desenvolvimento de ferramentas de biologia molecular que permitem acessar de
forma holistica as informag¢des genéticas de DNA extraido diretamente de amostras
ambientais, conhecido como DNA metagendmico, vem revolucionando a ecologia
microbiana. A metagendmica possibilita o acesso a real diversidade microbiana,
conhecimento esse, até recentemente, limitado a uma pequena fracio de micro-organismos
cultivados acessados pelas metodologias tradicionais dependentes de cultivo (DANIEL, 2004:
STENUIT et al., 2008). Isso porque a maioria dos micro-organismos nos ambientes ¢ viavel,
porém ndo cultivavel. Estima-se que a utilizagdo dos métodos tradicionais de cultivo abrange
apenas 0,1-10% da comunidade microbiana ativa (WHITE; PINKART: RINGELBERG.
1997).

Na aplicacdo de qualquer técnica de biorremediacio ¢ fundamental o estudo e
caracterizacdo das comunidades microbianas e suas respostas aos poluentes. Esses estudos
possibilitam o monitoramento e adogdo de medidas de ajustes adequadas. Em

acompanhamento de processos de biorremediagdo, a diminuigdo na concentra¢io de
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contaminantes e suas possiveis transformagdes sdo monitoradas por métodos quimicos, como
a cromatografia, ou através de biossensores. Ja a diversidade, a dinimica, as adaptagdes e os
principios ecologicos envolvidos dentro das comunidades microbianas podem ser
desvendados por diferentes estratégias (ALVAREZ; ILLMAN. 2006: PANDEY;
CHAUHAN; JAIN, 2009; STENUIT er al., 2008). Os métodos experimentais utilizados
podem ser divididos, basicamente, em dois grandes grupos de acordo com a abordagem

empregada:

» Me¢étodos baseados em isolamento e cultivo: o monitoramento ¢ realizado
utilizando-se protocolos convencionais de microbiologia. Baseia-se no
isolamento dos micro-organismos da amostra ambiental, na inoculagio em
meios de cultivo seletivos e/ou ndo seletivos, e na avaliagio dos resultados
através do crescimento de colonias em placas de Petri ou em ensaios de

dilui¢do utilizando tubos multiplos;

e Métodos independentes de cultivo: 0 monitoramento de linhagens microbianas
e/ou de grupos microbianos especificos na amostra ¢ realizado através da
analise de células e/ou acidos nucleicos extraidos da amostra, utilizando-se
sondas moleculares para genes determinados ou da amplifica¢do de genes por
metodologias de reagdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain

Reaction -PCR).

Dependendo da estratégia de biorremediagfo utilizada, do tipo de amostra e do
ambiente alvo, os métodos de cultivo podem ser facilmente empregados e fornecem
informagdes adequadas para avaliagdo das populagdes de micro-organismos biodegradadores
¢ dos aspectos gerais das populagdes microbianas. No caso de ambientes e estratégias de
biorremediagdo onde populagdes microbianas altamente diversificadas sdo favorecidas (alta
diversidade de espécies envolvidas no processo), onde existam fatores limitantes ao cultivo,
como presenc¢a de compostos recalcitrantes altamente toxicos ou amostras de dificil coleta e
manipulagdo (subsolo, aquiferos profundos, residuos industriais tdéxicos), os métodos
baseados em isolamento e cultivo ndo sdo adequados para 0 monitoramento. Nestes casos. 0
uso de métodos independentes de cultivo pode representar uma alternativa mais eficiente
(ALVAREZ; ILLMAN, 2006; PANDEY; CHAUHAN; JAIN, 2009; STENUIT et al., 2008).

Os métodos independentes de cultivo permitem a detecgdo e monitoramento tanto
dos micro-organismos especificos, como de genes de degradagdo relacionados ao processo de

biorremediagdo. Dentre os métodos mais utilizados para detec¢fo especifica de micro-
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organismos ¢ de genes podemos citar a hibridizacfio in situ com sondas moleculares (FISH -
Juorescent in situ hybridization), bibliotecas gendmicas e metagendmicas, PCR em tempo
real ¢ microchips. Outras importantes técnicas sio as de fingerprints, como o polimorfismo de
tamanho do fragmento de restri¢o terminal (T-RFLP) e a eletroforese em gel de gradiente
desnaturante (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis-DGGE) (ALVAREZ: ILLMAN.
2006; PANDEY; CHAUHAN; JAIN, 2009; STENUIT ef al.. 2008).

As técnicas de fingerprinting sdo amplamente utilizadas por permitirem, de forma
rapida e sensivel, caracterizar comunidades microbianas e acompanhar o aparecimento (ou
desaparecimento) de micro-organismos importantes ou de genes em escala temporal frente a
diversos pardmetros ambientais (MUYZER; DE WAAL: UITTERLINDEN, 1993). Entéo.
quando genes especificos sdo amplificados, esses segmentos de DNA de todos os membros da
comunidade microbiana podem ser separados por eletroforese para gerar perfis, como uma
impressdo digital, onde através da detecgdo de mudangas nessa impressdo digital molecular
pode-se acompanhar a evolugdo da estrutura da comunidade microbiana no espaco e no tempo
(NAKATSU, 2007).

A téenica de DGGE ¢é uma das técnicas de fingerprint mais amplamente utilizada
em estudos de ecologia microbiana (FIGURA 2.7). No DGGE ocorre a separacdo de genes
amplificados por eletroforese. O nome desta técnica é devido ao fato do gel de eletroforese
conter um gradiente de desnatura¢io (formamida e ureia) que separa as duas fitas de DNA
durante a corrida. Quando ocorre a separagfio parcial das fitas de DNA presas pelo grampo
CG. a mobilidade da molécula € reduzida no gel. Diferentes segmentos de DNA de mesmo
tamanho sdo separados e presos em diferentes posicdes. Esta mobilidade de fragmentos de
DNA depende do contetido de pares de bases citosina (C) e guanina (G). Quanto maior teor de
GC no fragmento de DNA maior a migracio no gel. Um alto contetido GC promove uma
maior resisténcia a desnaturagdo porque pares GC de nucleotideos formam 3 pontes de
hidrogénio. Fragmentos ricos em duplas ligagdes formados pelo par de nucleotideos adenina
(A) e timina (T) sdo mais faceis de desnaturar e nio migram tanto através do gel. A
incorporagdo de um grampo de 40 pares de bases rico em citosina e guanina na extremidade
5" do iniciador € necessario para prevenir a separaco completa das fitas de DNA e para
promover uma resolugéio 6tima necesséria aos fragmentos presos no gel que sdo visualizados
como bandas. Nessa técnica € possivel realizar a retirada de bandas especificas para
sequenciamento do segmento de DNA e obtengdo de informagdo filogenética ou

conhecimento de genes funcionais (NAKATSU. 2007).
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3 OBJETIVO GERAL

Nesse trabalho objetivou-se o desenvolvimento de um produto biorremediador

baseado na utilizagdo de consorcios de bactérias hidrocarbonoclasticas e produtoras de SACs

imobilizadas em esferas de quitosana para aplicagdo em sedimentos de manguezais

contaminados por petroleo.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

[solamento de bactérias degradadoras de hidrocarbonetos e produtoras de

SACs através de técnicas de enriquecimento;

Estudo da dindmica das comunidades de bactérias por DGGE durante o

processo de selecdo dos isolados;

Realizagdo da caracterizagdo fenotipica e identificagdo molecular das cepas

isoladas:

Avaliag@o da eficiéncia dos consorcios na produgdo de SACs com atividades

emulsificantes e/ou desemulsificante;

Avaliacdo e determina¢do das condi¢cdes ideais para imobilizagdo dos

consorcios bacterianos em esferas de quitosana;

Analise da microestrutura das esferas de quitosana com consorcios de bactérias

através de MEV;

Realizagio de ensaios e avaliagdo da aplicacdo do produto em processos de

biorremediacio in situ.
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4 CAPITULO 1. RIQUEZA DE BACTERIAS HIDROCARBONOCLASTICAS
E PRODUTORAS DE COMPOSTOS ATIVOS DE SUPERFICIE
RECUPERADA DE SEDIMENTOS DO MANGUEZAL DA BAiA DE
TODOS-OS-SANTOS, BAHIA.
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4.1 INTRODUCAOQO

O crescimento da industria do petréleo tem ocasionado um rapido aumento no
nimero de acidentes envolvendo derrames de 6leo nas regides costeiras e estuarinas. Dentre
os ambientes impactados estdo os ecossistemas de manguezais, que sdo de extrema
importdncia ecologica e econdémica (DUKE er al., 2000; FAO, 2007; SPALDING;
KAINUMA; COLLINS, 2010). Como exemplo de manguezal impactado, temos a regido da
Baia de Todos-os-Santos, localizada no estado da Bahia, que representa a maior baia
navegavel do Brasil. A face dessa baia voltada para o mar tem cerca de 450 km e ¢ recoberta
por floresta de mangue. Na regifo nordeste da Baia de Todos-os-Santos foi implantado ha
aproximadamente 50 anos um pdlo petroquimico, que no decorrer das décadas vem
impactando o manguezal através de derramamentos acidentais de ¢leo (CELINO; QUEIROZ,
2006).

Atualmente, os procedimentos de biorremediagdo tém sido intensamente
pesquisados e recomendados como alternativa vidvel, ecologicamente correta e eficaz no
tratamento desses ambientes contaminados (ALEXANDER, 1999). Dentre as tecnologias de
biorremediagio, destaca-se a bioaumentagdo, que consiste na aplicagdo de micro-organismos
com determinada atividade metabolica, e a bioestimulagdo, que consiste na estimulagio da
microbiota ja presente no ambiente contaminado (JACQUES ef al., 2007). Uma das
limitagdes da bioaumentagdo ¢ a competicdo com a microbiota autoctone, a
biodisponibilidade dos poluentes e sua toxicidade. Para superar essas limitagdes. varias
pesquisas estdo sendo desenvolvidas em busca de consércios microbianos, por estes serem
mais eficientes do que as culturas puras na degradacio de poluentes do petrdleo, devido a
complementaridade metabolica entre os micro-organismos (JACQUES et al., 2007; TONINI;
REZENDE; GRATIVOL, 2010). Além disso, buscam-se também micro-organismos que
produzam compostos ativos de superficie (Surface Active Compounds - SACs), como
biossurfactantes e bioemulsificante, que melhoram a biodisponibilidade dos hidrocarbonetos e
aumentam a eficiéncia dos processos catabdlicos (BANAT er al., 2010). Outro importante
grupo de molécula com atividade de superficie de origem microbiana sdo os
biodesemulsificantes, que encontram demanda nos processos de extragfo, transporte e refino
do petroleo para retirar a 4gua emulsificada no dleo e diminuigdo dos prejuizos ocasionados a
indtstria petrolifera por essas emulsdes (ABDEL AZIM ef al., 2011).

Nesse sentido, a obten¢do de consorcios microbianos com potencial de degradar

hidrocarbonetos e produzir metabélitos de interesse biotecnoldgico, tais como enzimas e
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SACs, consiste em uma relevante estratégia para desenvolvimento de produtos e processos de
biorremediagdo. A rica diversidade de micro-organismos encontrada nos manguezais
representa uma valiosa fonte de recursos biotecnologicos a ser explorada, assegura sua
dindmica e ¢ essencial para o funcionamento dos ciclos biogeoquimicos e resiliéncia desse
ecossistema (DAS; LYLA; KHAN, 2006; HOLGUIN; BASHAN, 2001). Portanto, essa
diversidade microbiana pode ser manejada para a recuperagdo de manguezais impactados.
Nesse contexto, esse estudo teve por objetivos realizar o isolamento de bactérias
degradadoras de hidrocarbonetos e produtoras de SACs a partir do enriquecimento de
sedimentos de manguezal da Baia de Todos-os-Santos, Bahia, Brasil, identificar as bactérias
associadas a essas atividades, selecionar os isolados promissores e montar consorcios para uso

em biorremediagdo.
4.2 MATERIAIS E METODOS
4.2.1 Coleta e caracterizacdo de sedimentos

Nesse estudo foram coletadas amostras de sedimentos de uma area do manguezal
da Baia de Todos-os-Santos, cronicamente contaminada com 6leo, proximo a Refinaria
Landulpho-Alves-Mataripe. A drea amostrada correspondeu a um quadrado com os vértices
distando 4 a 5 metros. Foram realizadas 5 amostragens, uma em cada vértice do quadrado e
uma central. Os sedimentos foram coletados com um ajuda de coletor cilindrico de 30 ¢m de
comprimento com 10 cm de didmetro, durante a maré baixa. Um aparelho de posicionamento
global (Global Position System-GPS) do modelo GPSMAP 76CSx, marca GARMIN, foi
utilizado para determinar o local de amostragem. Os parametros ambientais pH e salinidade
foram medidos in situ com uso de medidor de pH portatil modelo HANDYLAB, marca
SCHOTT, e refratdmetro portatil modelo S/MILL, marca ATAGO. No momento da coleta a
camada mais superficial foi eliminada, sendo retirada a camada subsupertficial correspondente
a 10 ¢cm. As amostras foram assepticamente acondicionadas em recipientes estéreis, e
mantidas em caixa refrigerada durante o transporte para o Laboratério de Ecologia
Microbiana e Biotecnologia (LEMBIOTECH), do Departamento de Biologia da Universidade
Federal do Ceara (UFC). Os sedimentos foram utilizados para o isolamento de consorcios
bacterianos com potencial para degradag¢do de hidrocarbonetos e produgdo de SACs. Os
sedimentos foram caracterizados em relagdo a porcentagem de silte + argila e ao teor de

matéria organica.
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Para determinagdo do teor de matéria orgénica total (MOT) foram realizadas
analises em triplicatas utilizando 0,5 g de sedimento seco previamente a 60 °C por 24 h. As
amostras de sedimento foram pesadas em cadinhos secos, e, posteriormente, colocadas em
mufla a 550 °C por 4 h para total combustdo e determinacio do peso residual. O calculo da
MOT foi realizado através da equagdo: MOT (g/Kg) = [(Mi — Mf)/Mi]*1000, na qual MOT ¢é
a matéria orgénica total, Mf é a massa apés a combustdo e Mi a massa inicial (SCHULTE:
HOPKINS, 1996).

Na andlise granulométrica foi utilizada a metodologia de peneiramento descrita
por Suguio (1973). As amostras de sedimento foram secas a 60 °C e fracionadas em trés
porg¢des de 100 g. Cada porg¢do foi utilizada no processo de peneiramento a umido
adicionando-se dgua ao material a ser peneirado para facilitar a passagem dos grdos finos, que
possuem valores inferiores a 0,062 mm de diémetro, visando a separacio da fragio lamosa da
arenosa. A fragdo arenosa retida na peneira foi novamente seca a 60 °C e submetida ao
peneiramento mecanico em um conjunto de 12 peneiras, onde se separam as classes arenosas
e cascalhos (fragdes de 0,062 a 4,75 mm). As fragdes retidas em cada peneira foram secas e
pesadas. Os dados foram analisados no programa de analise granulométrica ANASED 5,
desenvolvido pelo Laboratério de Geologia Marinha e Aplicada da UFC. Os percentuais de

areia, silte e argila foram calculados utilizando-se a escala de Wentworth (1922).
4.2.2 Selecio de consorcios de bactérias hidrocarbonoclisticas

O isolamento de bactérias foi realizado pela técnica de enriquecimento semeando-
se 10 g de sedimentos em frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 90 mL de meio mineral
Bushnell-Haas (BH) (BUSHNELL; HAAS, 1941), acrescido de 2% NaCl (m/v) (BH-salino).
O meio BH contendo K;HPO;4 (1,0 g); KHRPO,4 (1,0 g); MgS04.7H,0 (0,2 g); CaCly. 2H.0
(0,026 g). (NH4)2.804(1,0 g) (Difco, Sparks, MD, EUA) por litro foi esterilizado a 110 °C por
10 min. O meio BH-salino foi suplementado com uma solugdo de micronutrientes 0,1% (v/v)
contendo EDTA (2,5 g); ZnS0O4.7H0 (10,95 g); FeSO4.7H,0 (5,0 g); MnSO4.H,0 (1,54 g):
CuS04.5H,0 (0,392 g); Co (NO3).6H,0 (0.25 g); NaB407.10H,0 (0,177 g) por litro e
esterilizada por filtragdo em membrana de 0,22 pm (Millipore, EUA).

Para a selegfio de consorcios de bactérias capazes de degradar petroleo e derivados
foram usadas quatro fontes de carbono: 1% (v/v) de hexadecano, 1% (v/v) querosene, 1%
(v/v) de petréleo e uma mistura de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) composta

de naftaleno (Naf), fenantreno (Fen) e pireno (Pir) em uma concentragéo final de 10 mg/L de



ANGELIM, A. L Selecdo e imobilizagcdo de conséreios de bactérias hidrocarbonoclasticas... 49

cada composto. As solu¢des de hexadecano, querosene e HPAs foram esterilizadas por
filtracdo em membrana de 0,22 pm (Millipore) e o petroleo por autoclavagio a 121 °C por 30
min. O petroleo utilizado no enriquecimento foi obtido do campo de Fazenda Belém da
Unidade de Exploragéo e Produgéo do Rio Grande do Norte e Ceard (UN-RNCE).

Os meios receberam 10 g de sedimento e foram incubados sob agitagdo de 150
rpm a 30 °C por 15 dias. Subcultivos foram preparados transferindo 10% (v/v) das culturas
para meios novos, de mesma composi¢io, a cada 15 dias. Ao final do 45° dia de
enriquecimento. as culturas foram diluidas seriadamente em solugdo de NaCl 0,9% (m/v) e
semeadas em placas de Petri contendo Agar Triptona Glicose Extrato de Levedura (ATGE),
acrescido de NaCl 2% (m/v) (ATGE-salino). As placas foram incubadas a 30 °C por 48 h. As
colonias de bactérias foram selecionadas pelas suas caracteristicas morfologicas distintas e
utilizadas para preparagdo de culturas puras e de consorcios através de subcultivo em novas
placas com ATGE-salino. As cepas foram armazenadas em meio TGE contendo glicerol 20%
(v/v) a -80 °C na colecdo do LEMBIOTECH na UFC.

Amostras de sedimentos (T0) e das culturas de enriquecimento com HPAs foram
usadas para monitoramento por DGGE da selecdo de populagdes de bactérias. Para tanto.
foram feitas extragdes de DNA metagenomico nos tempos TO, T15, T30 e T45. As extracdes
foram feitas utilizando-se o kit PowerSoil™ DNA Isolation (Mo Bio Laboratories, Inc..
Carlsbad, CA , EUA), de acordo com as instru¢des do fabricante.

O DNA das cepas isoladas foi extraido utilizando-se o protocolo do brometo de
cetiltrimetilamonio (CTAB) (WARNER, 1996). As concentragcdes e qualidades das extragdes
de DNA foram avaliadas em espectrofotometro Nanodrop® ND-1000 (NanoDrop,
Wilmington, DE, EUA).

4.2.3 Andlise do enriquecimento por Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante
(DGGE)

O enriquecimento utilizando a mistura de HPAs foi adotado como modelo de
estudo para confirmar a eficiéncia do processo de enriquecimento no isolamento de
consorcios bacterianos hidrocarbonoclasticos.

O DNA total de uma amostra composta dos sedimentos (T0), assim como os
DNAs extraidos das culturas ao longo do enriquecimento (T15, T30, T45 dias) e dos isolados
foram submetidos a amplificag¢fo da regifio hipervariavel v3 do gene codificador do rRNA16S

por reagdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction-PCR) usando os iniciadores
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GC-338F (5'-CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GGG GCA GG €66 GGG
ACT CCT ACG GGA GGC AGC AG-3") (LANE, 1991) e 518R (5'-ATT ACC GCG GCT
GCT GG-3") (MUYZER; DE WAAL; UITTERLINDEN, 1993). As reagdes de PCR foram
realizadas em um volume final de 30 pL contendo 10 ng de DNA molde, 20 mM Tris-HCI
(pH 8.4). 50 mM KCl, 3,0 mM MgCl,, 200 uM de cada ANTP, 0,5 uM de cada iniciador e 1,0
unidade de Taq DNA polimerase (MBI Fermentas Inc., Amherst, New York, EUA). As
amplificagdes foram realizadas em um termociclador (Eppendorf AG 22.331; Eppendort,
Hamburgo, GER) programado para uma etapa de desnaturacfo inicial (4 min a 94 °C),
seguido por 35 ciclos de 1 min 94 °C, | min a 56 °C e 2 min a 72 °C. O ultimo ciclo foi
seguido por uma extensdo final de 10 min a 72 °C. Os produtos das PCRs foram analisados
por eletroforese em gel de agarose 2% (m/v) corado com SYBR® Safe DNA (Invitrogen,
Eugene. OR, EUA).

M : ; )
" Universal Mutation Detection

As DGGEs foram feitas no sistema D-code
system (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA). Um volume de 10 pL de cada produto da
PCR foi misturado com tampdo de amostra na concentragio 5:1 (PCR produto:tampdo de
amostra). Estas misturas foram aplicadas no gel de poliacrilamida 8% (m/v) com gradiente
vertical de desnaturacéo uréia-formamida variando de 35% para 65%. A concentracdo 100%
de desnaturagdo foi definida como ureia 7 M e 40% (v/v) de formamida (MUYZER; DE
WAAL; UITTERLINDEN, 1993). A eletroforese foi realizada em uma tensdio constante de
200 V por 4 h a uma temperatura de 60 °C. Os géis foram corados durante 1 h em 0.5 X TAE
contendo 1 X do corante SYBR® Green [ (Invitrogen, EUA) e fotografados sob iluminagdo
UV. As analises das imagens foram realizadas no Software BioNumerics (Applied
Mathematics, Kortrijk, Bélgica), utilizando o algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Group

Method with Arithmetic mean) e coeficiente de similaridade Jaccard.
4.2.4 Identificacdo molecular dos isolados bacterianos e andlise filogenética

Os isolados foram identificados através do sequenciamento do gene condificador
para 0 TRNA16S apos amplificagdo usando os iniciadores 63F (5'-CAG GCC TAA CAC
ATG CAA GTC-3") e 1389R (5'-GGG CGG WGT GTA CAA GGC-3") (MARCHESI et al.,
1998).

As reacoes de PCR foram realizadas em um volume final de 25 pL, contendo 100
ng de DNA gendmico, 20 mM Tris-HCIL, pH 8.4, 50 mM KCI, 1.5 mM MgCl,, 200 uM de
cada dNTP, 0.5 uM de cada iniciador e 1,0 unidade de Taq DNA polimerase (MBI Fermentas
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Inc.. EUA). As PCRs foram feitas em termociclador programado para uma etapa de
desnaturag¢do inicial (4 min a 94 °C), seguido por 35 ciclos de 1 min 94 °C, 1 mina 55 °Ce 2
min a 72 °C. O ultimo ciclo foi seguido por uma extensdo final de 10 min a 72 °C. Os
produtos das amplificacdes foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1% (m/v)
corado com SYBR® Safe DNA (Invitrogen, EUA). Os produtos foram purificados usando o
Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System (Promega Corporation, Madison, WI, USA). A
concentragdo dos produtos purificados foi determinada medindo-se a absorbancia a 260 nm
(A260) em espectrofotdometro Nanodrop® ND-1000.

O sequenciamento de DNA foi realizado pela empresa Macrogen Inc.. Seul.
Coréia. As reagdes de sequenciamento foram realizadas utilizando os iniciadores 63F, 1389R.
S18F (5'-CCA GCA GCC GCG GTA ATA CG-3 ") e 800R (5'-TAC CAG GGT ATC TAA
TCC-3") e o kit ABI PRISM® BigDye'" Terminator Cycle Sequencing (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA). Os produtos foram purificados por precipitagio em etanol e
solubilizagdo em dgua destilada e aplicados no sequenciador ABI 3730 (Applied Biosystems.
Foster City, CA, USA). As sequéncias parciais fornecidas pela empresa Macrogen Inc. foram
de alta qualidade (Phred>20) e utilizadas para gerar sequéncias consenso usando o pacote
Phred/Phrap/Consed (EWING; GREEN, 1998; EWING er al., 1998; GORDON; ABAJIAN;
GREEN, 1998). As sequéncias consenso obtidas foram analisadas e comparadas com outras
depositadas no GenBank, usando o Basic Local Alignment Search Tool — BLAST
(ALTSCHUL et al., 1990) e no The Ribosomal Database Project (RDP)
(MSU:http://rdp.cme.msu.edu/index.jsp). Todas as sequéncias obtidas neste estudo foram
depositadas no GenBank. O alinhamento multiplo das sequéncias foi realizado com o
programa ClustalW (THOMPSON; HIGGINS; GIBSON, 1994) e utilizado para gerar uma
arvore filogenética com o software MEGA, versdo 4.0 (TAMURA et al., 2007) a partir do
algoritimo Neighbor-Joining. Foi utilizado teste de bootstrap (FELSENSTEIN, 1985) com

1.000 reamostragens para avaliar os agrupamentos gerados.
4.2.5 Pesquisa de compostos ativos de superficie (SACs)

A pesquisa de SACs produzidos pelas cepas e consércios bacterianos estudados
foi feita através de ensaios de emulsificagdo utilizando querosene (IQBAL; KHALID:
MALIK, 1995) e de desemulsificagdo utilizando Tween 80.

Cepas de bactérias isoladas e consorcios foram crescidos em caldo Triptona-

Glicose-Extrato de Levedura (TGE) por 16 horas. Em seguida, as culturas foram ajustadas
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para absorbédncia de 1,0 a 600 nm e inoculadas na propor¢do de 10% (v/v) em frasco
Erlenmeyer de 250 mL contento 50 mL de meio mineral com a seguinte composi¢éo por litro:
KoHPO4 (13,9 g); KH2PO4 (2,7 g); MgS04.7H,0 (0,2 g); NaCl (1,0 g), CaCl,. 2 H,0O (0,026
g), (NH4)2.S04 (2,0 g) (Difco, Sparks, MD, EUA) e extrato de levedura (0,5 g), previamente
esterilizado por filtragdo em membrana de 0,22 um (Millipore, EUA). Esse meio mineral foi
suplementado com a solu¢do de micronutrientes na concentragdo de 0,1% (v/v) e de glicerol
3% (v/v) como fonte de carbono. As solugdes de micronutrientes e de glicerol foram
esterilizadas por filtragdo utilizando membranas de 0,22 pm (Millipore, EUA) e autoclavagio
a 121 °C por 15 minutos, respectivamente.

No meio de cultivo descrito foi utilizado uma rela¢io carbono:nitrogénio de 30:1,
visando uma maior produgdo de SACs (DARVISHI et al., 2011). As culturas foram incubadas
a 35 °C sob 150 rpm de agita¢@o e o crescimento monitorado com 24, 48 e 72 h através de
medidas de absorbdncias a 600 nm e determinagdo de pH. Nesses mesmos periodos, as
culturas foram analisadas quanto a produgdo de emulsificantes e desemulsificantes.

Os ensaios de emulsificagdes foram realizados misturando-se em tubos de ensaio
2 mL da cultura bacteriana e 2 mL de querosene. Os tubos foram agitados por 2 min em
vortex e deixados em repouso por 24 h. Apods esse periodo foi calculado o percentual de
emulsificacdo (E24), definido como a razio entre o volume da camada emulsificada e o
volume total do ensaio (IQBAL; KHALID; MALIK, 1995). Como controle negativo foram
realizadas ensaios com a mesma metodologia utilizando-se 0 meio mineral de crescimento e
querosene.

Os ensaios de desemulsificagdo foram realizados através da observag¢do da
capacidade das culturas de desestabilizar emulsdes dgua em 6leo. Para obter as emulsdes,
foram adicionados 2 mL das culturas bacterianas, 2 mL de querosone e¢ Tween 80 na
concentragdo de 0,1% (v/v). Os tubos foram agitados por 2 minutos em vorfex e deixados em
repouso por um periodo de 24 h. Experimentos controles foram realizados com a mesma
metodologia utilizando-se meio mineral, querosene e Tween 80. Em seguida, foi verificada a
persisténcia total, parcial ou desemulficagdo das emulsdes. Foram considerados negativos os
resultados de persisténcia total, e positivos os resultados nos quais houve diminui¢io das
camadas de emulsio, tendo o controle como referéncia.

Todos os ensaios foram analisados em trés experimentos independentes e em
duplicatas. Os dados foram submetidos a analise de varidncia pelo método de ANOVA com o
pos-teste de Tukey utilizando intervalo de confianca de 95% (p<0,05). Para as analises

estatisticas foi utilizado o programa GraphPad Prism 5.0.
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4.2.6 Andlise das emulsées por microscopia

As emulsificagdes foram coletadas, transferidas para laminas, coradas com rosa

bengala e observadas por microscopia de campo claro e contraste de fase para caracterizagéo.
4.3 RESULTADOS
4.3.1 Coleta e caracterizacdo das amostras

As coletas de sedimentos de manguezais foram feitas em torno das coordenadas

S 12°43°02.3” W 038°32°55.0”, na regifio da Baia de Todos-os-Santos (FIGURA 4.1), em
uma 4rea visivelmente contaminada com borra oleosa (FIGURA 4.2).

BECOH0G

ABHO0

B560000.

Figura 4.1- Area de coleta e ponto de amostragem evidenciado em vermelho.
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Figura 4.2- Aspecto do ecossistema manguezal no local de amostragem (A), coleta do sedimento
com ameostrador de PVC (B) e detalhe da contaminacio oleosa no testemunho do sedimento (C).

E importante destacar que borras oleosas, como demonstrado na se¢do C da
Figura 4.2, sdo encontras distribuidas aleatoriamente em diferentes alturas nos 30 c¢cm dos
testemunhos de sedimento coletados neste manguezal.

As cinco amostras de sedimentos foram reunidas formando uma amostra
composta que tinha as seguintes caracteristicas: 24% de areia, 76% de silte + argila, 6,5% de

matéria orgénica, pH 7,2 e salinidade 28.
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4.3.2 Enriquecimento e isolamento de consdrcios de bactérias hidrocarbonocldsticas

O enriquecimento de sedimentos de manguezal em meio mineral contendo
hidrocarbonetos do petréleo como fonte de carbono levou, ao longo de 45 dias, a selegdo de
comunidades de bactérias distintas para cada uma das fontes de hidrocarbonetos. Os aspectos
das culturas obtidas através de subcultivos em placas de ATGE-salino estdo mostrados na

Figura 4.3.
HPAs Querosene Hexadecano Petroleo

. N

Figura 4.3- Aspecto das culturas de enriquecimento e dos subcultivos em placas de ATGE-salino
apés 45 dias. '

Foram obtidos a partir dos enriquecimentos 4 diferentes consorcios: HPA,
formado por 7 cepas de bactérias (HPABA1- HPABA7), Querosene, formado por 8 cepas
(QUEBAI- QUEBAS), Hexadecano, formado por 7 cepas (HEXBA1- HEXBA7) e Petréleo,
formado por 19 cepas (PETBA1-PETBA19). A pureza das culturas foi confirmada por quatro
plaqueamentos sucessivos em ATGE-salino. Durante o processo de plaqueamento, 2 cepas do
consdrcio Petréleo (PETBA7 ¢ PETBA18) ndo sobreviveram. Logo, no total restaram 39

cepas. As caracteristicas morfolégicas das colonias estdo mostradas na Figura 4.4.
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Figura 4.4- Morfologia colonial dos isolados obtidos nos diferentes enriquecimentos distribuidos
por consdreios: HPA (A), Querosene (B), Hexadecano (C), Petrdleo (D).
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4.3.3 Monitoramento do enriquecimento com HPAs por DGGE

As mudangas nos perfis das comunidades bacterianas durante o processo de
enriquecimento com uma mistura de trés HPAs foram monitoradas por DGGE. A Figura 4.5
mostra o resultado da andlise de agrupamento dos diferentes perfis ao longo do

enriquecimento.

Similaridade -
o o o o o
N <t w o -
1 l L1 l | - l I I _I_ LI | ]

30.3 g ?‘““ ‘ - TO
13.0 | ’ ‘«" ' - T15

455 | . - T30

| W s

35% = 65%

)

3

Figura 4.5- Andlise de agrupamento dos perfis gerados por DGGE com gradiente de desnaturacio
35-65% das comunidades nos diferentes periodos (T0, T15, T30, T45) do enriquecimento com
HPAs.

A analise revelou um agrupamento formado pelas amostras de sedimentos (T0) e
a cultura ap6s 15 dias de enriquecimento (T15), demonstrando semelhanga entre os perfis de
unidades taxondmicas operacionais (UTOs). As culturas de 30 e 45 dias de enriquecimento
agruparam juntas, compartilhando 45,5% de UTOs similares. A riqueza de UTOs foi reduzida
do inicio para o final do processo de enriquecimento, passando de 25 UTOs para 11
(FIGURA 4.6). No periodo compreendido entre T15 e T30, o nimero de UTOs variou
drasticamente de 18 para 5, o que evidencia o periodo no qual ocorreu a maior sele¢io de
bactérias. Apos 30 dias, as populagdes selecionadas cresceram e estimularam o surgimento de
outros integrantes do consorcio, como demonstrado pelo aumento do niimero de UTOs de 5

para 11.



ANGELIM, A. L. Selegdo e imobilizagdo de consorcios de bactérias hidrocarbonoclasticas... 58

25

25
- 20 18
S
2 1° 11
=]
[+
5 10
z 3

0

0 15 30 45

Dias de enriquecimento

Figura 4.6- Variacio do nimero de UTOs durante o processo de enriguecimento com HPAs.

A redugdo de UTOs ao longo do enriquecimento com HPAs, assim como as
alteragdes na estrutura da comunidade, demonstra que o processo de enriquecimento
promoveu a sele¢do das populagdes capazes de metabolizar a mistura de HPAs como fonte
exclusiva de carbono e energia. Interessante destacar que a maioria das UTOs que aparecem

no gel aos 45 dias de enriquecimento (T45) corresponde as UTOs das sete cepas isoladas
(FIGURA 4.7).
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s 35%
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Figura 4.7- DGGE gerado com gradiente de desnaturaciio 35-65% evidenciando a correspondéncia

de mobilidade de bandas dos 7 isolados (H1-H7) do consércio HPAs com as UTOs presentes aos 45
dias de enriquecimento.
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Todos os isolados apresentaram uma banda no gel, com exceg¢édo das cepas H4, H5
e H6, que apresentaram duas bandas. As cepas H1, H2, H3, H7 produziram bandas similares
as bandas 1. G, J, H, respectivamente. As bandas B e D correspondem as bandas da cepa H4
enquanto as bandas C e E encontram correspondéncia com as bandas da cepa HS5. A cepa H6
produziu mais de uma banda no gel de DGGE e apenas uma dela apresentou mobilidade
similar a UTO correspondente a letra A. As bandas F e K nfio encontraram correspondéncia

com nenhum dos isolados, sugerindo que essas duas UTOs pertencem a bactérias ndo

cultivaveis.

4.3.4 Identifica¢do molecular dos consdrcios bacterianos e andlise filogenética

Foram identificadas 37 linhagens bacterianas dos 39 isolados obtidos apds 45 dias
de enriquecimento com as diferentes fontes de hidrocarbonetos. A identificacdo molecular foi
feita com base na homologia de sequéncias do gene condificador para o rRNAI16S com
sequéncias depositadas em bancos de dados mundiais. As sequéncias obtidas neste estudo
apresentaram tamanhos variando de 1148 at¢ 1486 pares de base ¢ percentuais de identidade
acima de 98% com sequéncias depositadas no GenBank e 100% de certeza no banco de
sequéncias do RDP, com excegdo do isolado PETBA 01, cuja andlise s6 permitiu a
identifica¢do em nivel de Familia. Todas as sequéncias foram depositadas no GenBank e suas

identificagdes, tamanhos e nimeros de acesso estdo mostrados na Tabela 4.1.
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Tabela 4.1- ldentificacio molecular dos isolados bacterianos baseado nas sequéncias do gene
codificador para o rRNA16S com seus respectivos niimeros de acesso no GenBank e tamanhos em
pares de base (pb).

Isolados Bacterianos Identificacio Tamanho (pb) N° de acesso no GenBank
HPABA 1 Ochrobactrum sp. 1.254 HQ257211
HPABA 2 Achromobacter sp. 1.315 HQ257212
HPABA 3 Ochrobactrum sp. 1.293 HQ257213
HPABA 4 Leifsonia sp. 1.264 HQ257214
HPABA 5 Curtobacterium sp. 1.314 HQ257215
HPABA 6 Staphylococcus sp. 1.316 HQ257216
HPABA 7 Micrococcus sp. 1.310 HQ257217
QUEBA 1 Achromobacter sp. 1.469 JQ658398
QUEBA 2 Mangroveibacter sp. 1.438 1Q658399
QUEBA 3 Mangroveibacter sp. 1.443 JQ658400
QUEBA 4 Gordonia sp. 1.423 JQ658401
QUEBA 5 Gordonia sp. 1.458 JQ658402
QUEBA 6 Micrococcus sp. 1.469 JQ658403
QUEBA 7 Paracoccus sp. 1.413 JQ658404
QUEBA 8 Achromobacter sp. 1.472 JQ658405
PETBA 1 Xanthomonadaceae 1.481 JQ658406
PETBA 2 Brachybacterium sp. 1.455 J1Q658407
PETBA 3 Martelella sp. 1.424 JQ658408
PETBA 4 Cytophaga sp. 1.432 JQ658409
PETBA 5 Sphingomonas sp. 1.421 JQ658410
PETBA 6 Sphingopyxis sp. 1.428 JQ658411
PETBA 8 Bhargavaea sp. 1.485 1Q658412
PETBA 9 Mesorhizobium sp. 1.382 JQ658413
PETBA 10 Mesorhizobium sp. 1.148 JQ658414
PETBA 11 Gordonia sp. 1.458 JQ658415
PETBA 12 Thalassospira sp. 1.433 JQ658416
PETBA 13 Mesorhizobium sp. 1.424 JQ658417
PETBA 14 Pseudomonas sp. 1.467 JQ658418
PETBA 15 Gordonia sp. 1.455 JQ658419
PETBA 16 Gordonia sp. 1.445 JQ658420
PETBA 17 Dietzia sp. 1.486 1Q818205
PETBA 19 Gordonia sp. 1.456 JQ658421
HEXBA 1 Sphingomonas sp. 1.232 JQB818204
HEXBA 2 Gordonia sp. 1.302 JQ658422
HEXBA 4 Micrococcus sp. 1.425 JQ658423
HEXBA 5 Gordonia sp. 1.448 JQ658424
HEXBA 6 Micrococcus sp. 1.438 JQ658425
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Dos 37 isolados identificados, 17 foram classificados como Proteobacteria, 16
mostraram homologia com representantes do filo Actinobacteria, 1 foi afiliado ao filo
Bacteroidetes ¢ 2 ao filo Firmicutes. A classe mais abundante do filo Proteobacteria foi

Alphaproteobacteria, seguida por Gammaproteobacteria e Betaproteobacteria (FIGURA 4.8).

Bacteroidetes Firmicutes
3% 5%

M Alphaproteobacteria
W Betaproteobacteria
Gammaproteobacteria
Proteobacteria - "
49%

Actinobacteria
43%

Figura 4.8- Distribuicio por filo dos isolados bacterianos identificados e por classe do filo
Proteobacteria.

A distribuigdo e diversidade de géneros encontrados por filo estdo representadas

na Tabela 4.2 e na arvore filogenética apresentada na Figura 4.9.

Tabela 4.2- Diversidade de géneros/familia correspondente a cada filo e classe.

Classe Géneros ou familia

Martelella, Mesorhizobium,
Ochrobactrum, Paracoccus,

Alphaproteobacteria
— Sphingomonas, Sphingopyxis,
Proteobacteria Thalassospira
Betaproteobacteria Achromobacter
G roteobacteria Mangroveibacter, Pseudomonas,
P Xanthomonadaceae
Brachybacterium, Curtobacterium,
Actinobacteria Actinobacteria Dietzia, Gordonia, Leifsonia,
Micrococcus
* Bacteroidetes Bacteriodetes Cytophaga

A Bacilli Bhargavaea, Staphylococcus
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Figura 4.9- Arvore filogenética construida a partir do alinhamento mltiplo das sequéncias do gene
codificador para o rRNA16S das 37 linhagens identificadas. As relacdes entre as sequéncias foram
estabelecidas com o algoritimo neighbor-joining com base na distincia Euclidiana entre as mesmas.

A estabilidade dos dados foi inferida pelo teste de bootstrap com 1.000 reamostragens. Os valores
de bootstrap sio encontrados nos nés.
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Embora a técnica de enriquecimento seja seletiva, foi recuperada uma alta riqueza
de géneros de bactérias, considerando a identificagfo de 20 géneros diferentes em 37 isolados
identificados. Dentre os géneros obtidos, 16 sdo exclusivos de algum dos consorcios,
demonstrando que as diferentes pressdes nos enriquecimentos selecionaram micro-
organismos com atividades catabdlicas especificas. Apenas 4 géneros (Acromobacter,
Gordonia, Micrococcus e Sphingomonas) foram compartilhados por pelos menos dois tipos

de enriquecimentos (FIGURA 4.10).

Consércio PET
) Xanthomonadaceae
Consdrcio QUE Brachybacterium  Bhargavaea
Martelella Mesorhizobium
Mangroveibacter ‘ Cytophaga Thalassospira
Sphingopyxis Pseudomonas
Consorcio HPA Paracoccus ) Dietzia

s -

_~~ . Sphingomonas

Ochrobactrum — pchromobacter ™

. Gordonia
Leifsonia \\
Curtobacterium e Rl \'\. Consércio HEX
Staphylococcus |

Figura 4.10- Representacio da distribuicio de gémeros bacterianos em consércios obtides por
diferentes enriquecimentos.
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4.3.5 Producio de SACs e caracterizagio das emulsoes

A producgio de SACs foi feita em meio mineral contendo glicerol como fonte de
carbono. Foram testadas as cepas de bactérias isoladas das culturas do 45° dia de
enriquecimento e seus respectivos consorcios. Foi feito uma analise do crescimento de cada
cepa isoladamente e dos consorcios atraves de medidas de absorbancia a 600 nm,
monitoramento do pH e pesquisa de emulsificantes e desemulsificantes.

A Figura 4.11 apresenta os monitoramentos de crescimento dos consorcios e de
suas respectivas cepas de bactérias separadamente. Como pode ser observado, exceto pela
cepa HEXBAO2, proveniente do enriquecimento com hexadecano, que ndo foi capaz de usar
glicerol como fonte de carbono e, portanto, ndo cresceu no meio mineral, a maioria das cepas
estava em crescimento exponencial com 24 h. De uma maneira geral ndo foram observadas
diferengas significativas entre os isolados provenientes dos diferentes enriquecimentos para
usar o glicerol como fonte de carbono, exceto pelas cepas PETBAOL ¢ PETBA12, que com 24
h ainda se encontravam em fase lag. Os quatro consorcios também néo diferiram e foram
capazes de crescer usando glicerol. De uma maneira geral ndio foram observadas variagdes
significativas de pH para a maioria das culturas. Entretanto, houve produgdo de acidos nas
culturas das cepas QUEBAO2 e QUEBAO3, que ao final de 72 h estavam com pH 59e5;e
no consoreio QUE, no qual se verificou um abaixamento acentuado do pH, que passou de 7,2
para pH 4,7 (FIGURA 4.12). Além de acidos, QUEBAO2 e QUEBAO3, ambas do género
Mangroveibacter, e o consorcio QUE, produziram gas. A presenca de gases foi verificada no
momento de abertura dos frascos através da liberagdo brusca da pressdo interna nos
Erlenmeyers. Darvishi et al. (2011) relataram a formagéo de gases durante a produgdo de
biossurfactantes utilizando bactérias da familia Enterobacteriaceae, que produzem
consideraveis quantidade de gases por substrato consumido. A produgdo de gases tem sido
mencionada como importante para a recuperagdo de oleo de reservatorio, pOIis esse processo
aumenta a pressio em ambiente confinado e reduz a viscosidade do o6leo facilitando sua

captagdo.
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Figura 4.11- Monitoramento de crescimento dos consdrcios bacterianos em meio mineral com
glicerol.
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Figura 4.12- Variacdo de pH durante o crescimento do consércio QUE em meio mineral com
glicerol.
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Também foi observada uma relagio positiva entre crescimento € acidifica¢@o do
meio na cultura das cepas PETBAOL, PETBA 13 ¢ HEXBAO7, que reduziu o pH para 5.1, 5.7
e 5.4, repectivamente.

Os resultados dos ensaios de emulsificagdo forneceram informagdes importantes
sobre o comportamento das cepas isoladamente e dos seus consorcios. As emulsdes
produzidas foram caracterizadas como pertencentes aos tipos I, II, 11T e IV, de acordo com
Winsor (1954). O tipo I refere-se a sistemas de duas fases que correspondem a emulsdes de
oleo em agua (O/A) coexistindo com uma fase de agua. O tipo 11, também bifasica, constitui-
se de uma emulsdo de agua em o6leo (A/O) coexistindo com €Xcesso de 6leo. O tipo III €
formado quando o surfactante ¢ concentrado na fase do meio e a emulsdio coexiste com as
fases de 6leo e dgua formando um sistema trifasico. Ja o tipo IV correspondente a uma regido
monofisica representada por uma emulsdo homogénea (BELLOCQ et al., 1984).

Das 39 cepas avaliadas, 80% foram capazes de produzir emulsificantes que
apresentaram diferentes percentuais de emulsificagdo que variaram de 10 a 65% (FIGURA
4.13-4.16), sendo, portanto, consideradas candidatas para produgdo de SACs, visando futuras
aplicagdes biotecnologicas.

Dentre as linhagens dos consorcios HPA, QUE e PET foram detectadas as cepas
com os melhores percentuais de emulsificagiio agua/dleo (A/O) entre 40-65%. De maneira
geral, o consorcio HEX e suas cepas foram os que apresentaram 0s percentuais mais baixos de
emulsificagdo. Outro resultado que merece destaque € o fato de que em cada um dos grupos
tem pelo menos uma cepa ndo produtora de SAC. As analises também mostraram que a
maioria das culturas produziu emulsificantes ao final de 24 ou 48 h de cultivo.

Os consércios HPA e QUE com todas as cepas reunidas mantiveram bons
percentuais de emulsificagdo A/O comparados as cepas isoladamente. Ja o consorcio PET ndo

produziu emulséo do tipo A/O, mesmo possuindo cepas que produzem individualmente.
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Figura 4.13- Percentuais de emulsificacdes das cepas e do consércio HPA. Letras iguais dentre os
diferentes tempos em cada isolado bacteriano significam resultados estatisticamente iguais
(p>0,05), comoe comprovado pelo teste de anilise de variincia (ANOVA) com um pés-teste de

Tukey.
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Figura 4.14- Percentuais de emulsificagdes das cepas e do consorcio QUE. Letras iguais dentre os
diferentes tempos em cada isolado bacteriano significam resultados estatisticamente iguais
(p>0,05), como comprovado pelo teste de andlise de varidncia (ANOVA) com um pés-teste de

Tukey.
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Figura 4.15- Percentuais de emulsifica¢des das cepas e do consércio PET. Letras iguais dentre os
diferentes tempos em cada isolado bacteriano significam resultados estatisticamente iguais
(p>0,05), como comprovado pelo teste de andlise de varidncia (ANOVA) com um pds-teste de
Tukey.
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Figura 4.16- Percentuais de emulsificacdes das cepas e do consércio HEX. Letras iguais dentre os
diferentes tempos em cada isolado bacteriano significam resultados estatisticamente iguais
(p>0,05), como comprovado pelo teste de anilise de variincia (ANOVA) com um pés-teste de
Tukey.
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As linhagens QUEBAS, PETBA15 ¢ PETBA16 ndo apresentaram atividade
emulsificante do tipo dgua/6leo, mas produziram emulsdes do tipo 6leo em agua (O/A). A

Figura 4.17 ilustra os dois tipos emulsdes.

Figura 4.17- Representacio dos tipos de emulsdes oleo-dgua O/A (A) e dgua-6leo A/O (B)
produzidos pelas cepas PETBA16 e PETBAO3, respectivamente.

Para descobrir se as moléculas responsaveis pela atividade emulsificante do tipo
O/A eram intracelulares ou secretadas para o meio, as células e o sobrenadante foram
separados por centrifugagdo e utilizados separadamente em ensaios de emulsificagdo. Os
resultados revelaram que em todos os casos a atividade estava relacionada a moléculas
aderidas a superficie celular.

Na literatura, o género Gordonia ¢ descrito como produtor de lipopolissacarideos
com atividade emulsificante que ao serem produzidos ficam aderidos na parede celular
bacteriana (FRANZETTI et al., 2008; LIN et al., 2005). Nesse estudo todas as cepas
produtoras de emulsdes O/A foram do género Gordonia. Nos experimentos foi observado que
ao se deixar os tubos com as emulsdes O/A das linhagens QUEBAOS e PETBA16 em repouso
houve um aumento da camada emulsionada com formagéo de bolhas de ar. Além disso, apos
agitagdo as emulsdes tornavam-se mais estaveis. Esse fendmeno foi potencializado depois de
longos periodos de repousos e agitagdes. Esse fendmeno possui relagdo com a produgio de
polissacarideos aderidos a parede celular, que serve para regular a flutuabilidade, bem como
para acessar a camada de hidrocarboneto na interface dgua-6leo. Tem também relagdo com a

captacdo de hidrocarbonetos para dentro das células durante o processo de biodegradagio
(LIN et al., 2005).
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A pesquisa de atividade desemulsificante de emulsdes A/O demonstrou que as
cepas HEXBA2, QUEBA4, QUEBAS, PETBAI1S, PETBA16 e PETBA17 foram positivas,
isto &, foram capazes de desestabilizar as emulsdes com Tween 80 0,1% (v/v). A Figura 4.18

demonstra o aspecto da desemulsifica¢io apds 24 h.

Figura 4.18- Aspecto do controle positivo constituido por uma emulsio do meio mineral em
querosene utilizando Tween 80 (A) e sua desemulfica¢io apds tratamento com a cultura da cepa
PETBAL16 (B).

Dentre as seis cepas produtoras de desemulsificantes, quatro (QUEBAS,
PETBAIS, PETBA16 e PETBAI17) se destacaram por desfazer completamente as emulsdes
dentro de 24 h. Interessantemente, essas cepas pertencem ao género Gordonia e sio as
mesmas que produziram emulsdes do tipo O/A, com exce¢do da cepa PETBA17, que nio
produziu nenhum tipo de emulsdo (A/O ou O/A) e pertence ao género Dietzia.

Para entender a contribui¢do dos isolados na atividade emulsificante dos
consorcios foram preparadas e testadas as seguintes combinagdes: consorcios PET e QUE
completos; consorcios PET e QUE sem as linhagens desemulsificantes (PETBA-D e
QUEBA-D); e consoércio PET sem as cepas de Gordonias e produtoras de desemulsificantes

(PETBA-GD). Os resultados de emulsificagfio estdo apresentados na Figura 4.19.
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Figura 4.19- Percentuais de emulsificacio dos consércios PET e QUE, dos consércios sem as
linhagens desemulsificantes (PET-D e QUE-D) e do consércio PET sem as cepas de Gordonia e
produtoras de desemulsificante (PET-DG). Letras iguais entre cada consdrcio e suas variacies
significam resultados estatisticamente iguais (p>0,05), como comprovado pelo teste de andlise de
variincia (ANOVA) com um pés-teste de Tukey.

A retirada das cepas desemulsificantes e das cepas de Gordonias e produtoras de
desemulsificantes do consorcio PET promoveu a produgiio de emulsdo e um aumento
significativo (p<0,05) da atividade emulsificante do consorcio, respectivamente. Esses
resultados comprovam a ocorréncia de interagdo entre membros isolados do consorcio que
estavam impedindo ou desestabilizando a atividade emulsificante.

Em relagdo ao consorcio querosene, apesar dos maiores valores médios de
emulsdio do consorcio QUE-D comparado ao QUE, as andlises estatisticas ndo permitiram
afirmar que ocorreu melhora da atividade emulsificante (p<0,05) com a retirada das cepas
desemulsificantes.

A analise das emulsdes por microscopia de campo claro mostrou que todas as
emulsdes A/O produziram goticulas esféricas com aspecto regular de superficie. Cada gota de
agua € envolvida por um filme lamelar composto por biossurfactantes. J4 o consércio PET-
DG apresentou, além de goticulas regulares, emulsdes com superficie de aspecto irregular e
mucilaginoso, que provavelmente sdo decorrentes da produgdio de moléculas emulsificantes

de natureza polissacaridica (FIGURA 4.20).
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Figura 4.20- Aspecto das emulsdes (A/O) de dgua e querosene produzidas pelos consércios HPA
(A), QUE (B), QUE-D (C) e PET-DG (D). As fotos foram realizadas com aumento de 100X.

As emulsdes O/A dos isolados PETBA16 e QUEBAOQS apresentaram goticulas de
tamanhos variados com a presenga de macroestruturas de aspecto mucilaginoso (FIGURA
4.21), provavelmente, oriundas da produgio de bioemulsificantes poliméricos de alta massa
molecular. Essas moléculas sdo capazes de formar goticulas maiores comparadas com as

formadas por biossurfactantes de baixa massa molecular (TADROS et al., 2004).
—— s &

Figura 4.21- Aspecto das macroemulsdes produzidas pelas linhagens PETBA16 (A) e QUEBAOS
(B). As fotos foram realizadas com aumento de 100X.
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A observagio das emulsdes de querosene por microscopia de contraste de fase a
partir de biomassa concentrada das linhagens QUEBAO5 e PETBAI16, produtoras de
bioemulsificantes, revelaram um maior nimero de micelas e uma formagio de biofilmes

mucilaginosos devido ao aumento da concentragfo dos biopolimeros (FIGURA 4.22).

Figura 4.22- Aspecto da formacio de biopolimeros (A e B) produzidos pela linhagem QUEBA 05
revelado por microscopia de contraste de fase. Foi utilizado o aumento da maquina digital para
fotografar os biopolimeros.
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4.4 DISCUSSAO

As atividades de exploragdo e refino de petroleo na Baia de Todos-os-Santos
tiveram inicio na década de 50, quando ali foi instalada a refinaria Landulpho Alves —
Mataripe (RLAM). Infelizmente, naquela época ndo havia uma consciéncia coletiva sobre os
danos ambientais que poderiam decorrer dessas atividades e muito menos legislacdo de
prote¢do dos manguezais. O desenvolvimento dessa nova atividade industrial na Bahia trouxe
progresso e beneficios econdmicos para a sociedade, mas também danos ambientais
incomensuraveis. Notadamente as areas de produgdo, portuaria e da refinaria, localizadas na
regidio central e norte da bafa, sdo as que apresentam os maiores passivos ambientais,
decorrentes das atividades rotineiras da industria petrolifera, do trafego de navios, dos
vazamentos de dutos de 6leo e/ou derivados, do descarte de agua produzida. e dos acidentes
em unidades portudrias e refinarias. Muitos desses acidentes foram noticiados pela midia,
embora oficialmente ndo se conhega a extensdo do volume de éleo derramado neste
manguezal. O que ¢ fato ¢ que ainda existe uma borra oleosa impregnando os sedimentos e a
biota local. Nos horarios mais quentes do dia, a borra se torna mais fluida e exsuda do
sedimento e da rizosfera do mangue. Comparado a manguezais pristinos, pode-se afirmar que
o manguezal da Baia de Todos-0s-Santos apresenta sintomas visiveis de degradacio e reducio
de sua floresta, assim como da sua fauna acompanhante.

Estudos de biomarcadores de petréleo contaminantes no sedimento do manguezal
da Baia de Todos-os-Santos indicam uma origem complexa para a matéria orgénica estocada
no sedimento deste manguezal associada a vegetais superiores, provavelmente ligada ao
manguezal, a derrames acidentais de 6leos de diferentes tipos e /ou langamentos de esgotos
domésticos e industriais, além de um alto grau de degradacdo dos 6leos derramados no
ambiente (CELINO et al., 2008). A presenga dos isoprendides pristano e fitano, bem como as
razdes entre as suas concentragdes, e os biomarcadores saturados ciclicos sdo indicativos da
poluigdo crénica por compostos organicos relacionados ao complexo petrolifero (CELINO et
al., 2008). Nesse ecossistema, a contaminagdo é composta por hidrocarbonetos totais do
petroleo (HTP) e aromaticos (HPA). A alta porcentagem da mistura complexa nio-resolvida
(MCNR) representada por cerca de 50 a 70% dos HTP, é outro indicativo do grau elevado de
contribuigdo antropogénica e da presenga de residuos degradados de petréleo (CELINO;
QUEIROZ, 2006; QUEIROZ; CELINO, 2008). Em relacfo as origens dos oleos, estudos de
biomarcadores apontam para uma mistura de fontes diversas regides e, predominantemente,

de 6leo produzido na prépria Bacia do Reconcavo baiano (CELINO et al., 2008).
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Os sedimentos de manguezais sdo naturalmente vulneraveis a acumulagdo de
poluentes, em decorréncia de sua granulometria fina, com elevadas porcentagens de silte e
argila. O tamanho dos gréos ¢ um fator muito importante na acumulagio de nutrientes, porque
as fragBes mais finas possuem uma alta capacidade de retengdo de compostos organicos
devido & maior area de superficie (LAW, 1981). Os sedimentos analisados nesse estudo
continham 72% de silte-argila e 6,5% de matéria organica. O teor de matéria orgénica em
sedimentos de manguezais ¢ muito variavel, sendo influenciado pelo regime de maré e pela
drenagem de 4guas contaminadas provenientes de esgotos domésticos e industriais (BERNINI
et al., 2006). Entretanto, os valores foram proximos aos encontrados em outros estuarios
brasileiros: 3,4 - 5,4% em Itacorubi/SC (DA SILVA ef al., 2005), 3,0 - 5,5% na Baia de
Guanabara/RJ (BAPTISTA NETO; SMITH; McALLISTER, 2000; CARREIRA et al., 2001)
e 7.5 % na Ilha do Cardoso/SP (DIAS et al., 2010).

Nesse ecossistema existem gradientes de altas e baixas concentragdes de oleo
como uma fungio da disténcia das fontes poluidoras. A borra oleosa encontrada impregnando
os sedimentos do manguezal da Baia de Todos-os-Santos distribui-se de forma heterogénea,
horizontal e verticalmente na camada de sedimento. O regime da maré, o clima tropical € a
frequente atividade de remogdo de borra nesse sedimento por funcionarios da industria
petrolifera local, colaboram para o deslocamento difuso da borra no sedimento, dificultando
um diagnostico preciso do passivo ambiental (FIGURA 4.23). O fato é que ap6s mais de 10
anos de trabalhos de recuperagio e monitoramento essa area da Baia de Todos-os-Santos
demonstra a persisténcia de uma borra oleosa, recalcitrante, que contribui para a degradagéo

do ambiente.

Figura 4.23- Coleta de borras oleosas dispersas no sedimento do manguezal da Baia de Todos-os-
Santos (A) e armazenamento do material coletado em recipientes de ferro (B).
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Importante destacar, que & medida que a sociedade e as leis foram avangando em
direcio a protegdo dos ecossistemas, a industria petrolifera foi se adequando para atender
essas novas exigéncias, e a natureza, consequentemente, vem se beneficiando com a redugéo
de acidentes. Além da protecdo legal dos manguezais, o setor industrial, as universidades e o
governo vém investindo para recuperar areas de manguezais contaminadas. Uma das
iniciativas que merece destaque foi a criagdo em 2001 da Rede Cooperativa em Recuperagdo
de Areas Contaminadas por Atividades Petroliferas — RECUPETRO, com o objetivo de
desenvolver e testar processos de descontaminagdo no manguezal da Baia de Todos-os-
Santos. Os resultados dessa tese sdo um dos frutos dessa Rede na drea de biorremediagéo.

A primeira parte desse estudo se debrugou sobre o conhecimento da microbiota
presente nos sedimentos contaminados visando a utilizacdo desse conhecimento no
desenvolvimento de consorcios para bioaumentagdo. Assim, os sedimentos foram submetidos
a enriquecimento em quatro diferentes fontes de hidrocarbonetos, incluindo hexadecano,
querosene, uma mistura de trés HPAs e petroleo bruto, como fontes exclusivas de carbono e
energia para assegurar a sele¢@io de bactérias capazes de degradar esses hidrocarbonetos,
assim como espécies produtoras de compostos ativos de superficie.

As subamostras de uma amostra composta do sedimento deram origem a
diferentes comunidades de bactérias, especificas para cada uma das fontes de carbono
testadas. O enriquecimento com petréleo propiciou a obtengdo do maior nimero de isolados
bacterianos, 17 isolados, que pode ser atribuido a diversidade de hidrocarbonetos presentes no
petroleo bruto, comparado aos enriquecimentos com as outras fragdes, onde foram obtidos
entre 7-8 isolados. Interessantemente, as diferentes pressdes seletivas das diferentes fontes de
carbono selecionaram comunidades bacterianas distintas, especializadas em degradar
hidrocarbonetos especificos. Dentre os 20 géneros encontrados, 4 (Curtobacterium, Leifsonia,
Ochrobactrum, Staphylococcus) sdo exclusivos do consorcio HPA, 2 (Mangroveibacter e
Paracoccus) exclusivos do consorcio Querosene (QUE) e 10 (Brachybacterium, Bhargavaea,
Cytophaga, Dietzia, Martelella, Mesorhizobium, Pseudomonas, Sphingopyxis, Thalassospira
¢ Xanthomonadaceae) exclusivos do consorcio Petréleo (PET). Ja o consorcio Hexadecano
(HEX) s6 apresentou os seguintes géneros: Micrococcus compartilhado com os consorcios
HPA e QUE, Gordonia compartilhado com os consércios QUE e PET, e Sphingomonas
compartilhado com o consércio PET. O género Acromobacter foi comum aos consorcios
HPA e QUE. A recuperagido dessas comunidades demonstra que a biodegradagdo de
hidrocarbonetos em ambientes naturais dificilmente pode ser atribuida a uma tnica espécie

microbiana. Nenhum micro-organismo sozinho ¢ capaz de degradar a diversidade de
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compostos existentes no petroleo, devido a riqueza de diferentes tipos de moléculas. A
complexidade das rotas de degradago induz a formagéo de consdrcios com micro-organismos
de diferentes géneros e espécies especializados em degradar algum ou vérios compostos
oleosos (JACQUES er al., 2007; TONINI; REZENDE; GRATIVOL, 2010).

A utilizagdo de sedimentos de manguezais contaminados com petroleo em
técnicas de enriquecimento para isolamento de cepas bacterianas com boa capacidade de
degradar hidrocarbonetos tem sido explorada com sucesso (GUO et al, 2005;. HULIE et al.,
2011; TAM et al., 2002; TIAN et al.. 2008; YU et al., 2005; ZHOU et al., 2008). A presenga
de compostos hidrocarbénicos nestes ambientes favorece o processo de aclimatagdo e
adaptagdo da microbiota residente, selecionando muitas espécies com capacidade de utilizar
esses contaminantes como substrato de crescimento, o que faz com que esses ambientes
contaminados possuam uma maior capacidade suporte para comunidades microbianas com
potencial para degradar poluentes do que ambientes sem histérico de contaminagéo (KE ef al.,
2003; SANTOS et al., 2011a).

Nesse momento merece destaque a riqueza de géneros de bactérias cultivaveis (20
géneros), relativos a 39 isolados capazes de degradar o petroleo e/ou derivados. recuperados
de sedimentos desse manguezal. Essa riqueza impressionante sinaliza que a solugdo para a
descontaminagéo da borra oleosa esta no proprio sedimento, basta acionar o gatilho certo para
acelerar os processos metabolicos operantes no local.

O pi‘ocesso de degradacéo de hidrocarbonetos inicia-se pioneiramente com micro-
organismos resistentes a compostos que podem ser toxicos para certos membros da
comunidade microbiana. Essa degradacdo pioneira gera subprodutos capazes de serem
utilizados por outras espécies como substrato de crescimento (JACQUES et al., 2007;
TONINI; REZENDE; GRATIVOL, 2010; RICHARD; VOGEL, 1999). Atualmente, varias
pesquisas estdo sendo desenvolvidas em busca de consorcios microbianos, por estes serem
mais eficientes do que as culturas puras na degrada¢ido de poluentes do petroleo. A
complementaridade metabdlica em consércios microbianos € essencial nos processos de
metabolizacdo de alguns hidrocarbonetos, podendo mineralizar completamente estes
compostos (JACQUES et al., 2007; TONINI; REZENDE; GRATIVOL, 2010).

Todas as linhagens isoladas a partir das culturas de enriquecimento neste trabalho
sdo importantes no processo de degradagdo. Richard e Vogel (1999) demonstraram que a
composicdo de consorcios bacterianos para degradagdo de hidrocarbonetos ndo
necessariamente deve ser formada somente por linhagens hidrocarbonoclasticas. Esses

pesquisadores revelaram que a participagdo de micro-organismos ndo degradadores primarios
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de hidrocarbonetos melhora as interagdes metabdlicas durante as etapas do processo de
degradacio e aumenta a eficiéncia e o rendimento catabodlico.

O potencial biodegradativo de micro-organismos isolados de ambientes
contaminados com hidrocarbonetos ¢ muito elevado devido aos mecanismos e habilidades
metabdlicas selecionadas. Dentre os mecanismos de adaptagdo microbiana a ambientes
contaminados com petréleo, destacam-se: habilidade de modificar a membrana celular para
manter as fungdes biologicas; produgdo de compostos ativos de superficie como
biossurfactantes; presenca de bombas de efluxo, que diminuem as concentragdes de
compostos toxicos no interior da célula; e mudangas na estrutura genética das comunidades,
que resultam em um aumento no nimero de micro-organismos portadores de genes
envolvidos na metabolizagdo de hidrocarbonetos (BAMFORTH; SINGLETON, 20035;
TYAGI; FONSECA; CARVALHO, 2010). Portanto, o uso de consorcios microbianos, como
0s quatro consorcios selecionados neste trabalho, destaca-se como uma opgdo interessante e
eficiente para aplicagdes em processos de degradag¢do de hidrocarbonetos, bem como
producdo de SACs durante processos de biorremediagéo.

A avaliagdo da eficiéncia do enriquecimento para a selecdo de isolados
degradadores de HPAs, escolhido como modelo de estudo, por eletroforese em gel de
gradiente desnaturante (DGGE), revelou que apds 15 dias ndo ocorreu selegdo de bactérias. ja
que o perfil da comunidade era ainda muito semelhante aquele do sedimento inicial. A
presenga de compostos facilmente degradaveis provenientes da matéria orgénica do proprio
sedimento pode inibir a degradagdo de poluentes-alvos devido a utilizagdo preferencial de
substrato (ALVAREZ; ILLMAN, 2006). Portanto, tudo indica que apenas com a diminuigéo
na quantidade de matéria organica original dentro do meio de enriquecimento, promovido
pelo tempo de cultivo e as diluigdes realizadas nos subcultivos, foi possivel a selecdo de
micro-organismos capazes de metabolizar os contaminantes (HPAs) presentes na cultura.

A pressdo seletiva proveniente da mistura de HPAs no meio foi efetivada depois
de 15 dias, como observado pela redu¢dio e mudanga no perfil de Unidades Taxonomicas
Operacionais (UTOs) ou na riqueza da comunidade. Nesse periodo ocorreu o aparecimento de
bandas correspondentes a bactérias capazes de degradar HPAs em detrimento de bactérias que
ndo sdo capazes de utilizar ou sobreviver na presenca desses compostos. A técnica de DGGE
possui um limite de resolugdo minimo capaz de detectar através de bandas apenas espécies
dominantes em amostras ambientais. Logo, essas modificagdes na estrutura da comunidade
bacteriana ndo devem ser interpretadas como o surgimento e desaparecimento de espécies, e

sim como alteracdes na densidade relativa entre populagdes. Nessa dindmica o aumento em
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algumas popula¢es coloca outras abaixo do limite de detec¢do do DGGE (NAKATSU.
2007). Esse consércio bacteriano selecionado provavelmente estd desempenhando uma
fungéo importante na degradag¢io de HPAs durante o processo de enriquecimento.

Este estudo demonstra a importancia do uso de periodos longos de
enriquecimento para garantir a selecdo de bactérias hidrocarbonoclasticas e sugere que a
comunidade bacteriana autdctone neste ecossistema & capaz de responder a esse tipo de
contaminago.

A técnica de DGGE representa uma ferramenta ideal para estudos ecologicos por
permitir que um grande nimero de amostras possam ser analisadas e comparadas.
Recentemente, alguns autores também usaram DGGE para estudar o processo de
enriquecimento com HPAs para detectar mudangas no perfil da comunidade bacteriana e
obter informagdes tteis sobre a capacidade metabdlica, filogenia e composi¢do microbiana
(HILYARD et al., 2008; HULJIE et al., 201 1 ITO et al., 2008; LUO et al., 2009; TIAN ef al..
2008).

Neste trabalho todos os isolados bacterianos obtidos no final do enriquecimento
utilizando HPAs, um total de 7 isolados, apresentaram bandas com mobilidade semelhante as
encontradas aos 45 dias, periodo no qual foi realizado o isolamento de bactérias. Portanto, ¢
evidente que os micro-organismos degradadores de HPAs dominantes no enriquecimento
foram cultivados com sucesso.

Huijie et al. (2011) também usaram anélises de dindmica populacional por DGGE
para acessar consorcios de bactérias degradadoras de HPAs a partir de sedimentos de
manguezal e obtiveram um consércio altamente eficaz para a degradagdo de fenantreno, capaz
de degradar 90% da concentragdo inicial de 50 mg/L em 3 dias. Tian et al. (2008) utilizando a
técnica de DGGE para avaliar processos de selecdo de micro-organimos por enriquecimentos
com 2 meses de duragdo e quatro diferentes fontes de HP As (fenantreno, fluorantreno, pireno
e benzo(a)pireno) demonstraram que as comunidades de bactérias resultantes do processo de
enriquecimento apresentavam comunidades com riquezas de UTOs que variavam de acordo
com a recalcitrincia das moléculas utilizadas. Os enriquecimentos com HPAs de mais dificil
degradagdo como pireno e benzo(a)pireno apresentavam comunidades com maior riqueza de
UTOs comparado com outras selegdes utilizando compostos de mais facil degradag¢do como
fenantreno e fluorantreno. Assim, demonstrou-se que degradacdo de composto poliaromaticos
de alto peso molecular requer a participagdo de consércios bacteriano em mecanismos de co-

metaboliza¢do, onde sdo reunidas varias vias de degradacéo de diferentes populagdes.
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Nas analises de DGGE dos 7 isolados do enriquecimento com HPAs, a ndo
correspondéncia de duas bandas presente no periodo de 45 dias com as originadas pelas cepas
isoladas, provavelmente, ocorre devido a estas unidades taxondmicas operacionais (UTOs)
serem representadas por bactérias ndo cultivaveis. Ja o fato de alguns isolados apresentarem
multiplas bandas pode ser atribuido a existéncia de multiplas copias do gene codificador para
o rRNAI6S dentro de um unico genoma (NUBEL et al.. 1996). Alguns pesquisadores ja
relataram que alguns isolados podem ser representados por varias bandas no DGGE (LUO et
al., 2009; SATOKARI e al., 2001). No entanto ¢ importante ressaltar que em alguns casos
uma unica banda no DGGE pode conter DNA de diversas espécies de bactérias que
representam numerosas populagdes (YANG; CROWLEY, 2000). Assim. estas observacdes
demonstram a parcimdnia necessaria nas analises por DGGE para corretas interpretacoes.

Estes resultados da andlise da dindmica microbiana durante a selecdo dos
consorceios bacterianos demonstram que a utilizagdo da técnica de enriquecimento ¢ eficiente
na sele¢do de bactérias com capacidade de degradar compostos especificos e que esse fato
pode ser confirmado através da combinagéo de técnicas classicas de enriquecimento seletivo e
analise molecular.

Os micro-organismos obtidos neste trabalho representam um patrimdnio valioso
para futuros estudos de degradagdo e producdo de SACs visando aplicagdes em
biorremediacdo de areas contaminados com esses hidrocarbonetos.

Na identificagdo molecular dos 39 isolados verificou-se a predominancia dos filos
Proteobacteria e Actinobacteria com 49 e 43%, respectivamente, seguido por Firmicutes e
Bacteroidetes, representados por 5 e 3%. Dentro do filo Proteobacteria, a classe mais
abundante foi Alphaproteobacteria, seguido por Gammaproteobacteria e Betaproteobacteria.

Estudos de manguezais contaminados e pristinos do Brasil realizados por métodos
independentes de cultivo e metagendmicos mostraram composi¢des semelhantes do filo
Proteobacteria (40-60%), mas diferentes em relagfio ao filo Actinobacteria, que normalmente
representa cerca de 2-9% (DIAS et al., 2010; PEIXOTO et al, 2011; SANTOS et al., 2011b;
TAKETANI et al., 2010).

Actinobactérias podem ser selecionadas ¢ isoladas com boa representatividade,
como neste trabalho, pois fatores relacionados com as condigdes de isolamento durante
técnicas de enriquecimento podem favorecer linhagens bacterianas com elevadas taxas de
crescimento em relagdo a fonte de carbono e a condigdes de incubagdes especificas, que
muitas vezes ndo representam as variaveis encontradas no ambiente natural. White er al.

(2011) realizaram estudos comparativos entre a riqueza de cepas bacterianas isoladas por
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técnicas dependentes de cultivo e a descrita por técnicas moleculares em amostras de areas
contaminadas com combustivel. Esses pesquisadores relataram disparidades entre as técnicas,
foram cultivados 14.8% de isolados do filo Actinobacteria e, mesmo assim, ndo foram
detectados filotipos correspondentes nas analises por sequenciamento de bandas do DGGE e
apenas uma abundincia desprezivel foi encontrada nos estudos metagendmicos por
pirosequenciamento.

A alta presen¢a de representantes do filo Actinobacteria dentre os isolados
obtidos, provavelmente, deve estar relacionada com a contaminagio crénica em ecossistemas
de manguezais, visto que ambientes poluidos possuem maior potencial para sele¢io de micro-
organismos degradadores de hidrocarbonetos. PIZA; PRADO; MANFIO (2004) relataram
uma abundéncia significativa de 37% de actinobactérias em um manguezal altamente
contaminado, enquanto apenas 9% foram detectadas na area controle, a partir de andlise de
bibliotecas de 16S rRNA. Esses pesquisadores também encontraram maior riqueza de
actinobactérias na area controle, o que demonstra a selegdo de micro-organismos ocasionada
pela contaminagéo por 6leo. Este foi um dos poucos trabalhos que relataram uma abundancia
significativa de actinobactérias em resposta a contaminagdes por hidrocarbonetos.

Para o melhor do nosso conhecimento esta tese é o primeiro trabalho a descrever
uma alta recuperagdo de isolados de Actinobacteria (43%) de um manguezal contaminado
com hidrocarbonetos. A maior representatividade dos filos Proteobacteria e Actinobacteria
corroboram com o estudo realizado por Peixoto et al. (2011), que demonstraram serem esses
dois filos os mais influenciados por poluentes derivados do petréleo em sedimentos do
manguezal da Baia de Todos-0s-Santos.

O filo Proteobacteria ¢ considerado como o de maior ocorréncia e diversificado na
natureza, com aproximadamente 528 géneros descritos, sendo encontrado em diferentes
ambientes devido a grande variedade metabolica para obtengdo de energia (GARRITY:
BELL; LILBURN, 2004). Além disso, os membros deste filo sio considerados micro-
organismos eficazes na degradagfo de hidrocarbonetos, incluindo compostos aromaticos,
alifaticos e outros (ATLAS, 1981; LAFORTUNE et al., 2009; PAIXAO et al., 2010). Em
relagdo ao filo Actinobacteria, esses micro-organismos sfo eficazes na metabolizacdo de
contaminantes, incluindo hidrocarbonetos, e representam bons candidatos para aplicacdo em
biorremediacdo de sedimentos. Esse grupo também metaboliza uma variedade de fontes de
carbono, polimeros complexos, tais como a lignina, e possuem algumas caracteristicas
vantajosas de fungos, como produgdo de esporos, crescimento micelial e producéo de enzimas

extracelulares (MCCARTHY; WILLIAMS, 1992). Considerando a diversidade metabélica
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associada a estes micro-organismos, pode-se especular que essas cepas sdo candidatas ideais
para processos de biorremedia¢@o de areas contaminadas por petréleo.

Apds obtencdo e identificagdo dos consorcios, avaliou-se o potencial de cada cepa
e dos consorcios para produzir compostos ativos de superficie. Nesse momento é interessante
relembrar alguns aspectos da interago entre fluidos imisciveis.

A agitaglo vigorosamente seguida de repouso entre dois liquidos puros e
imisciveis, como querosene e agua, resulta na separacdo rapida em duas fases. Durante a
agitagdo ocorre a formagéo de goticulas dispersas de um dos liquidos no interior do outro.
Quando cessado o fornecimento de energia proveniente pela agitagdo, as goticulas tendem a
coalescer e os liquidos separam-se novamente (TADROS et al., 2004). A energia requerida
através da agitagdo para expandir a area interfacial no sistema através da formacao de bolhas é
determinada pelo aumento da érea interfacial (AA) em fung¢do da tensdo interfacial y. Logo.
como y € positiva, a energia (AA.y) para expandir a interface ¢ alta e positiva. Além disso, a
quantidade de energia gerada pelo aumento da area interfacial, imprescindivel para formacao
da emulsdo, ndo € compensada pela baixa entropia de dispersdo TAS (valor sempre positivo).
Nesse sistema, a energia livre de Gibbs total para formagfo de emulsdes (AG) é positiva e
resulta em um processo ndo espontaneo (TADROS er al., 2004).

A relaglo entre estes pardmetros para forma¢do de emulsdes ¢ explicada pela

segunda lei da termodindmica, segundo a equagfo:

AG= AAy — TAS,
Onde AG = energia livre de Gibbs, AA= aumento da érea interfacial, y= tensdo

interfacial, T= temperatura, AS= variagio de entropia.

Uma das alternativas para a estabilizagdo de emulsificagdes seria fornecer energia
mecanica continuamente de modo a manter a area interfacial aumentada. Este mecanismo por
si 86 ndo € suficiente, pois vence a barreira da tensdio interfacial apenas temporariamente,
enquanto durar a agitacdo. Dessa forma, dois liquidos puros imisciveis nfo sdo capazes de
formar emulsdes estaveis sem a presenca de forgas estabilizantes. Isto é consequéncia da
tendéncia natural do sistema liquido-liquido de se separar devido a coalescéncia das gotas
com a consequente reducdo da area interfacial e da energia livre de Gibbs do sistema (AG).
Portanto. a formacdo de emulsificagdes é um processo energeticamente nio espontineo

(AG>0), termodinamicamente instavel e requer energia (TADROS et al., 2004).
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A formacdo de emulsdes s6 € possivel com a presenca de estabilizantes de
emulsdes como os biossurfactantes (moléculas de baixo peso molecular) ou bioemulsificantes
(alto peso molecular). Na presenca destes compostos ¢é criada uma barreira de energia entre as
emulsdes, que evita o processo de coalescéncia e torna o sistema cineticamente estavel. Outro
efeito da presenga de biossurfactantes ¢ a diminui¢do da tensio interfacial, o que favorece a
formacd@o das emulsdes menores ao ponto de se conseguir a estabilidade termodindmica do
sistema bifasico. A formagdo de muitas particulas pequenas (ao invés de poucas particulas
grandes) promove um grande aumento na entropia e, portanto, uma redugdo na energia livre
de Gibbs. Este aumento de entropia ¢ suficiente para compensar o aumento da energia livre no
sistema (TADROS et al., 2004). Entretanto, os compostos emulsionantes, de forma geral, ndo
conseguem estabilizar o sistema de emulsdo indefinidamente, logo, as emulsdes sdo
consideradas sistemas termodinamicamente instaveis e procura-se utilizar meios que possam
retardar pelo maior tempo possivel a Separa;ﬁo das fases.

A partir da andlise das emulsdes nas misturas de agua e querosene foi possivel
detectar a produgéo de biossurfactante e bioemulsificantes nas culturas das bactérias isoladas
¢ nos consorcios avaliadas nesse estudo. Foi revelado que 80% das 39 culturas de bactérias
produziram emulsdes, corroborando com resultados da literatura que demonstram haver uma
relagdo positiva entre a produgdo de biossurfactantes e linhagens de bactérias
hidrocarbonoclasticas (CERQUEIRA et al., 2011; CERQUEIRA et al., 2012; NITSCHKE;:
PASTORE, 2002; RON; ROSENBERG, 2001; VAN HAMME; SINGH; WARD, 2006).

Essa relag@o baseia-se no fato dos biossurfactantes e bioemulsificantes apds serem
produzidos no interior das células desempenharem importantes fungdes fisiologicas como
emulsifica¢do e solubilizagdo de compostos oleosos e transporte desses compostos para dentro
das células. Outra importante fun¢fo esta relacionada a modificagdes na constituicio
bioquimica da superficie celular, onde os micro-organismos podem utilizar moléculas
surfactantes ligadas & superficie celular para regular o processo de adesdo e desligamento em
um determinado substrato de acordo com sua necessidade de encontrar novos ambientes com
maior disponibilidade de nutrientes ou se livrar de ambientes desfavoraveis (NITSCHKE;
PASTORE, 2002; RON; ROSENBERG, 2002; VAN HAMME; SINGH; WARD, 2006).

A pesquisa de compostos tensoativos foi feita com 24, 48 e 72 h de crescimento
porque a maioria das bactérias produz compostos secundarios durante o crescimento
exponencial ou no final deste, onde a densidade celular é alta o suficiente para acionar o
sistema de quorum sensing (sinalizagdo celular) e, por conseguinte, ativar genes responsaveis

por importantes fungdes como producdo de SACs, antibioticos, metabdlitos secundarios.
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exoproteases, além de caracteristicas da superficie celular (DANIELS; VANDERLEYDEN;
MICHIELS, 2004; RON; ROSENBERG, 2002).

Os compostos agentes de superficie podem ser produzidos e langados para 0 meio
extracelular ou permanecerem ligadas as células, onde agem principalmente acoplados a
parede celular e sio classificadas como SACs particulados (NITSCHKE; PASTORE, 2002,
RON; ROSENBERG, 2002; VAN HAMME; SINGH; WARD, 2006).

Foi observado que as linhagens obtidas a partir dos enriquecimentos com
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA), querosenc (QUE) e petroleo (PET) se
destacaram como boas produtoras de emulsificantes quando cultivadas em meio contendo
glicerol como fonte de carbono e energia. J4 as linhagens obtidas por enriquecimento com
hexadecano (HEX) ndo foram classificadas boas produtoras de emulsificantes.

Do enriquecimento com HPAs a Gnica linhagem nao produtora de emulsificantes
foi HPABAO7. identificada como Micrococcus sp.. As demais linhagens desse grupo.
Ochrobactrum sp.. Achromobacter sp., Leifsonia sp., Curtobacterium sp. e Staphylococcus
sp., se destacaram como boas produtoras de emulsificantes com percentuais em torno de 40-
45%. Merece destaque que dessas, todas produziram emulsionantes com 24 h, com excegao
da cepa Curtobacterium sp.. As emulsdes produzidas pelas linhagens HPABAO] e
HPABAO2, pertencentes ao género Ochrobactrum, permaneceram estdveis ¢ nao
apresentaram redugdes significativas durante o experimento, ja as demais emulsdes
diminuiram ou desapareceram completamente (HPABAO6) com 72 h. Dentre as cepas
promisoras, os géneros Achromobacter, Ochrobactrum e Staphylococcus ja foram descritos
como produtores de emulsionantes (CALVO et al., 2008; FERHAT et al.. 2011; GHAMGUI
et al., 2006; MNIF er al., 2011). Ja para os géneros Curtobacterium ¢ Leifsonia nao foram
encontrados relatos de produgio de emulsionantes na literatura.

A partir do enriquecimento com QUE foram obtidas oito linhagens, pertencentes
aos géneros Achromobacter, Gordonia, Mangroveibacter, Micrococcus e Paracoccus. As
linhagens QUEBAO1 (Achromobacter sp.), QUEBAO7 (Paracoccus sp.) e QUEBA 8
(Achromobacter sp.) ndo produziram emulsificantes nas condicOes testadas, enquanto as
demais linhagens pertencentes aos géneros Mangroveibacter (QUEBAO2 e QUEBAO3).
Gordonia (QUEBA04 ¢ QUEBA 05) e Micrococcus (QUEBAOQ6) foram capazes de produzir
emulsionante. As cepas QUEBA04, QUEBAOS ¢ QUEBAO06 produziram fracas emulsoes de
no maximo 20%. E importante destacar que as duas espécies de Mangroveibacter foram as
linhagens que produziram as maiores emulsdes com 24 h (50-55%), 48 h (60-65%) ¢ 72 h

(50-60%) dentre todas as analisadas. Ressalta-se que ndo foram encontrados registros na
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literatura de espécies de Mangroveibacter com essa atividade. Ja os géneros Gordonia e
Micrococcus sio descritos como produtores de emulsionantes (FRANZETTI et al., 2008:
FRANZETTI et al., 2009; FUSCONI et al., 2010; LIN et al., 2005; TULEVA et al., 2009).

Todas as seis linhagens do grupo HEX, pertencentes aos géneros Gordonia,
Micrococcus e Sphingomonas, produziram fraca emulsificagdo, com indices médios menores
do que 25%.

O grupo PET apresentou a maior riqueza de linhagens (17) e de géneros (12),
Bhargavaea, Brachybacterium, Cytophaga, Dietzia, Gordonia, Martelella, Mesorhizobium,
Pseudomonas, Sphingomonas, Sphingopyxis, Thalassospira e Xanthomonadaceae. Ressalta-se
que as linhagens PETBAOS (Sphingomonas sp.), PETBAL7 (Dieizia sp.) ¢ PETBAI9
(Gordonia sp.) ndo produziram nenhuma emulsificagdo e as linhagens PETBAOI
(Xanthomonadaceae), PETBAQ9 (Mesorhizobium sp.), PETBA11 (Gordonia sp.), PETBA12
(Thalassospira sp.), PETBA15 e PETBA16 (Gordonia sp.) produziram baixos indices de
emulsificacdo de no maximo 25%. As linhagens PETBAQ6 (Sphingopyxis sp.), PETBAO8
(Bhargavaea sp.), PETBA10 (Mesorhizobium sp.) e PETBAI3 (Mesorhizobium sp.)
produziram indices de emulsificagdes um pouco melhores em torno de 30-35%. Por outro
lado, PETBAO2 (Brachybacterium sp.), PETBAO3 (Martelella sp.), PETBAO4 (Cytophaga
sp.), e PETBA14 (Pseudomonas sp.) produziram indices maximos de emulsificagéo entre 45-
50%, sendo as mais promissoras desse grupo. Dentre as cepas citadas como produtoras de
emulsificantes no consoércio PET, os géneros Bhargavaea, Brachybacterium, Cytophaga,
Martelella, Mesorhizobium, Sphingopyxis, Thalassospira ndo foram previamente relatados
como produtores de moléculas com atividade de superficie. Ja os demais géneros e familias
produtores, Gordonia, Pseudomonas e Xanthomonadaceae ja foram relatados (BONILLA et
al., 2005; COSTA et al., 2010; DARVISHI et al., 2011; FRANZETTI et al.. 2008;
FRANZETTI et al., 2009; FUSCONI et al., 2010; LIN et al., 2005).

Os resultados obtidos a partir do estudo de produgdo de emulsionantes sdo
bastante promissores pela diversidade de linhagens encontradas, o que sugere a produgdo de
moléculas de diferentes classes, possivelmente, até de novas classes de tensoativos, tendo em
vista a produgdo desses compostos por 10 géneros (Bhargavaea, Brachybacterium,
Curtobacterium, Cytophaga, Leifsonia, Mangroveibacter, Martelella, Mesorhizobium,
Sphingopyxis e Thalassospira) ainda ndo descritos como produtores de emulsificantes.

Merece destaque a abunddncia de espécies de Gordonia (20%), recuperadas a
partir dos enriquecimentos com QUE, HEX e PET, sendo quadro delas encontradas no grupo

PET. O género Gordonia, pertencente ao filo Actinobacteria, compreende bactérias
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corineformes, Gram-positivas, conhecidas por sua capacidade de degradar xenobidticos e
produzir exopolissacarideos. Essas bactérias sdo ubiquas na natureza, sendo frequentemente
isolada de solos contaminados, incluindo manguezais.

Quando as linhagens individuais de bactérias de cada grupo foram reunidas em
consoreios e esses foram cultivados em glicerol, observou-se que consorcio HPA teve um
desempenho tdo bom quanto as melhores linhagens individualmente, produzindo um indice de
emulsificagdo de 45% com 24 h de cultivo. O consércio QUE manteve a produgdo de
surfactantes, porém apresentou desempenho inferior aos das duas melhores linhagens
individualmente, QUEBA02 e QUEBAO3. O consércio HEX nfo teve desempenho diferente
das linhagens isoladas, isto €, produziu fraca emulsificagdo. Isso provavelmente se deve ao
fato do hexadecano ser mais facilmente assimilado pela célula, ao contrario dos demais
hidrocarbonetos utilizados nos enriquecimentos com querosene, petréleo ou mistura de HPAs,
que além de possufrem moléculas alifaticas possuem compostos aromaticos pouco disponiveis
que geram uma maior pressio seletiva para linhagem produtoras de moléculas emulsificantes.

O resultado mais surpreendente foi a ndo produgdo de emulsificagdo pelo
consorcio PET. Esse resultado surpreendeu porque esse consorcio reune 17 linhagens de
bactérias, sendo 14 delas produtoras de emulsificantes. Levantou-se a hipotese que a perda da
atividade poderia ser devido a modificagdes das condigdes ideais de formagdo e manutengao
das emulsdes por moléculas produzidas por algumas das linhagens presentes no consorcio.

De fato, a pesquisa de desemulsificantes indicou que as linhagens HEXBAZ,
QUEBA4, QUEBAS, PETBA1S, PETBA16 ¢ PETBAI17 eram capazes de desestabilizar as
emulsdes. Dessas seis linhagens, QUEBAS, PETBA15, PETBA16 e PETBAI17 se destacaram
por desfazer completamente as emulsdes dentro de 24 h. Interessantemente, essas linhagens
foram todas do género Gordonia e foram as mesmas que produziram emulsdes do tipo 6leo-
4dgua, com excegdo da cepa PETBA17, que ndo produziu nenhum tipo de emulséo e pertence
ao género Dielzia.

Para entender a contribuicio de cada isolado na atividade emulsificante dos
consorcios foram preparadas e testadas as seguintes combinagdes: consorcios PET e QUE
completos; consércios PET e QUE sem as linhagens desemulsificantes, identificados como
PETBA-D ¢ QUEBA-D, respectivamente; e consorcio PET sem as linhagens de Gordonias ¢
produtoras de desemulsificantes PETBA-DG. Com esses tratamentos, o consorcio PET-D
mostrou atividade emulsificante e o consorcio PET-DG teve sua atividade emulsificante
aumentada. Portanto, confirmou-se que as linhagens produtoras de desemulsificantes e, em

especial as espécies de Gordonia produtoras desses compostos, presentes no consorcio PET,
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eram as responsaveis pela completa anulagfo da atividade emulsificante. Esse estudo mostrou
a importéncia de se analisar separadamente os componentes de consorcios, para evitar
antagonismo de fungdes.

Darvishi er al. (2011) e Cerqueira ef al. (2011) também demonstraram a
manutencdo da atividade emulsificante por linhagens bacterianas produtoras individualmente
quando reunidas. Esses pesquisados revelaram que os consorcios além de manterem a
produgio de compostos ativos de superficie foram mais eficientes no processo de
biodegradacao de hidrocarbonetos. E importante ressaltar que os compostos surfactantes além
de fundamental relevancia para as linhagens produtoras, também podem ser transferidas para
outras espécies microbianas, favorecendo a formagdo de biofilmes e a degradagéo por
linhagens hidrocarbonoclaticas que ndo sdo capazes de produzir moléculas surfactantes
(RAVID; RON; RONSENBERG, 2000). Os mecanismos de como os biossurfactantes
favorecem o processo de degradagdo foi descrito por Cameotra e Singh (2009). Esses
pesquisadores estudaram o processo de captagdo de hexadecano por uma linhagem de P.
aeruginosa produtora de ramnolipideo. Foi revelado que a produgdo de moléculas com
atividade de superficie favorece o contato do substrato com a célula. Detectou-se um processo
de captagio de moléculas de hidrocarbonetos através de um mecanismo de pinocitose na
membrana celular.

A aplicagdo de combinagdes de diferentes micro-organismos produtores de SACs
em consorcios pode ser mais eficiente do que a utilizagdo de linhagens microbianas
individuais no processo de reduzir a tensfio superficial, formar micelas e melhorar a
biodisponibilidade de hidrocarbonetos. Essas vantagens sdo devido a redugdo mais acentuada
da tensdio superficial e interfacial de misturas de surfactantes que favorece o processo de
expansdo interfacial e, consequentemente, a formagdo de mais ¢ menores micelas que sdo
mais condizentes com a captagio de 6leo por micro-organismos. Outra vantagem da mistura
de emulsificantes esta relacionada ao potencial de formar uma variedade maior de espécies de
micelas que podem se adaptar as pequenas variagdes das emulsdes ou das condigdes as quais
clas estdio submetidas (MCINERNEY et al., 2005; TADROS er al., 2004).

Os SACs sintetizados por micro-organismos possuem uma variedade de
composi¢des quimicas como glicolipidios, lipopeptidios, lipoproteinas, fosfolipidios, acidos
graxos e surfactantes poliméricos. Essas moléculas também variam em relagdo ao tamanho
podendo possuir alto peso molecular (bioemulsificantes) ou baixo peso molecular
(biossurfactantes). Os biossurfactantes de baixo peso molecular sdo geralmente glicolipideos,

tais como trehalolipideos, soforolipidos e rhamnolipideo, proteina, ou lipopeptideos, tais
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como surfactina, gramicidina e polimixina. Esses compostos menores sdo mais eficazes na
reducio da tensdo interfacial e superficial. J& os bioemulsificantes de elevada massa
molecular sdo polissacarideos anfipaticos, lipopolissacarideos e lipoproteinas. Esses
compostos maiores sdo estabilizadores eficazes de emulsdes 6leo em agua (BANAT ef al.,
2010; ROSENBERG; RON, 1999; VAN HAMME; SINGH; WARD, 2006).

Em processos de emulsificacdes trés etapas sdo importantes: a adesdo de
surfactantes, a deformagéo e a coalescéncia de goticulas (TADROS ef al., 2004). Durante a
forma¢do das emulsdes em misturas de dleo, dgua e emulsificantes para que ocorra a
deformaciio das goticulas e expansdo da area interfacial é necessario energia. O processo de
deformacio de goticulas e expansdo da area superficial versus a quantidade de energia pode
ser entendido através da pressio de Laplace (p). que consiste na diferenca de pressdo entre o
lado externo e interno das goticulas. Para que uma gota possa ser dividida em pequenas
goticulas as mesmas devem sofrer fortes deformag¢des e estas modificagdes aumentam a
pressdo de Laplace. Quanto menor o tamanho das goticulas maior a energia e a quantidade de
emulsificante requerida, ou seja, a obtengdo de nanoemulsdes em comparagdo com micro e
macroemulsdes é mais dificil, requer eficientes surfactantes e forte agitacfo. Este fendmeno
pode ser observado durante o processo de diminuigdo de tamanho das goticulas, no qual gotas
esféricas sdo deformas para um formato elipsoide (TADROS et al., 2004).

A manutencio da quantidade de moles de surfactante na drea interfacial também ¢
determinante na estabilidade das emulsdes. Durante os processos de emulsificagdes ocorre o
aumento da area interfacial e, consequentemente, a relagdo de moles de emulsificantes por
area de interface diminui. As moléculas emulsificantes também séo removidas pelo fluxo de
liquido promovido pelo efeito Gibbs-Marangoni. Logo, para que as emulsdes sejam estaveis e
ocorra a manuten¢do do gradiente de tensdo € necessaria a adesdo nas regides interfaciais de
novas moléculas surfactantes livres (TADROS et al., 2004). O efeito Gibbs-Marangoni que
promove o0 movimento de liquido entre as micelas ¢ consequéncia da formacdo de um
gradiente de tensdo interfacial, que determinar o fluxo de massa, onde os liquidos tendem a
fluir de regides de menor tensdo para outras de maior tensdo, visto que quanto maior a tensdo
superficial maior serd a capacidade de atrair as moléculas ao seu redor (TADROS er al..
2004).

Em sistemas de emulsificagdo com moléculas surfactantes menores e eficientes,
como 0s biossurfactantes, ocorre uma estabilizacdo desta relagdo e manutengdo da
estabilidade das emulsdes. J4 em sistemas com moléculas emulsificante constituidas de

polimeros, como os bioemulsificantes, devido a auséncia ou baixa velocidade de reposigdo
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dos surfactantes, ndo ocorre uma manutengdo eficiente do equilibrio, e, consequentemente,
sio geradas emulsdes maiores que dependendo da estabilidade podem coalescer e desfazer as
emulsdes (TADROS ef al., 2004).

Cada um dos processos descritos ocorre varias vezes durante a emulsificagdo ¢ a
escala de tempo de cada processo é muito curta, um microssegundo. Isto demonstra como
processo de emulsificagdo ¢ dindmico e como eventos que ocorrem dentro de um intervalo de
microssegundo sdo importantes.

As emulsdes podem ser produzidas em equilibrio, com excesso de dleo, agua ou
ambos. Elas possuem uma fase continua, formada pela substancia que é mais prevalente, e
uma dispersa. Emulsdes tendem a apresentar diferentes aparéncias devido as muitas fases de
dispersdo da luz que passam através da emulsdo (BELLOCQ ef al., 1984).

A maioria das emulsdes produzidas pelos micro-organismos avaliados neste
estudo foi do tipo Winsor 11 (A/O). Também foram encontradas emulsées do tipo Winsor |
(O/A). A predigdo da formagdo de emulsdes A/O ou O/A é possivel baseada nos conceitos de
Bancroft (1913) e Griffin (1949), onde o valor do balango hidrofilico-lipofilico (HLB)
determina o tipo de emulsdo. As diferentes aplicagdes das moléculas emulsificantes variam de
acordo com seus valores de HLB: 3-6, emulsdo agua/dleo; 7-9, molhabilidade; 8-18, emulsio
Oleo/agua; 3-15, detergéncia; e 15-18, solubilizagdo. Logo, as moléculas com atividade
emulsificante A/O (HLB 3-6) possuem afinidade pela fase oleosa e estabilizam emulsdes do
tipo 4gua em 6leo. Ja as moléculas emulsificantes com atividade O/A (HLB 8-18) possuem
afinidade pela fase aquosa e estabilizam emulsdes do tipo 6leo em agua (TADROS et al.,
2009). Os emulsificantes tendem a promover a dispersdo da fase em que ndo se dissolvem
muito bem, ou seja, a fase na qual os emulsificantes sdo soluveis € a fase continua (TADROS
et al., 2004).

Os conceitos de Bancroft (1913) e Griffin (1949) podem ser fundamentados no
efeito Gibbs-Marangoni baseado no fato de que moléculas emulsificantes ao aderirem nas
regides interfaciais devem estar soluveis na fase continua para que seja gerado um gradiente
de tenséio e ndo ocorra a coalescéncia de goticulas. Se o processo inverso ocorresse a por¢ao
soluvel dos emulsificantes estaria dentro das gotas, o que acarretaria na coalescéncia devido a
ndo formagdo de um gradiente de tens@o interfacial e ndo gerag¢do de um fluxo de liquido na
fase continua (TADROS et al., 2004).

O desequilibrio na propor¢do de agua e oOleo, e o aumento da salinidade,
temperatura ¢ pH podem alterar a estabilidade, ocasionar inversdo de emulsdes e separagdo

das fases. Essas alteragdes podem resultar em inversoes de micelas e na transi¢do de emulsdes
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do tipo Winsor I para II, ou vice-versa. Em alguns casos, o sistema pode mudar de forma
continua de emulsdes ricas em dgua para uma microemulsdes rica em Oleo, sem a separagao
das fases (BELLOCQ et al., 1984).

A observagdo ao microscopio das emulsdes Winsor II revelaram micelas de
aspecto regular de superficie. Nas micelas do consorcio PET-DG observou-se além das
emulsdes regulares, a existéncia de goticulas com aspecto mucilaginoso. Logo, neste
consércio provavelmente existem linhagens produtoras de emulsificantes poliméricos.

PETBA16 ¢ QUEBAO5 produziram emulsdes do tipo Winsor I (O/A) com
micelas de tamanhos maiores e formacio de biofilmes mucilaginosos, tipicos de
biopolimeros. Polimeros de alto peso molecular, soluveis em meio aquoso, sdo uteis em
estabilizar uma grande variedade de hidrocarbonetos em emulsdes O/A. A baixa velocidade
de reposicio dos surfactantes poliméricos nas regides interfaciais para manter o equilibrio de
moles de surfactantes por area gera emulsdes maiores. Nesse sistema de emulsificagio, a
porcdo lipofilica dos polimeros adsorve e ancora na fase de 6leo na interface 6leo-agua e a
porcdo hidrofilica, em contato com a 4gua, forma uma rede de gel forte ou filme em torno de
todas as goticulas de dleo. Esse sistema de emulsdo possui uma estabilidade excepcional. A
camada de gel adsorvido em cada gota de dleo criar uma forga repulsiva fisica importante na
estabilidade das emulsdes (CHAMANROKH er al., 2008; MAZAHERI ASSADI:
TABATABAEE, 2010).

Uma importante aplicagdo das emulsdes que estabilizam moléculas de oleo em
agua, além de facilitar o processo de degradagdio, ¢ a utilizagdo em processos de lavagem e
retirada de 6leo de sedimentos (FRANZETTI et al., 2009; RON; ROSENBERG, 2001).

Nesse estudo as emulsdes O/A foram produzidas por linhagens do género
Gordonia. Essa atividade foi potencializada com o passar do tempo, em condig¢do estética, e
mostrou a presenca de bolhas na interface dgua-6leo. Lin e al. (2005) também observaram
emulsdes semelhantes com espécies de Gordonia durante a degradacdo de diesel. Esses
pesquisadores confirmaram através de microscopia eletronica de varredura a formagdo de
biofilmes bacterianos na interface agua-6leo decorrendo da produgéo de polissacarideos.

Uma das limitacdes associadas a biodegradagdo de oleo € o fato das células
microbianas tenderem a precipitar em sistema aquoso quando a agitagdo mecénica ndo €
disponivel. Essa decantagdo de células reduz o contacto com os hidrocarbonetos. que
normalmente flutuam sobre a superficie aquosa. As linhagens que ndo possuem flutuabilidade
produzem preferencialmente emulsificantes para o meio externo das células para aumentar a

biodisponibilidade dessa molécula na fase aquosa. Nessas culturas as emulsificagdes nos
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ensaios de E24 sdo produzidas pelo sobrenadante e nfo pela biomassa celular (LIN et al.,
2005).

Uma estratégia utilizada por bactérias degradadores de hidrocarbonetos que ndo
possuem motilidade, como o género Gordonia, foi desenvolver a capacidade de flutuar na
dire¢do do substrato oleoso para realizar os processos de biodegradagéo. Essa propriedade de
flutuagéo ¢ adquirida através da produgio de polissacarideos na parede celular. Esses micro-
organismos sio capazes de se localizar na interface agua-6leo e formar biofilmes bacterianos.
Além disso, os polissacarideos produzidos pelas células microbianas aumentam a
hidrofobicidade celular e podem ter estreita relagdo com a capacidade de degradar
hidrocarbonetos (LIN ef al., 2005).

Surfactantes poliméricos também sfio capazes de causar desemulsificacdo de
emulsdes dgua em o6leo. Polimeros com altos valores de HLB, ou seja, com um elevado
numero de grupos hidrofilos, mesmo que tenham baixas massas moleculares, apresentam
excelente capacidade desemulsificante (ROODIBARI et al., 2011; ZAKI; ABDEL-RAOUF;
ABDEL-AZIM, 1996). Logo, a atividade desemulsificante apresentada pela biomassa das
linhagens de Gordonia provavelmente estd relacionada a producgdo de polissacarideos de
cadeia longa. Micro-organismos com capacidade de flutuar e com alta hidrofobicidade
celular possuem propriedades desemulsificante devido as interagdes na interface oleo-dgua
(NADARAIJAH; SINGH; WARD, 2002).

A associacéo da atividade desemulsificante com a presenca de polissacarideos na
parede celular de células bacterianas do género Gordonia também foi constatada durante a
producdo de emulsdes pelas culturas do consorcio PET quando crescido sem linhagens desse
género. Os resultados revelam existir um efeito negativo ocasionado pelos bioemulsificantes
poliméricos nas emulsdes agua-oleo nos ensaios de E24, demonstrando que alguns agentes
que podem fazer emulsdo de 6leo em agua removem a dgua presente em emulsdes de dgua em
oleo.

Nesse trabalho foi revelado que alguns emulsificantes com propriedades
estruturais peculiares podem ter tanto efeitos de emulsificacdo como de desemulsifica¢do em
diferentes casos. Roodbari et al. (2011) também estudaram o efeito desemulsificante de
moléculas capazes de formar emulsdes oleo em &agua e demonstraram a aplicagdo de
emulsionantes com alto HLB no processo de retirada de 4gua emulsionada em petroleo.

Os desemulsificantes poliméricos podem ser adsorvidos na interface agua/oleo
desestabilizando emulsdes. Quando essas moléculas sdo absorvidas na interface agua/dleo

numerosos grupos funcionais com atividade de superficie, pertencentes as moléculas



ANGELIM, A. L Selegdo e imobilizacio de consorcios de bactérias hidrocarbonoclasticas... 93

desemulsificantes e presentes na parte oleosa, podem penetrar na interface 6leo/agua e formar
uma camada interfacial facilmente rompivel (ZAKI; ABDEL-RAOUF; ABDEL-AZIM,
1996). O aumento no grau de polimerizagdo, presenca de atomos eletronegativos e cadeias de
alcanos com 4-9 atomos de carbono melhora a capacidade de separagdo de oleo e agua dos
desemulsificantes (ROODIBARI et al., 2011; ZAKI; ABDEL-RAOUF; ABDEL-AZIM,
1996).

Ja em relagdo a linhagem Dietzia PETBA17, a atividade desemulsificante,
provavelmente, esta relacionada com a produgdo de lipopeptideos. O género Dietzia ¢é
conhecido como produtor de moléculas lipopeptidicas com atividade desemulsificantes
ligadas a parede celular bacteriana. Esses compostos sdo formados por um grupo hidrofilico
composto por peptideos e outro hidrofébico composto por cadeia alifatica (HUANG et al..
2010; LIU et al., 2009). Liu et al. (2009) demonstraram que diferentes moléculas de
lipopeptideos podem ser sintetizadas de acordo com a composigdo dos 4cidos graxos
presentes como fonte de carbono no meio de cultivo. Esses pesquisadores também relataram
que a eficiéncia do tensoativo ¢ dependente da composi¢do, 0 que torna possivel a realizagio
de futuros ensaios para obten¢do de moléculas com melhores atividades a partir de
modificacdes nas composi¢des dos meios de cultivo.

Uma emulsio estavel é formada quando goticulas sdo dispersas pela repulsio
eletrostatica de suas cargas de superficie ou devido 4 adsor¢@io de moléculas emulsionante na
interface ¢leo/agua. Um bom desemulsificante para promover um processo de agregacio de
goticulas dispersas e desestabilizar emulsdes deve possuir trés importantes caracteristicas: boa
miscibilidade na fase dispersa, boa difusividade para assegurar uma difusdo eficiente para
regido interfacial e alta atividade de superficie para reduzir o gradiente de tensio interfacial
(IVANOV; KRALCHEVSKY, 1997; KIM; WASAN, 1996).

Huang er al. (2010) e Liu er al. (2009) demonstraram que os lipopeptideos
produzidos por espécies de Diefzia sdo misciveis e rapidamente dispersos na fase continua
tanto de emulsdes dgua em 6leo, como dleo em dgua. Essas moléculas possuem atividade de
superficie elevada e destroem a estabilidade das emulsdes. Consequentemente, ocorrem o0s
processos de desestabilizagdo e floculagdo ou coalescéncia das goticulas com completa
separacdo de fases.

Os processos de desestabilizacdo das emulsSes podem ser consequéncia da
neutralizagdo das cargas superficiais das goticulas ou da substituicdo das moléculas
emulsificantes na interface e diminui¢fo do gradiente de tensdo (HUANG ef al.. 2010; LIU et

al., 2009). Em situacGes onde ocorre a deple¢éio de surfactantes no fino filme das goticulas
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proximas, ocorre a diminui¢ao do gradiente de tens@o, o que acarreta na auséncia de fluxo de
liquidos na fase continua. Isto resulta em um fluxo interno de liquido nas goticulas e
consequentemente sua desestabilizagcdo (TADROS et al. 2004).

Neste trabalho demonstrou-se a importdncia de se reunir linhagens bacterianas
com metabolismos biossintéticos de surfactantes semelhantes. Em consércios as moléculas
com atividades de superficie devem possuir caracteristicas compativeis, com efeito sinérgico
durante o processo de emulsificag@o, além de HLB médio ajustado com a aplicagdo desejada.
No caso de misturas de surfactantes ndo compativeis e com HLB muito diferentes, como os
encontrados nos intervalos dos emulsificantes com atividade A/O (3-6) e O/A (8-18), pode
ocorrer inversdo de fase ou desestabilizacdo da emulséo.

Baseando-se no fato de que todos os micro-organismos foram isolados do
sedimento do manguezal da Baia de Todos-os-Santos, este ecossistema possui uma
comunidade microbiana residente rica em micro-organismos produtores de diferentes SACs.
Portanto, a bioestimula¢do da produgdo de moléculas com atividade emulsificante in situ
também consiste em uma alternativa interessante para recuperagio desta regido contaminada
com petrdleo.

Na industria petrolifera durante a produgdo, o transporte e o refino de petroleo
ocorre uma mistura intensa de agua com 6leo e contaminantes, resultando na formacgido de
emulsdes indesejadas. Os desemulsificantes sdo muito utilizados no processo de retirada de
agua do oleo. Além de serem aplicados na limpeza de fundo de tanques, no qual a fragéo
pesada do oleo associada a solidos e agua fica impregnada (ABDEL AZIM er al., 2011,
BANAT er al., 2010). As principais desvantagens da presen¢a de dgua no petroleo, que
podem chegar a interromper os processos de producéo e refino, sio diminuir a qualidade do
Oleo, acelerar o processo de incrustag@o e corrosdo nas instalagdes, reduzir a capacidade de
estocagem, superdimensionar dutos, equipamentos e tubulacdes, e maior consumo de
produtos quimicos e energia. Os processos de emulsificacdo em petrdleo sdo, geralmente,
promovidos por emulsificantes naturais de alto ponto de ebulicdo e alta massa molar, tais
como os asfaltenos, as resinas, as bases e acidos organicos, os acidos nafténicos e
carboxilicos, os compostos de enxofre e fenois. Além dos emulsificantes naturais, outras
moléculas emulsificantes podem estar presentes no petroleo, como as adicionadas durante a
fase de explora¢@o, como os produtos quimicos que sdo injetados nos pogos, os fluidos de
complementagdo e perfuragéo, os inibidores de corrosdo e incrustagdo (ABDEL AZIM ef al.,

2011, BANAT et al., 2010; KOKAL, 2002).
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Para o processo de transporte de petroleo a quantidade maxima de agua permitida
¢ 0,5- 2,0 % e o processo de desestabilizagdo de emulsdes é essencial para obten¢do de um
oleo vendavel (ABDEL AZIM et al., 2011, BANAT ef al., 2010). Em escala comercial, as
emulsdes sdo tratadas por uma combinacdo de tratamentos fisicos e quimicos que envolvem
centrifugac¢do, tratamentos térmicos ou elétricos, bem como a adi¢do de produtos quimicos.
Atualmente muitas pesquisas tém sido focadas na busca por biodesemulsificantes capazes de
modificar as propriedades das emulsdes para recuperagdo de 6leo (NADARAJAH; SINGH;
WARD, 2002).

Os SACs de origem microbiana tém demonstrado maior versatilidade do que
muitos surfactantes sintéticos auxiliando na remediacdo tanto in situ quanto ex sifu
(MULLIGAN et al., 2005). Os surfactantes sintéticos ainda sdo os utilizados na industria do
petroleo, para limpeza de derramamentos e recuperagdo de petroleo de reservatorios.
Entretanto, estes produtos podem ser tdxicos ao ambiente e sdo dificeis de serem
biodegradados. Por outro lado. os surfactantes de origem bioldgica destacam-se pela baixa ou
ausente toxicidade, biodegradabilidade e eficdcia em amplas faixas de temperatura, pH e
salinidade (NITSCHKE; PASTORE, 2002).

Apesar das vantagens relacionadas & aplicacdo dos SACs, a comercializagdo e
utilizacio desses compostos de origem microbiana ainda s@o limitadas devido aos altos custos
de produgo, recuperacdo e purificagdo, que ainda ndo competem com os surfactantes
quimicos. A maioria dos biossurfactantes conhecidos € sintetizado por micro-organismos
degradando hidrocarbonetos. A utilizagdo de substratos oleosos ao invés de substratos
soltveis como, por exemplo, glicerol, glicose. etanol, torna o sistema produtivo mais caro
devido aos custos dos meios de culturas e ao fato do processo de recuperagio e purificagdo ser
mais dificil e caro comparado ao uso dos outros substratos (MARCHANT; BANAT, 2012;
TABATABAEE et al., 2005). Tendo em vista essas limitagdes, diferentes estratégias estdo
sendo consideradas como o desenvolvimento de bioprocessos mais eficiente de produgao e
recupera¢do, a aplicagdo de culturas puras com boa atividade de superficie sem a necessidade
de purifica¢do, e a utilizagdo de residuos ou substratos de baixo custo para os processos de
produgdo (BANAT et al., 2010; MAKKAR; CAMEOTRA; BANAT, 2011; MARCHANT;
BANAT, 2012).

Nesse estudo, a op¢do pelo glicerol como fonte de carbono para as bactérias
produtoras de tensoativos foi devido ao recente destaque dado a esse composto como fonte de
carbono alternativo (SILVA; MACK; CONTIERO, 2009). O glicerol ¢ um residuo que tem se

acumulado com a produgdio de biodiesel no Brasil, possui baixo pre¢o ¢ ¢ facilmente
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metabolizado por uma grande variedade de bactérias. A comunidade cientifica tem realizado
esforcos no sentido de desenvolver tecnologias que sejam capazes de aproveitar essa oferta
excessiva de glicerol residual da induastria de combustiveis, agregando valores ao processo e
amenizando seus entraves de armazenamento e descarte, uma vez que o glicerol ndo pode ser
lancado diretamente no meio ambiente (MARCHANT; BANAT, 2012; SILVA; MACK;
CONTIERO, 2009).

Os SACs de diferentes naturezas quimicas obtidas nesse estudo encontram
demanda em vérios setores industrial e ambiental. E importante destacar que as atividades
foram testadas com amostras brutas, o que pode representar uma alternativa economicamente
viavel para o processo produtivo, e que essas atividades podem ser potencializadas por

processos de purifica¢@o dessas biomoléculas.
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4.5 CONCLUSOES

A combinagdo da técnica de enriquecimento associada a DGGE permitiu
desvendar a dinAmica da comunidade bacteriana de uma amostra de sedimentos do manguezal
da Baia de Todos-os-Santos em resposta a diferentes hidrocarbonetos do petréleo. Partindo
dessa estratégia foram selecionadas linhagens de bactérias hidrocarbonoclasticas e produtoras
de compostos ativos de superficie.

Ao todo foram isoladas 39 linhagens de bactérias, pertencentes a 20 géneros e
quatro filos: Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteriodetes e Firmicutes. Foram obtidos quatro
consorcios com especificidades para degradar HPAs, petréleo, querosene e hexadecano.
Dentre os géneros encontrados, quatro (Micrococcus, Gordonia, Sphingomonas e
Achromobacter) foram encontrados em pelo menos dois grupos, revelando que os consorcios
compartilharam poucos géneros, ou seja, cada fonte de hidrocarboneto selecionou géneros
diferentes dentro do pool génico dos sedimentos.

As linhagens produtoras SACs (biossurfactantes, bioemulsificantes e
biodesemulsificantes) isoladas neste trabalho sdo valiosas para aplica¢des em biorremediagio
e apresentam uma alta diversidade de géneros produtores (Achromobacter, Brachybacterium,
Bhargavaea, Curtobacterium, Cytophaga, Dietzia, Gordonia, Leifsonia, Mangroveibacter,
Martelella, Mesorhizobium, Micrococcus, Ochrobactrum, Pseudomonas, Sphingomonas,
Sphingopyxis, Staphylococcus, Thalassospira, e Xanthomonadaceae). o que sugere a
produgdo de moléculas de diferentes classes, possivelmente, até de novas classes de
tensoativos, tendo em vista a producdo desses compostos por 10 géneros (Bhargavaea,
Brachybacterium, Curtobacterium, Cytophaga, Leifsonia, Muangroveibacter, Martelella,
Mesorhizobium, Sphingopyxis e Thalassospira) ainda nio descritos como produtores de
emulsificantes.

A preparagdo de consoércios bacterianos para producdo de compostos tensoativos
deve levar em consideracdo a utilizacdo de linhagens capazes de produzir moléculas
compativeis com o processo de emulsifica¢@o para evitar a desestabilizagdo da emulsificagéo.

Os consorcios e linhagens de bactérias nativas isoladas de sedimentos do
manguezal da Baia de Todos-0s-Santos s@o candidatas ideais para retornarem ao manguezal e
ajudarem na mitigagdo da borra oleosa presente nos sedimentos (bioaumentacdo) e/ou para
serem usados como fontes produtoras de compostos ativos de superficie, visando a
estimula¢do do potencial hidrocarbonoclastico da microbiota presente nos sedimentos do

manguezal (bioestimulagéo).
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5 CAPITULO 02. IMOBILIZACAO DE CONSORCIOS DE BACTERIAS
HIDROCARBONOCLASTICAS EM ESFERAS DE QUITOSANA PARA
APLICACOES EM PROCESSOS DE BIORREMEDIACAO
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5.1 INTRODUCAO

Os ambientes naturais vém sofrendo com a polui¢do decorrente das atividades da
industria petrolifera, que impactam principalmente os ecossistemas costeiros, como 08
manguezais, afetando toda a biota (DUKE et al., 2000; GENTILI et al., 2006; SANTOS er
al., 2011a). Essas contaminagdes podem ocasionar efeitos agudos, que resultam em morte.
e/ou cronicos, que podem persistir por um longo tempo. reduzir o crescimento de organismos
sobreviventes e causar efeitos adversos para o equilibrio do ecossistema (DUKE et al., 2000).

Muitas técnicas sdo utilizadas para descontaminagdo de ambientes poluidos e
envolvem processos fisicos e/ou quimicos. Os processos que utilizam organismos vivos.
como micro-organismos, tém sido intensamente pesquisados e recomendados pela
comunidade cientifica como uma alternativa eficaz para o tratamento de ambientes
contaminados (ALVAREZ; ILLMAN, 2006; DUKE et al., 2000; GENTILI et al., 2006;
SANTOS et al., 2011a).

Existem varios processos de biorremediagio que variam de acordo com o nivel de
contaminag¢do. Os processos in situ sdo realizados no proprio ambiente e 0s ex sifu sdo
realizados em areas restritas fora do ambiente contaminado. Dentre as técnicas existentes, a
bioaumentagdo, que consiste na adi¢do de micro-organismos com potencial catabdlico
especifico para recuperac@o de ambientes contaminados, ¢ uma das técnicas mais amplamente
utilizadas (JACQUES et al., 2007; TONINI; REZENDE; GRATIVOL, 2010).

A utilizagdo de micro-organismos em consorcios vem se destacando devido a
complementaridade metabélica que melhora a eficiéncia da degradacdo de hidrocarbonetos e
compostos quimicos recalcitrantes (JACQUES e al., 2007). Ja o uso de micro-organismos
imobilizados tem sido explorado devido as suas vantagens quando comparado ao uso de
cultura em suspensdo. Dentre as vantagens, destacam-se: maior taxa de crescimento, maior
estabilidade catalitica, maior tolerdncia contra grandes concentragdes de compostos toxicos.
menor suscetibilidade por contamina¢do de micro-organismos indesejaveis, possibilidade de
reuso, além das células serem mantidas estaveis e ativas por maiores periodos de tempo
(CHEN et al., 2007; HSIEH et al., 2008).

Dentre os principais métodos de imobiliza¢do, o aprisionamento de células ¢ uma
das técnicas mais amplamente utilizada. Neste tipo de imobiliza¢do, 0s micro-organismos
ficam aprisionados numa matriz polimérica com poros suficientes para ocorrer a difuséio dos

substratos, dos gases e dos produtos celulares entre o meio externo e interno da matriz

(HSIEH et al., 2008).



ANGELIM. A. L. Selecio e imobilizagdo de consércios de bactérias hidrocarbonoclasticas... 100

Os polimeros naturais mais utilizados como suporte de imobilizagdo sio o
alginato, a carragenana, a agarose, a quitina e a quitosana (GENTILI ef al., 2006). Dentre
eles, a quitosana destaca-se por ser bastante disponivel, pois é obtida a partir da quitina, um
dos polimeros mais abundantes na natureza, além da possibilidade de ser manipulada para
produzir materiais de diferentes formatos como esfera, membrana e gel (CHEN et al., 2007).

E importante ressaltar que a dissolugio da quitosana ¢ realizada através do
processo de protonagio da molécula em meio acido. Nessa condigdo, esse polimero € capaz
de inibir o crescimento de varias espécies de bactérias (BENHABILES er al., 2012).
Considerando a utilizagfio de gel na imobilizagdo de células microbianas, o aprisionamento de
micro-organismos em quitosana depende da selecdo de espécies resistentes. Também ¢
importante selecionar micro-organismos nfo produtores de enzimas quitinoliticas. a fim de
evitar a degradacgio da matriz (SOMASHEKAR; JOSEPH, 1995).

Esse estudo teve por objetivo validar um protocolo de imobiliza¢do em esferas de
quitosana, selecionar bactérias hidrocarbonoclésticas e produtoras de compostos ativos de
superficie (Surface Active Compounds- SACs) compativeis com esse processo de

imobilizacdo, desenvolver um produto e avaliar sua aplicagdo em biorremediagéo.

5.2 MATERIAIS E METODOS

5.2.1 Protocolo para formacgdo de esferas de quitosana

Os ensaios de imobiliza¢do foram realizados utilizando uma quitosana da marca
Galena com grau de desacetilagdo de 86,5% cedida pelo Parque de Desenvolvimento
Tecnologico do Ceara (PADETEC). Para avaliagdo da melhor metodologia de produgdo do
gel de quitosana foram testadas a solubilizagdo deste biopolimero na proporgdo de 3% (m/v)
em diferentes concentragdes de acido acético 1 a 5% (v/v), sob agitagdo de até 4 h, nos
valores de pH 3.0 e 5,0 (valor ajustado com adigdo lenta de uma solugdo de hidroxido de
soédio (NaOH 1N). Ja para determinacdo da melhor metodologia de polimerizagdo do gel de
quitosana para producdo das esferas, os géis foram gotejados utilizando seringas com agulha
em solugdes de NaOH, pH 12,0, nas concentracdes de 4 ¢ 8% (m/v) e em solucdo de
Tripolifosfato de Sodio (TPP) 1 e 2% (m/v), pH 9,0. Apés, as esferas produzidas utilizando-se
NaOH e TPP permaneceram imersas nas respectivas solugdes por 2 h e foram lavadas com
dgua destilada e solugdo fostato de potassio dibasico (K;HPO,4) 0,15 M, respectivamente,

antes de serem analisadas.
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5.2.2 Avaliacdo da susceptibilidade ao gel de quitosana e ao processo de imobilizacdo.

A selecdo de isolados bacterianos passiveis de serem imobilizados em esferas de
quitosana foi realizada através de ensaios de resisténcia a atividade antimicrobiana da solug@o
de quitosana 3% (m/v), nos valores de pH 3,0 e 5,0, bem como as condi¢des de pH utilizadas
no processo de imobilizagdo, ou seja, pH 5,0 das solu¢des de quitosana, pH 9.0 da solugdo de
TPP ou pH 12 da solu¢do de NaOH.

Para realizacdo dos ensaios de resisténcia, as linhagens de bactérias foram
cultivadas em placas com Agar Triptona Glicose Extrato de Levedura acrescido de NaCl na
concentracdo 2% (m/v) (ATGE-salino) por 48 h a 30 °C. Em seguida, colonias das linhagens
bacterianas foram subcultivadas em tubos contendo 5 mL de Triptona Glicose Extrato de
Levedura também acrescido de NaCl na concentracdo 2% (m/v) (TGE-salino). Apos 18 h de
crescimento a 30 °C, uma aliquota de 100 pL. de cada cultura foi transferida para tubos
contendo gel de quitosana 3% (m/v) nos valores de pH 3.0 e 5,0, solugdo de NaCl 0,9% (m/v)
pH 5.0 e 12, e solugdo de TPP 1% (m/v) pH 9,0. Decorridas 3, 6, 9 e 24 h de contato das
culturas com a solugdes de quitosana, e 3 h de contato em meios de diferentes pHs, foram
realizados subcultivos em placas de ATGE-salino, onde se definiu como resistentes os
isolados que cresceram nas condigdes testadas e produziram colénias. Em todos os ensaios

foram realizados pelo menos 3 experimentos independentes com duplicatas.
3.2.3 Producgio da enzima quitosanase

Para este ensaio, as linhagens de bactérias foram previamente crescidas em placas
de ATGE-salino por 48 h a 30 °C e, posteriormente, coldonias puras foram cultivadas em caldo
TGE-salino por 16 h. Aliquotas de 100 pl. dessas culturas foram inoculadas na superficie de
placas contendo o meio Chitosanase-Detection Agar (CDA). O meio CDA foi preparado de
acordo com Cheng e Li (2000), com modifica¢do da concentragéo de quitosana no meio para
0,1% (m/v). A produgdo de quitosanase foi confirmada pela verificagdo de halos de hidrolise
ao redor das colonias apods incubagdo a 30 °C por 48 h. Uma linhagem de Bacillus sp..
produtora de quitosanase foi usada como controle positivo. Foram realizados pelo menos 3

experimentos independentes com duplicatas.
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O procedimento de preparagdo do meio CDA 0.1 % (m/v) foi feito como se segue:

[) Solugdo de Quitosana

1 g de quitosana em po foi dissolvido em 200 mL de uma solugdo de acido

acético 1% (v/v) e deixado sob agitac@o constante por 2 h;
I1) Solugdo de Minerais:

Foram preparados 300 mL de uma solugdo de minerais com a seguinte
composigdo por litro: Na,HPO4 (1,30 g), KH>PO4 (3.0 g), NaCl (0.5 g),
NH4CI (1,0 g), MgS04 (0,24 g) e CaCl> (0,01 g);

III)  Solugo de Quitosana-Minerais

A solugio de quitosana (200 mL) foi misturada a soluciio de minerais (300
mL) e o pH ajustado para 6,5 com gotas de uma solugdo NaOH IN. Essa

mistura foi esterilizada a 110 °C por 10 min.;
IV)  Solu¢do de Agar

Foram preparados 500 mL de Agar 4% (m/v) e esterelizado a 121 °C por 15

min.;
V) Meio CDA 0,1 % (m/v)

A solug¢do de Quitosana-Minerais (500 mL) foi misturada assepticamente a
solugdo de Agar (500 mL) e distribuida em placas de Petri esterilizadas

previamente em estufa.

5.2.4 Andlise das esferas de quitosana por microscopia eletréonica de varredura (MEYV)

Amostras de esferas de quitosana com e sem consorcios compostos pelas cepas
bacterianas resistentes imobilizadas foram congeladas em nitrogénio liquido e liofilizadas. Em
seguida, as esferas secas foram metalizadas com uma camada de 15 nm de ouro e visualizadas
por MEV (Philips, Modelo ETAX-XC 30, USA). Essa andlise foi realizada com o intuito de
verificar a presenga de células bacterianas dentro das esferas e a formagdo de poros na
superficie com tamanho ideal para promover o aprisionamento celular e uma boa difusdo de

nutrientes e metabdlitos entre o meio externo e interno das esferas (HSIEH ef al., 2008).
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5.2.5 Imobilizacdio e quantificacdo da densidade de células bacterianas imobilizadas

As linhagens bacterianas selecionadas foram cultivadas em meio TGE-salino por
24 h, separadamente. Em seguida, as absorbédncias das culturas foram ajustadas para 0,1 a 600
nm. As linhagens formadoras dos consércios foram cultivadas conjuntamente adicionando-se
um inéculo de 3% (v/v), constituido por partes iguais de cada cultura em 35 mL de caldo
TGE-salino. Essa cultura cresceu por 20 h até atingir uma absorbéncia de 1,5 a 600 nm. Uma
aliquota de 25 mL da cultura foi centrifugada a 5000 x g por 15 min e o precipitado de células
foi ressuspendido em 500 pL de salina. Em paralelo, um gel foi preparado dissolvendo-se o
pé de quitosana na proporgdo 3% (m/v) por 1 h em uma solugdo de acido acético 1% (v/v) pH
3.0. Em seguida, os 500 pL contendo a biomassa microbiana do consorcio a ser imobilizado
foram transferidos para o gel de quitosana e submetidos & agitagiio por 3 h.

A solugdo de quitosana com micro-organismos foi gotejada usando uma seringa
com agulha em 200 mL de uma solugio de TPP 1% (m/v), pH 9.0, para formacio das esferas
e aprisionamento das células bacterianas. As esferas permaneceram nessa solugdo por 3 h para
consolidagdo das ligagdes cruzadas entre as cadeias de quitosana e. posteriormente. foram
lavadas trés vezes em 200 mL de uma solugdo K,;HPO, 0,15 M pH 8,0 (HSIEH ef al., 2008).
Uma massa de 4 g de esferas foi pesada e macerada para realiza¢do das contagens. O volume
do macerado de esferas foi ajustado para 40 mL com solu¢@o de NaCl 0,9% (m/v). Dilui¢des
seriadas do macerado foram realizadas e plaqueadas em ATGE-salino para contagem das
unidades formadoras de coldnias (UFC) e avaliagdo do processo de imobilizagdo. Todos os

ensaios foram realizados 3 vezes com duplicatas.

5.2.6 Avaliacdo da degradabilidade das esferas de quitosana em dgua e sedimento

Para o monitoramento da biodegradabilidade natural das esferas de quitosana em

agua marinha e sedimento de manguezal foram testadas 2 combina¢des de microcosmos:
1. 50 mL de agua do mar + 5,0 g de esferas umidas de quitosana 3% (m/v);

2. 50 g de sedimento de manguezal + 50 mL de dgua do mar + 5,0 g de esferas

umidas de quitosana 3% (m/v);

Os ensaios foram realizados em triplicata ¢ a biodegradabilidade das esferas foi

acompanhada visualmente.
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5.2.7 Efeito das esferas de quitosana sobre a microbiota de sedimento de manguezal

Foram construidos microcosmos com 30 g de sedimento (experimento controle) e
50 g de sedimento adicionado de 5.0 g de esferas umidas de quitosana. Os microcosmos
foram incubados em temperaturas que variaram de 27-30 °C e o efeito da quitosana sobre a
comunidade microbiana foi verificado através da contagem de heterotréficos totais, ou UFC.
no inicio do experimento e apés 12 dias. Para contagem dos heterotroficos totais, 5,0 g de
sedimento de cada tratamento foram retirados, ressuspendidos em um volume final de 50 mL
e diluidos seriadamente em solu¢do de NaCl 0,9% (m/v). Em seguida, essas dilui¢gdes foram
plaqueadas em ATGE-salino para contagem das UFCs. Os ensaios foram realizados em 3
experimentos independentes com replicatas. Os dados foram submetidos a analise de
varidncia pelo método de ANOVA com o pas-teste de Tukey utilizando intervalo de confianga

de 95% (p<0.,05). Para as analises estatisticas foi utilizado o programa GraphPad Prism 5.0.

5.2.8 Producdo em larga escala de esferas de quitosana

Em paralelo, foi construido e testado em parceria com a empresa EMETECH
(Ceara, Brasil) um equipamento (MEQ) para produgdo em larga escala de esferas de
quitosana. A maquina foi desenvolvida pelos pesquisadores envolvidos no projeto. Baseia-se
em um sistema automatizado que realiza a mistura do gel de quitosana com a biomassa que
sera imobilizada e promove o gotejamento controlado na solu¢do coagulante para formagdo
de esferas. O gotejamento ocorre através de bicos de inje¢do (agulhas) acoplados, que podem
ser de diferentes calibres e permitem a produgdo de esferas de diferentes didmetros. Para
produgdo em larga escala, o gel de quitosana foi preparado dentro de um cont€iner principal
da MEQ utilizando misturadores mecanicos acoplados ao equipamento. Essa solu¢do foi
gotejada com vazo controlada em um segundo contéiner contendo a solugdo coagulante ¢ o

processo de formacao de esferas foi avaliado.
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5.2.9 Determinagdo do tempo de prateleira de esferas de quitosana com consdrcios

bacterianos imobilizados

Os testes de prateleira foram realizados para avaliar o efeito do armazenando das
esferas a 8 °C. A cada 15-30 dias, 4 g de esferas de quitosana com um consdrcio bacteriano
imobilizado foram retiradas, maceradas e o volume complementado para 40 mL. Realizou-se
a quantifica¢dio da biomassa dentro das esferas através da dilui¢do seriada desse macerado em
solugdo de NaCl 0,9% (m/v) e plaqueamento em ATGE-salino para realizagdo da contagem
das UFCs. Todas as contagens de UFCs foram realizadas em triplicadas. Os dados das
contagens foram expressos em escala logaritmica e submetidos a andlise de varidncia pelo
método de ANOVA com o pos-teste de Tukey utilizando intervalo de confianga de 95%

(p<0,05). Para as analises estatisticas foi utilizado o programa GraphPad Prism 5.0.

5.2.10 Ensaio de aplicacio in situ de esferas de quitosana com e sem consorcios
bacterianos imobilizados em microcosmos utilizando sedimento de manguezal

contaminado com petroleo
5.2.10.1 Coleta de sedimento e montagem dos microcosmos

A coleta de sedimentos contaminados do manguezal da Baia de Todos-os-Santos
foi realizada utilizando-se um testemunho de 30 cm de comprimento por 5 cm de didmetro.
As amostragens de sedimentos foram realizadas aleatoriamente em varios pontos visivelmente
contaminados com borras oleosas em uma area de 100 m’. Cada testemunho foi dividido em
trés por¢des: 0-10 cm, 10-20 cm e 20-30 cm (FIGURA 5.1).

: J“._\.‘j .

Figura 5.1- Coleta de sedimento do manguezal da Baia de Todos-os-Santos, Bahia e representaciio
das trés porcoes: 0-10 ¢m, 10-20 cm e 20-30 cm.
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Foram coletados sedimentos suficientes para preencher 64 provetas de vidro de 30
< 5 cm. As amostras coletadas foram transportadas até o Laboratorio de Simulagdo de
Processos de Biorremediago, construido proximo da drea de coleta no manguezal da Baia de
Todos-o0s-Santos. Em seguida, as por¢des de 0-10 cm, 10-20 cm e 20-30 cm dos testemunhos
foram homogeneizadas separadamente e utilizadas para preencher as provetas ¢ compor 0s
microcosmos, respeitando a estratificagdo do testemunho. Essa etapa de homogeneizagdo por
extrato de sedimento foi necesséria porque a borra oleosa presente nesta area do manguezal se
distribui de forma difusa tanto horizontal quanto verticalmente.

No fundo de cada proveta foi adicionado uma tela fina para fixar o sedimento e a0
mesmo tempo permitir a entrada de dgua durante 0 processo de simulagdo de maré. As
provetas apds montadas foram fixadas em suportes de madeira com capacidade para 8

provetas e distribuidas em 8 aquarios (FIGURA 5.2).

Figura 5.2- Aspecto dos aquirios usados para montagem dos microcosmos nos ensaios de
biorremediaciio utilizando sedimento de manguezal contaminado com borra oleosa.

Todos os aquarios foram preenchidos com 4gua do proprio estuario de modo a
simular as condi¢des de maré. Os aquarios eram cheios as 7 h com 22 litros de agua, de modo
que os sedimentos eram banhados de baixo para cima cobrindo toda a extensdo da proveta, as
17 h, os aquérios eram esvaziados deixando 4gua suficiente para cobrir a base dos sedimentos.
Os processos de preenchimento e esvaziamento dos aquarios foram realizados de forma
gradual e diariamente. Em cada simulagdo de maré um pouco de 4gua era adicionada na parte

superior para umedecer as camadas superficiais dos sedimentos.
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Os aquarios permaneceram 24 h em repouso apdés montagem para Ocorrer o
processo de sedimentacdo no interior das provetas. Em seguida, foram testadas trés condi¢des

experimentais:
1. Sedimento (Atenuagdo Natural): Aquarios 1, 2 e 3 (triplicata);
2. Sedimento + esferas de quitosana: Aquérios 4 e 5 (duplicata);

3. Sedimento + esferas de quitosana com consorcio bacteriano PET: Aquarios 6. 7

e 8 (triplicata).

Uma massa de 20 g de esferas de quitosana iumida com e sem o consorcio de
bactérias foi adicionada na parte superficial dos sedimentos nas provetas desses tratamentos.

As analises foram feitas imediatamente apos a montagem dos microcosmos, no
tempo 0 e apos 7, 15, 30, 60 e 90 dias. Em cada um desses dias era retirada uma proveta de
cada tratamento e os sedimentos usados para contagem do numero de bactérias heterotroficas
totais, determinagéo de hidrocarbonetos totais do petréleo (HTP) e avaliagdo da estrutura da
comunidade bacteriana por eletroforese em gel de gradiente desnaturante (Denaturing

Gradient Gel Electrophoresis-DGGE).
5.2.10.2 Determinagdo do nuumero de bactérias heterotrdficas totais

A contagem de bactérias heterotroficas totais foi realizada pela técnica de
microgota (ROMEIRO, R.S., 2008). Nesse procedimento, 4 g de sedimentos foram suspensos
em 40 mL de solugdo de NaCl 0,9% (m/v) esterilizada e homogeneizadas vigorosamente. Em
seguida, essas suspensdes foram diluidas seriadamente até 107 e aliquotas de 10 pL foram
inoculadas na superficie de meio ATGE-salino, em quadruplicatas. As placas foram incubadas
a temperatura ambiente por 48 h e, em seguida. as colonias foram contadas e os resultados
foram expressos em Unidades Formadoras de Colénias (UFC)/g de sedimento. Os dados das
contagens foram expressos em escala logaritmica e submetidos a analise de varidncia pelo
método de ANOVA com o pos-teste de Tukey utilizando intervalo de confianga de 95%

(p<0,05). Para as analises estatisticas foi utilizado o programa GraphPad Prism 5.0.
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5.2.10.3 Andlise do perfil e quantidade de hidrocarbonetos totais do petréleo (HTP)

As andlises de HTP foram feitas no Laboratério de Estudos do Petroleo
(LEPETRO) da Universidade Federal da Bahia-UFBA. As amostras de sedimentos
provenientes dos aquérios foram liofilizadas. Em seguida, uma massa de 10 g foi utilizada
para extracio em sistema SOXHLET por 4 h utilizando 150 mL de uma mistura de
diclorometano/hexano 1:1 (v/v). O volume dos extratos obtidos foi reduzido para 2 mL em
rotaevaporador. As fragdes dos alifaticos e aromdticos foram separadas através de colunas
clean up e, posteriormente, concentradas para 1 mL em um concentrador de c€lula fechada do
tipo Kuderna Danish. O concentrado final foi injetado em uma coluna de fase estacionaria
DB-5 de 30 m instalada em um cromatografo gasoso acoplado a um espectrometro de massa
(CG/MS) Varian Saturn 2000.

Foram quantificados e expressos em mg/Kg de sedimento seco os n-alcanos de
C10 a C40. Os valores foram analisados reunidos nas seguintes fragdes: fragdes 2 (C10-16),
3A (C16-23), 3B (C23-34) e 4 (C34-40) dos HTP. Os resultados foram submetidos & analise
de varidncia pelo método de ANOVA com o pos-teste de Tukey utilizando intervalo de
confianca de 95% (p<0,05). Para as andlises estatisticas foi utilizado o programa GraphPad

Prism 5.0.

5.2.10.4 Avaliacio da dindmica das comunidades bacterianas dos microcosmos por
DGGE

Para as analises de DGGE, 0.5 g de sedimentos de cada tratamento foram usados
para extragdo de DNA metagendmico usando o kit de extragdo de DNA PowerSoil ™ DNA
Isolation Kit (MoBio Laboratories Inc., USA). Antes da extragdo de DNA. as amostras de
sedimentos foram homeneizadas assepticamente por periodo e condi¢do experimental. A
qualidade e quantidade de DNA extraido foram analisadas em Nanodrop® ND-1000
(NanoDrop. Wilmington, DE, EUA). As amostras de DNA foram armazenadas em freezer a
-20°C.

A regido hipervariavel v3 do gene codificador para o rRNA16S do DNA foi
amplificada por reagdio em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction-PCR) usando
os iniciadores GC-338F (5-CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GGG GCA GCG
CGG GGG ACT CCT ACG GGA GGC AGC AG-3") (LANE, 1991) e 518R (5'-ATT ACC
GCG GCT GCT GG-3") (MUYZER; DE WAAL; UITTERLINDEN, 1993). As reacdes de
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PCR foram realizadas em um volume final de 30 uL, contendo 10 ng de DNA molde, 20 mM
Tris-HCI (pH 8.4), 50 mM KCI, 3,0 mM MgCl,, 200 uM de cada ANTP, 0.5 uM de cada
iniciador e 1,0 unidade de Taqg DNA polimerase (MBI Fermentas Inc.. Amherst, New York,
EUA). As amplificagdes foram realizadas em um termociclador (Eppendorf AG 22.331:
Eppendorf, Hamburgo, GER) programado para uma etapa de desnaturag@o inicial (4 min a 94
° (), seguido por 35 ciclos de 1 min a 94 °C, 1 min a 56 °C e 2 min a 72 °C. O ultimo ciclo
foi seguido por uma extensdo final de 10 min a 72 °C. A amplificag@o do gene de interesse foi
verificada por ecletroforese em agarose 2% (m/v) corada com SYBR® Safe DNA Gel Stain
(Invitrogen, Eugene, OR, EUA).

A DGGE foi realizada no D-code’ Universal Mutation Detection system (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA). Um volume de 15 pL de cada produto da PCR foi
misturado com tampdo de amostra na concentragdo 3:1 (produto de PCR : tampdo de amostra)
e aplicadas no gel de poliacrilamida 8% (m/v), contendo um gradiente vertical de
desnaturagdo de uréia-formamida de 35-65%. A concentracdo 100% de desnaturacdo foi
definida como uréia 7 M e 40% (v/v) formamida (MUYZER; DE WAAL; UITTERLINDEN,
1993). A eletroforese foi realizada em uma tensdo constante de 200 V por 4 h a uma
temperatura de 60 °C. Os géis foram corados durante 1 h em 0,5 X TAE contendo 1 X do
corante SYBR® Green I (Invitrogen, EUA) e fotografados sob iluminagio UV. Todas as
imagens foram analisadas utilizando-se o Software BioNumerics (Applied Mathematics,
Kortrijk, Bélgica) com algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmelic
mean) e coeficiente de similaridade Jaccard. Foram realizadas 3 analises de DGGE

independentes com duplicadas.
5.3 RESULTADOS
5.3.1 Protocolo para producio de esferas de quitosana

O pd de quitosana foi bem dissolvido nas solugdes de acido acético (1 a 5%),
apenas na faixa de pH 2.5-3.0. Quando se tentou usar tampdo acetato de sodio pH 5.0 nas
diferentes concentragdes, a quitosana ndo se dissolveu completamente, mesmo apos 4 horas
de agitagdo. Portanto, o gel de quitosana foi preparado com acido acético 1% pH 2,5-3,0.

Uma alternativa desenvolvida para solubilizagdo da quitosana em pH 5.0 foi
dissolver este biopolimero em solugdo de acido acético 1% (v/v) pH 3.0 e, posteriormente.

ajustar o pH para 5,0 gotejando uma solugdo de NaOH 1% (m/v). Esse procedimento de ajuste
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de pH para 5,0 foi realizado visando minimizar os efeitos adversos da forte acidez (pH 3.0)
nas células bacterianas no momento da imobilizagdo.

Baseado nos resultados obtidos, os procedimentos de solubilizacdo da quitosana
3% (m/v) em solugdo de acido acético 1% (v/v) pH 3,0 e de formacgéo de gel com ajuste de
pH para 5,0 foram escolhidos para serem avaliados no processo de gotejando em diferentes
solugdes coagulantes visando a produgdo de esferas.

Os resultados dos experimentos de coagulagdo do gel de quitosana revelaram que
tanto as solugdes de NaOH (4 ou 8%) quanto tripolifosfato (TPP) a 1% foram eficientes em
coagular o gel de quitosana para produgdo de esferas. As esferas obtidas com qualquer um dos
coagulantes apresentaram excelentes propriedades mecdnicas, isto €, ndo se desmancharam

quando submetidas a agitagéo orbital a 150 rpm durantes 30 dias de ensaio.

5.3.2 Avaliacdo da susceptibilidade ao gel de quitosana e ao processo de imobilizacdo.

Os testes que avaliaram a viabilidade das linhagens de bactérias ao contato com o
gel de quitosana 3%, nos pH 3,0 e 5.0, revelaram que das 39 linhagens candidatas a
imobilizagdo, 31 permaneceram viaveis até 6h de contato com o gel de quitosana e que apenas
17 estavam viaveis com 24 h de contato (TABELA 5.1). Logo, o processo de imobilizagdo da
biomassa de bactérias em esferas de quitosana nfo deve durar mais do que 6 h mesmo para as
linhagens de bactérias resistentes. Esse tempo deverd ser suficiente para proceder a
homogeneizacdo da biomassa bacteriana no gel de quitosana e a subsequente coagulacdo
dessa mistura para a obtencdo das esferas.

Os resultados demonstram que a resisténcia dos micro-organismos ao gel de
quitosana 3% (m/v) ndo foi influenciada pelo pH (3,0 e 5,0). Portanto, o procedimento foi
padronizado para usar acido acético 1% (m/v) pH 3,0.

As linhagens bacterianas que nfio suportaram o contato de 3h com o gel de
quitosana 3% (m/v) em pH 5,0 sobreviveram nas solugoes salinas com esse pH (TABELA
5.2), demonstrando que essas bactérias foram mortas pelo efeito da quitosana e ndo do pH.

Os testes que analisaram a resisténcia das linhagens de bactérias aos pHs das
solucdes coagulantes, isto é, pH 9,0 do TPP e pH 12,0 do NaOH, revelaram que todos as
linhagens resistiram a solug@o de TPP 1% pH 9,0, enquanto apenas 50% suportaram a solug@o
com pH 12,0 (TABELA 5.2). Considerando que a coagulagdo em solug@o de TPP ocasionou
menos impacto aos membros dos consorcios bacterianos esta foi escolhida como soluc@o

coagulante em detrimento da solugdo de NaOH.
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Tabela 5.1- Avaliaciio da resisténcia dos isolados bacterianos ao gel de quitosana em pH 3,0 ¢ 5,0.

Tempo de contato com gel de Quitosana 3% (m/v)
Isolados 3h 6h 9h 24 h

pH3,0 pHS50 pH30 pHS50 pH30 pHS50 pH30 pHSO
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ANGELIM, A. L  Selecdo e imobilizacdo de consorcios de bactérias hidrocarbonoclasticas... 112

Tabela 5.2- Avalia¢iio da resisténcia dos isolados bacterianos ao contato de 3 h em soluc¢des de NaCl
0,9% (m/v) nos valores de pH 5,0 e 12 e solugiio de TPP 1% (m/v) pH 9,0.

Isolados Solu¢io de NaCl 0,9% (m/v) Solucio de TPP 1% (m/v) pH
Bacterianos pH 5,0 pH 12 9,0

HEXBA 1 4
HEXBA 2
HEXBA 3
HEXBA 4
HEXBA 5
HEXBA 6
HEXBA 7
QUEBA 1
QUEBA 2
QUEBA 3
QUEBA 4
QUEBA 5
QUEBA 6
QUEBA 7
QUEBA 8
HPABA 1
HPABA 2
HPABA 3
HPABA 4
HPABA 5
HPABA 6
HPABA 7
PETBA 1
PETBA 2
PETBA 3
PETBA 4
PETBA 5
PETBA 6
PETBA 8
PETBA 9
PETBA 10
PETBA 11
PETBA 12
PETBA 13
PETBA 14
PETBA 15
PETBA 16
PETBA 17
PETBA 19 -

+ +

+ + +

1

+

T TN T T T T i i o S S S S S S S S S S S S o
+ o+ o+

++++++++++++ A A+

Legenda: + Resistente - Susceptivel
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Baseando-se nos resultados de validagdo do protocolo de imobilizagdo, a
metodologia definitiva consistiu na dissolu¢do da quitosana em solugo de acido acético 1%
(m/v) pH 3,0, para a adi¢io da biomassa microbiana composta pelas cepas resitentes ao
processo, ¢ gotejamento dessa mistura em solugiio de TPP 1% (m/v) pH 9,0 para obtengdo
das esferas com as células aprisionadas. Nessas condigdes foram obtidas esferas uniformes,

com didmetro médio de 2,0 mm (FIGURA 5.3).

3 <

Figura 5.3- Formaciio (A) e aspecto morfolégico de esferas de quitosana com consércio de micro-
organismos imobilizados (B).
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5.3.3 Producdo de quitosanase

Os ensaios para verificagdo da produgdio da enzima quitosanase demonstraram que
nenhuma linhagem bacteriana foi capaz de produzir esta enzima, nas condigdes experimentais
testadas (FIGURA 5.4). Apenas o controle positivo realizado com uma linhagem de Bacillus

sp. foi capaz de degradar a quitosana.

Figura 5.4- Demonstragio do resultado negativo de dois isolados (QUEBAO1 ¢ QUEBA02)
analisados para producio de quitosanase e controle positivo utilizando uma linhagem de Bacillus

sp.

Assim, as linhagens de bactérias hidrocarbonoclasticas, resistentes a quitosana,
ndo produtoras de enzimas quitinoliticas, e que suportaram a variagdo de pH (3-12) do
processo de imobilizagdo sdo as candidatas ideais para imobilizagdo nesse biopolimero e

utilizagdo no tratamento dos sedimentos do manguezal da Baia de Todos-os-Santos.
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5.3.4 Andlise das esferas de quitosana por microscopia eletronica de varredura (MEYV)

Definido o melhor processo de imobilizagio e os micro-organismos candidatos a
serem imobilizados realizaram-se analises das esferas contendo os consorcios imobilizados
por MEV. As imagens obtidas por MEV (FIGURA 5.5) mostraram a porosidade uniforme das
esferas, com didmetro de 3,67 + 1,3 um (FIGURA 5.6). A visdo do interior das esferas
mostrou que a superficie interna da matriz é rugosa e forma depressdes que facilitam a

colonizagdo da biomassa microbiana.

68X 75X
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Figura 5.5- Aspecto das esferas de quitosana (A), aspecto do interior das esferas (B), poros
presentes na superficie das esferas (C) e aspecto das células bacterianas imobilizadas no interior
das esferas (D).
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Figura 5.6- Aspecto da superficie das esferas de quitosana evidenciando o tamanho dos poros.

5.3.5 Imobilizacdo e quantificacio da densidade de células bacterianas imobilizada

O gotejamento dos 25 mL de solugdo de quitosana rendeu em torno de 11,52 + 1,3
g de massa umida de esferas em um volume de 11,57 &+ 2,0 mL. Cada esfera de quitosana de
2,0 mm de didmetro pesou em torno de 0,01 + 0,002 g, portanto, 1,0 g de esferas umida
contém cerca de 100 esferas, que preenchem juntas um volume de 1,0 mL.

A contagem de UFCs na cultura centrifugada (25 mL) para recuperag@o de células
e utilizagdo no processo de imobilizagio foi em média de 2,40 X 10° UFC/mL. Apés o
gotejamento dos 25 mL de gel de quitosana com biomassa microbiana para formagdo das
esferas e imobilizagdo das células foi encontrada uma quantidade média de 2,25 X 10° UFC/g
de esferas. Logo, a biomassa do consdrcio bacteriano aprisionada por esfera de quitosana foi
aproximadamente 2,25 X 10" UFC/esfera de quitosana. Esses resultados demonstram o
sucesso do processo de imobilizagdo de células bacterianas em esferas com uma densidade

final elevada e apropriada para estudos de biorremediagéo.
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5.3.6 Avaliacio da degradabilidade das esferas de quitosana em dgua e sedimento

Os testes de avaliacio da degradabilidade natural das esferas de quitosana
revelaram que elas foram totalmente decompostas a partir de 12 dias mergulhadas em égua do
mar ou enterradas em sedimentos estuarinos umedecidos com dgua marinha. Esses resultados
foram importantes para mostrar primeiro, que as esferas sdo biodegradadas naturalmente pela
microbiota da dgua e de sedimentos, e segundo, que o tempo que leva para as esferas serem
decompostas serve para proteger e dar tempo para que a microbiota imobilizada dentro das

esferas se adapte as condigdes do ambiente in situ.
5.3.7 Efeito das esferas de quitosana sobre a microbiota de sedimento de manguezal

Para saber se a quitosana poderia causar alguma efeito negativo sobre a
microbiota nativa do manguezal foram feitas contagens de bactérias heterotroficas totais dos
sedimentos antes ¢ apOs 12 dias de semeadura das esferas de quitosana. Os resultados
revelaram um efeito prebidtico da quitosana na comunidade bacteriana dos sedimentos,
expressado pelo aumento significatico (p<0,05) do numero de unidades formadoras de
coldnias que passou de 4.5 x 10° para 1,10 x 10% UFC/g sedimentos. A contagem de colonias
no controle apos 12 dias foi 2,85 x 10° UFC/g, isto &, estatisticamente igual ao valor inicial

(FIGURA 5.7).

10° b Sedimento no inicio
108 Sedimento com 12 dias
107 N Sedimento + Esferas de
108 & Quitosana com 12 dias
1054
104_
103-
102-
101_
100-

UFC/g de Sedimento

) 1
Sed T12 Sed + EQ T12

Figura 5.7- Efeito da decomposi¢io das esferas de quitosana nas comunidades microbianas de
sedimento de manguezal. Letras diferentes entre colunas demonstram diferengas estatisticas entre
os tratamentos (p<0,05). O teste estatistico utilizado foi a anilise de varifincia com um pos-teste de
Tukey.
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5.3.8 Producio em larga escala de esferas de quitosana

O escalonamento da produgfo de esferas na maquina construida para essa
finalidade (FIGURA 5.8) mostrou que é possivel obter uma tonelada de esferas de quitosana
em 22 ciclos de produgfo nesse sistema que utiliza 2 tonéis de 50 L de gel de quitosana. Esse
equipamento é composto por um sistema de mistura automatica e de cabegotes injetores, que
dispensam o gel no tanque de coagulagdo. Através do sistema de cabegotes é possivel a
formagdio de esferas com diferentes didmetros, com ou sem revestimentos multiplos. Esse
processo representa uma inovagio e permite a producdo de esferas com polimeros mistos,
como quitosana e alginato, o que amplia as possibilidades de aplicagdes desses polimeros e
facilita o processo de imobilizagéo de micro-organismos, enzimas e nutrientes.

O préximo passo serd investir na produgdo em larga escala dos consércios para
imobilizagio e produgio dos biomateriais visando futuras aplicagdes desses produtos em

campo.

~

Figura 5.8- Miquina de produgio em maior escala de esferas de quitosana (MEQ) (A), detalhe dos
cabecotes injetores (B) e aspecto morfolégico das esferas produzidas (C).
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5.3.9 Determinacio do tempo de prateleira de esferas de quitosana com consdéreios

bacterianos imobilizados

Os resultados dos ensaios de tempo de prateleira demonstraram que a biomassa
bacteriana permaneceu viavel no interior das esferas de quitosana apos 120 dias de

armazenamento a 8 °C (FIGURA 5.9).
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Figura 5.9- Manutenciio da viabilidade de células bacterianas imobilizadas nas esferas de quitosana
no decorrer do tempo de armazenamento. Letras iguais entre as colunas significam resultados
estatisticamente iguais (p>0,05), como comprovado pelo teste de analise de variincia (ANOVA)
com um pos-teste de Tukey.
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5.3.10 Ensaios de aplicacdo in situ de esferas de quitosana com e sem consdrcios de micro-
organismos imobilizados em microcosmos de sedimentos do manguezal da Baia de

Todos-os-Santos
5.3.10.1 Avaliacdo do niimero de bactérias heterotrdficas totais

Os resultados do monitoramento das populagdes de bactérias heterotroficas totais

provenientes dos trés tratamentos estfio representados na Figura 5.10.
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Figura 5.10- Quantificacdo de bactérias heterotréficas totais em microcosmos nas condigdes de
biorremediaciio: atenuacdo natural (AN), esferas de quitosana (EQ) e esferas de quitosana com
consorcio bacteriano imobilizado (EQC). Letras diferentes entre as colunas em cada tratamento
demonstram diferencas estatisticas entre os tempos (p<0,05), como comprovado pelo teste de
analise de varidncia (ANOVA) com um pés-teste de Tukey.

Na condic¢fio de atenuagfio natural (AN) observou-se uma redugfo significativa do
nimero de bactérias totais nos primeiros 15 dias do experimento. Com 30 dias a contagem de
bactérias mostrou que a comunidade havia se recuperado e voltado ao patamar inicial. Depois
de 30 dias, a densidade de células se estabilizou em torno de 107 UFCl/g até 90 dias.

Nos microcosmos que receberam esferas de quitosana (EQ) e esferas de quitosana
com bactérias imobilizadas (EQC) foram observados um aumento expressivo da carga
bacteriana dos sedimentos até 15 dias, com destaque para condi¢gdo EQC que apresentou o
maior valor de UFC/g e um aumento crescente de células microbianas. No periodo de 15-30
dias observou-se uma queda no nimero de células em ambos os microcosmos, seguido de
estabilizagdo até 90 dias na condigdo EQ. J& no microcosmo EQC, a estabilizagdo apds a
referida queda durou até 60 dias, seguido de um aumento significativo da carga microbiana

até 90 dias.
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5.3.10.2 Andilise dos hidrocarbonetos totais do petroleo (HTP) nos microcosmos

As analises das fragdes 2 (C10-16), 3A (C16-23), 3B (C23-34) ¢ 4 (C34-40) dos
HTP nos diferentes tratamentos de biorremediagdo demonstraram que 90 dias ndo foram
suficientes para se detectar redugdes significativas (p<0,05) dos hidrocarbonetos (FIGURA
5.11), provavelmente, devido & baixa concentragdo (valor maximo de = 900 mg/Kg ou
0,09%). a natureza recalcitrante das fra¢des de HTP nos sedimentos utilizados, e a fatores

limitantes como a biodisponibilidade dos poluentes e/ou a quantidade de oxigénio.
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Figura 5.11- Anilise das concentracdes das fragdes 2, 3A, 3B e 4 dos HTP nos tratamentos de
biorremediacio: Atenuacio Natural (A), Esfera de quitosana (B) e Esfera de quitosana com
consorcio bacteriano (C). Ndo foram encontradas diferencas estatisticas entre os tempos em cada
grupo (p<0,05) utilizando analise de variincia com pos-teste de Tukey.
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5.3.10.3 Andlise da dinamica da comunidade bacteriana nos microcosmos por DGGE

As extragdes de DNA metagendmico utilizando o kit de extragdo DNA
PowerSoil™ DNA Isolation Kit (MoBio Laboratories Inc., USA) foram realizadas com
sucesso e apresentaram quantidade e qualidade satisfatoria quando analisadas por
espectrofotometria utilizando Nanodrop® ND-1000 (NanoDrop, Wilmington, DE, EUA). Os
tubos e luvas utilizadas durante o processo de extragdio apresentaram-se bastante impregnados
com petréleo, evidenciando o grau de contaminagdo das amostras de sedimento do manguezal

da Baia de Todos-os-Santos (FIGURA 5.12).
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Figura 5.12- Aspecto do material utilizado no processo de extracio do DNA metagendmico das
amostras de sedimento de manguezal contaminadas com petroleo. Aparéncia das luvas utilizadas
(A) e dos tubos de extracio de DNA (B).
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Todas as rea¢des de PCR foram amplificadas com sucesso e utilizadas para
analise por DGGE. O gel da corrida de eletroforese da DGGE, a partir das condi¢des de
microcosmos testadas no decorrer do tempo, estéa apresentado na Figura 5.13.

Para facilitar a apresentagio dos resultados foram utilizadas as seguintes
abreviagdes para representar as condigdes experimentais: AN (atenuagdo natural), EQ (esferas
de quitosana) e EQC (esferas de quitosana com consércio bacteriano imobilizado) seguido

pelo tempo de coleta nos microcosmos.
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Figura 5.13- Imagem do gel de DGGE com gradiente de desnaturacfio 35-65% utilizando as reacdes
de PCR dos diferentes tratamentos de biorremediagio. As amostras estio representadas por AN
(Atenuacio Natural), EQ (Esfera de quitosana) e EQC (Esfera de quitosana com consdrcio
bacteriano) seguido pelo tempo de coleta nos microcosmos. Foi utilizado o marcador de 50 bp DNA
Step Ladder, G4521 (Promega Corporation, USA).
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O gel foi analisado no programa BioNumerics (Applied Mathematics, Kortrijk,
Bélgica) para normalizagio da mobilidade e marcagfo das bandas (FIGURA 5.14), obtencédo

da matriz de presenca e auséncia e andlise de agrupamento.
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Figura 5.14- O Gel de DGGE durante anilise no BioNumerics evidenciando as diferentes UTOs
marcadas com bandas verdes.
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Baseado no agrupamento utilizando-se a matriz binaria de presenca ou auséncia
de Unidades Taxondmicas Operacionais (UTOs) foi revelado uma separagéo em dois grandes
agrupamentos (FIGURA 5.15). O padrdo de mobilidade das bandas no decorrer do gradiente

desnaturante reflete a dindmica das comunidades bacterianas nos sedimentos ao longo da

analise.
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Figura 5.15- Andilise de agrupamento dos perfis de UTOs obtidos por DGGE das condigdes
experimentais avaliadas representadas por AN, EQ ¢ EQC seguido pelo tempo de coleta nos
microcosmos.

No agrupamento 1 as comunidades dos microcosmos de atenuagdo natural e as
comunidades dos primeiros dias da condigfio utilizando bioestimulagdo com quitosana (EQO,
EQ7 e EQ15) agruparam juntas com 50% de similaridade.

No agrupamento 2 estdo os tempos iniciais 0, 7 e 15 dias da condigdio de
bioaumento (EQC) agrupados entre si e proximos com 53% de similaridade do grupo
contendo o restante dos tempos das condigdes EQC e EQ. Ja o tempo de 90 dias da condigéo
EQC, apresentou-se como um grupo externo no agrupamento 2 com apenas 45% de
similaridade com os demais.

No decorrer do experimento dentro das condigdes de biorremediagio avaliadas
por DGGE existem bandas que surgem com maior intensidade devido a estarem em maior
nimero no ambiente naquele momento da dindmica da comunidade. Essas UTOs mais
proeminentes, provavelmente, estdo relacionadas a linhagens bacterianas pioneiras, que séo
comuns no processo de sucessdo ecologica em ambientes impactados e favorecem o
crescimento de mais espécies no decorrer do tempo. Outra observaggo importante consiste na
ocorréncia de bandas durante todos os tempos nas diferentes condigdes testadas que,
possivelmente, devem representar espécies bacterianas residentes nesses sedimentos € que

conseguem sempre sobreviver independente das condigdes ambientais prevalecentes.
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5.4 DISCUSSAO

Dando continuidade aos estudos na Rede Cooperativa em Recuperagdo de Areas
Contaminadas por Atividades Petroliferas - RECUPETRO, com o objetivo de desenvolver e
testar processos de descontaminagio no manguezal da Baia de Todos-os-Santos. Essa segunda
parte da tese se debrugou no desenvolvimento de um protocolo de imobilizagdo em quitosana,
na seleciio de bactérias hidrocarbonoclasticas e produtoras de SACs compativeis com o
processo de imobilizag&o, e em produzir esferas de quitosana com bactérias imobilizadas para
estudos de biorremediagdio em microcosmos.

A quitosana, matriz polimérica escolhida como suporte de imobilizagdo neste
trabalho, ¢ um polissacarideo insolivel em agua, mas soluvel em acidos orgéanicos diluidos,
onde assume aspecto gelatinoso devido a protonag@o dos grupos aminos, que gera o fon NH;"
em valores de pH menores que o da sua constante de dissociagdo (pKa). entre 6,2-7,0 (CHEN
et al., 2007). Logo, como no processo de imobilizagéo de micro-organismos em matrizes de
quitosana é necessario a adi¢do da biomassa no gel, a resisténcia das células microbianas a
valores baixos de pH, requeridos para solubilizar a quitosana, € essencial para o
desenvolvimento do produto final. Uma caracteristica importante da quitosana, que a torna
um bom polimero para uso como suporte de imobilizagdo, € o fato de que dependendo da
maneira como o gel é coagulado pode-se obter biomateriais de diferentes formas como esferas
e membranas, que podem ser usadas em diferentes aplicagdes.

Os processos de imobilizagdo por aprisionamento de micro-organismos utilizando
NaOH e tripolifosfato (TPP) apresentam algumas diferencas. A formagdo de esferas através
da coagulagio do gel de quitosana em solugdo de NaOH ocorre através da remoc¢do dos ions
H" dos grupo aminas NH;" protonados através de uma reagao instantdnea com as hidroxilas
livres na solugdo basica. Nesse procedimento de imobilizagéo, as células microbianas sdo
submetidas a um elevado valor de pH 12, que pode comprometer a viabilidade celular dos
consércios imobilizados como demonstrado neste trabalho.

Ja no processo de imobilizagdo utilizando solugéo de TPP, as células microbianas
sio menos afetadas pela condigdo alcalina, ja que o pH da solugéo € 9,0. Nesse procedimento
a coagulagdo ¢ realizada através da formago de ligagdes cruzadas entre as cargas positivas
dos grupamentos aminas das cadeias de quitosana ¢ as cargas negativas da molécula de
tripolifosfato. As peculiaridades dos diferentes processos de imobilizagdo e os resultados de

resisténcia dos consércios bacterianos as diferentes metodologias resultaram na escolha do
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processo de coagulagdo em TPP para o desenvolvimento do bioproduto. Nesse procedimento
as condi¢cdes sdo mais brandas e ndo comprometem a viabilidade do consércio bacteriano.

Durante a formagdo de esferas por gotejamento em TPP as ligagbes cruzadas
responsaveis pela coagulagdo do polimero também foram desenvolvidas através do contato
superficial entre esferas de quitosana ja formadas, o que acarretou na formac@o de um coagulo
e comprometeu o processo de imobilizagdo. Esse fendmeno foi observado na metodologia de
coagulacdo utilizando a solugdo de TPP 2% (m/v), na qual as esferas flutuam e se ligam umas
nas outras durante o gotejamento impedimento a formacdo de esferas individualizadas. J4 a
metodologia utilizando a solugdo de TPP na concentragdo 1% (m/v) foi mais apropriada para
o processo de imobiliza¢do, pois as esferas ao serem formadas afundam e ndo entram em
contato de superficie. As diferencas entre as duas metodologias em relagdo a flutuagdo das
esferas deve-se a relagfo entre as diferentes densidades das solugdes coagulantes e as esferas
recém-formadas.

No processo de imobilizagdo em quitosana ¢ essencial a sele¢do de micro-
organismos que sejam resistentes a atividade antimicrobiana desse biopolimero, as variagdes
de pH do processo e que ndo produzam enzimas que degradem o polimero usado como
matriz. Das 39 cepas avaliadas neste trabalho, 80% foram resistentes ao processo de
imobilizac¢do e ndo produziram quitosanases. As cepas restantes foram susceptiveis a alguma
das etapas do processo de imobilizagdo e, consequentemente, foram descartadas como
candidatas a imobiliza¢@o nessa matriz.

A morte de micro-organismos promovida por moléculas de quitosana em solugio
¢ ocasionada principalmente pela presenga de uma grande quantidade de cargas positivas
provenientes dos grupamentos NH;' que interagem com as cargas negativas da superficie
celular de bactérias gram-positivas e gram-negativas. Essas interagdes ocasionam alteragdes
na permeabilidade da membrana celular comprometendo a estabilidade do envoltorio celular ¢
muitas vezes levando a lise (CHUNG; CHEN, 2008; LIU et al., 2004). Outro mecanismo que
ocasiona a morte de micro-organismos consiste no bloqueio da produgdo de RNA nos
processos de transcrigdo devido a ligagdo da quitosana a moléculas de DNA no nticleo. Nesse
processo o peso molecular da quitosana deve ser menor que 5000 Da para que seja possivel a
penetragio de moléculas dentro das células (LIU er al., 2001). Portanto, a atividade

antimicrobiana da quitosana ¢ dependente de suas caracteristicas fisicas, peso molecular ¢

grau de desacetilagdo (BENHABILES et al., 2012).
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A produgdo de quitosanases por micro-organismos imobilizados em suportes de
quitosana para aplicagfio ambiental somente € requerida em casos onde se deseja digerir a
matriz imobilizante. Nessas situacdes, a liberagdo de micro-organismos ocorre em tempo
relativamente programado de acordo com planejamento de atuagdo no sitio alvo desejado
(JOBIN et al., 2005). Essa tecnologia ¢ aplicada na imobilizagdo de esporos bacterianos, que
podem digerir a matriz apos germinagdo favorecendo sua liberagdo para fora das esferas
(BARRETO ef al., 2010). E importante ressaltar que quitosanases sdo amplamente
distribuidas na natureza, sendo produzidas por bactérias e fungos, garantindo a biodegradagdo
da quitosana em condigdes naturais. Portanto, mesmo que ndo ocorra a produgdo de
quitosanases por linhagens de micro-organismos imobilizados em esferas de quitosana,
inevitavelmente a biomassa aprisionada serd liberada apos a degradagdo da matriz pela
microbiota ambiental. As quitosanases sio enzimas hidroliticas que agem em condigdes
6timas de pH entre 4 e 8 e temperaturas entre 30 e 70 °C (SOMASHEKAR; JOSEPH, 1996) e
essenciais na reciclagem da quitina na natureza e de grande importdncia biotecnologica
(KUMAR, 2000).

Ja em casos de aplicagdes em processos industriais, a rigidez e estabilidade de
preparacdes imobilizadas sdo requisitos importantes. Nessas aplicagdes sd0 necessarios
maiores tempos de prateleira ou operagdes biologicas de longo prazo, e a ndo degradagdo da
matriz de imobilizagdo é um fator positivo que amplia seu potencial de uso ambiental ou
biotecnolégico.

Analises por microscopia eletronica de varredura mostraram detalhes da superficie
e do interior das esferas de quitosana. As esferas sfo porosas e o tamanho e regularidade dos
poros sdo compativeis com o aprisionamento das células e a difusfio de substratos, gases e
metabolitos celulares, entre o meio externo e interno, de forma a ndo comprometer a
funcionalidade do sistema. Hsieh et al. (2008) relataram a importancia de se desenvolver um
bom protocolo de imobilizagio para obtengdo de produtos com boa funcionalidade. Foi
demonstrado por esses pesquisadores que diferentes tratamentos de lavagem das esferas de
quitosana apds o processo de imobilizagdo influenciavam na porosidade superficial e,
consequentemente, no processo de degradagdo. Esferas de quitosana lavadas com solugdo de
K>HPO, e tampfo fosfato salino (PBS) 0,15 M formam poros superficiais, sendo que no caso
de esferas sem tratamento apos a reticulagdo em TPP ou lavadas com agua, nao ocorrem a
formagdo de poros. Esse fendmeno estd relacionado a variagdes nas interagdes iOnicas entre a
quitosana e o TPP. As solugdes de lavagem com maior forga i6nica, como os tampdes, podem

alterar ou prejudicar essas ligagdes de reticulagdo ¢ influenciam o didmetro e formagéo de
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poros na superficie. J4 nas esferas sem tratamento ou lavadas com &agua. as ligagdes
permanecem intactas e resultam em uma superficie com microestrutura densa e sem poros.

A formagdo de poro tem efeito direto na eficiéncia do processo de degradac@o.
Hsich et al. (2008) demonstraram que células de Pseudomonas putida imobilizadas em
esferas de quitosana lavadas com solugio de KoHPO4 ou PBS foram capazes de degradar
completamente 100 mg/L de fenol em até 12 h. Por outro lado, em esferas sem tratamento ou
lavadas com 4gua nio ocorreu degradagio mesmo apos 72 h. Portanto, a lavagem com
solucio de K;HPO4 serve ndo apenas para remover o acido acético e TPP residual, mas
também para regular a formagao de poros e determinar a eficiéncia do produto.

Esse mesmo efeito de interferéncia nas ligages cruzadas é observado em relagdo
ao pH do meio onde as esferas sdo aplicadas. Em valores de pH mais elevados, os grupos
aminas da quitosana tornam-se menos protonados resultando em uma menor forca idnica na
ligagdo cruzada formada entre a quitosana e TPP. Essa alteragdo induz uma maior formagéo
de poros e influencia na eficiéncia do produto. Esferas contendo células de P. putida em
valores de pH variando de 8 a 10 degradam 100% de uma concentragao inicial de 100 mg/L
de fenol em até 9 horas. Ja em valores de pH 6,7 esse mesmo resultado foi alcangado com
aproximadamente 40 horas (HSIEH et al., 2008).

Em processos de biorremediagdo que utilizam bioaumento ¢ essencial o
isolamento de micro-organismos com competéncia para serem funcionalmente ativos e
persistirem sob as condigdes ambientais adversas no ambiente impactado. A biomassa
microbiana utilizada como inoculo em processos de bioaumentagdo consiste em uma
suspensdo homogénea de células produzidas em biorreatores, sob condi¢des Gtimas, que ao
serem aplicadas nos ambientes impactados sofrem estresses devido a complexidade do
ambiente natural (TYAGI; FONSECA; CARVALHO, 2010). Essas limitagdes na
transferéncia de culturas para areas impactadas e sua posterior adaptag@o sdo pontos criticos
dos processos de biorremediagdo utilizado bioaumento. Os principais estresses bioticos e
abioticos que limitam a manutengfo da viabilidade celular, crescimento do inoculo
microbiano e potencial de degradagdo, incluem flutuagGes ou extremos de temperatura,
composi¢io da agua, valores de pH, oxigénio dissolvido, limitagdes nutricionais, toxicidade
dos poluentes, competi¢des intra e interespecificas entre os micro -organismos introduzidos e

os autoctones, e predagdo dos micro-organismos por protozoarios existentes nas areas

impactadas (TYAGI; FONSECA; CARVALHO, 2010).
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A utilizagdo de micro-organismos imobilizados em um suporte polimérico, como
a quitosana, constitui uma eficiente alternativa quando comparado ao uso de células
microbianas livres. A tecnologia de imobilizagdo oferece um microambiente mais estével para
a sobrevivéncia da biomassa inoculada frente as condigdes ambientais adversas, além de
diminuir as perdas de células microbianas por lixiviagdo. As vantagens deste microambiente
promovido pelo processo de imobilizagdo em esferas de quitosana podem ser evidenciadas
nos experimentos de biorremedia¢do em microcosmos realizados neste trabalho. Neste estudo
ocorreu um aumento da biomassa bacteriana dentro das esferas até 15 dias de experimento,
periodo em que ocorre a degradagiio deste biopolimero, e a analise por DGGE revelou um
agrupamento diferenciado das UTOs nesse intervalo de tempo comparado aos outros
tratamentos.

Apesar de vérios trabalhos sempre descreverem a atividade antimicrobiana de
quitosana em gel (BENHABILES er al., 2012; CHUNG; CHEN, 2008; LIU et al., 2004; LIU
et al., 2001) pudemos observar que as esferas de quitosana em decomposig@o estimularam a
microbiota do sedimento. Esse efeito estimulante no crescimento também foi observado nos
ensaios de biorremediacdo em microcosmos através do monitoramento de biomassa
bacteriana e pelo agrupamento das UTOs geradas no gel de DGGE. Portanto, oligossacarideos
liberados durante a decomposigdo da quitosana tiveram efeito estimulante sobre populagdes
de bactérias de sedimentos estuarinos.

£ importante ressaltar que o estado policationico da quitosana, que exerce forte
acdo antimicrobiana, estd presente apenas quando esse polimero encontra-se dissolvido em
solugdes 4cidas e apresenta-se na forma de gel. Essas cargas positivas sdo neutralizadas no
momento da coagulagio para formagio das esferas, anulando o efeito antimicrobiano desse
biopolimero.

Em acidentes ambientais envolvendo derrames de petroleo, a toxicidade ocasiona
um declinio das populagdes de micro-organismos nestes ambientes contaminados e a
recuperagio destes ecossistemas esta relacionada a vérios fatores ambientais que influenciam
a taxa de degradacdo dos contaminantes pelos micro-organismos residentes ou adicionados
por métodos de bioaumentagdo. Os principais fatores limitantes sdo temperatura, nutrientes,
valores de pH, quantidade de oxigénio, toxicidade, biodisponibilidade dos poluentes,
salinidade, umidade e composigio da comunidade de micro-organismos (TYAGI:

FONSECA; CARVALHO, 2010).
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Os sedimentos do manguezal da Baia de Todos-os-Santos utilizados nos ensaios
de biorremedia¢iio em microcosmo estdo contaminados por uma borra oleosa, extremamente
recalcitrante, considerando que apdés mais de 10 anos do ultimo registro de acidentes de
derrame de petréleo, ainda se observa visivelmente a presenca de 6leo na camada mais
superficial do sedimento. Foram avaliadas 3 estratégias de biorremediacdo neste trabalho:
tratamentos de atenuagdo natural, utilizagdo de esferas de quitosana e esferas de quitosana
com consorcio bacteriano imobilizado.

Os resultados do estudo em microcosmos mostraram claramente que na atenuagao
natural (microcosmos sem tratamento) ocorreu uma redugdo significativa do numero de
bactérias totais nos primeiros 15 dias. Esse fendmeno pode ser atribuido a respostas
adaptativas da comunidade microbiana a mudangas nas condi¢des ambientais relacionadas
com a montagem dos aquérios. Por outro lado, os microcosmos que receberam esferas de
quitosana e esferas de quitosana com bactérias imobilizadas, ao invés de diminuir o nimero
de células bacterianas, apresentaram aumentos significativos da carga microbiana até 15 dias.
Essas diferentes respostas das comunidades microbianas nesses tratamentos comparadas a
atenuagdo natural, pode ser atribuida a entrada de uma nova fonte de carbono e nitrogénio
provenientes da decomposi¢do das esferas de quitosana. No microcosmo adicionado de
esferas de quitosana com consorcio microbiano, o aumento no numero de bactérias at¢ 15 dias
ocorreu de forma constante. Este aumento crescente da carga microbiana, provavelmente,
ocorreu devido ao crescimento das células imobilizadas em um microambiente estavel dentro
das esferas, o que ¢ importante por proteger ¢ dar tempo para que a microbiota imobilizada se
adapte as condi¢des adversas do ambiente natural.

No periodo de 15 até 30 dias, no microcosmo de atenuagdo natural ocorreu uma
recuperagio da comunidade bacteriana a valores de contagem de células/g de sedimento
préximos ao inicial, que com o passar do tempo, reduziu e estabilizou até 90 dias com valores
inferiores a carga microbiana do inicio do experimento. Ja nas condigdes adicionadas de
esferas de quitosana e esferas de quitosana com bactérias imobilizadas. observou-se uma
queda no elevado nimero de células bacterianas no periodo de 15-30 dias para valores
proximos ao encontrado no inicio do experimento. No decorrer do tempo, no tratamento com
esferas de quitosana a carga microbiana se estabilizou até 90 dias. Na condi¢do com esferas
de quitosana com bactérias imobilizadas também ocorreu uma estabilizagdo do nimero de
células bacterianas, s6 que apenas até 60 dias. Interessantemente, verificou-se um aumento
significativo da carga microbiana até 90 dias, que pode estar relacionado a uma resposta das

células bioaumentadas no sedimento frente aos contaminantes. E importante ressaltar que nas
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duas estratégias de biorremediagdo propostas, 0 numero de bactérias heterotroficas totais
durante o tempo de experimento foi maior do que na atenuacio natural. Esses resultados
demonstram as influéncias positivas dos produtos aplicados na dindmica das comunidades
bacterianas nos diferentes microcosmos.

Os estudos das alteragdes na dindmica da comunidade bacteriana por DGGE
também revelaram respostas diferenciadas nos microcosmos tratados e ndo tratados. Foi
verificada a formagdo de um agrupamento entre 0s tempos iniciais do tratamento com esferas
de quitosana (EQO, EQ7 e EQI5) e o grupo da atenuacdo natural. Interessantemente, a
condicdio com esferas de quitosana agrupou-se diferente da atenuac¢io natural somente apos a
decomposicdo das esferas com 15 dias. Esse resultado refor¢a a hipotese da agdo prebidtica
desse polimero na comunidade bacteriana do sedimento. Ja as comunidades bacterianas nos
microcosmos tratados com esferas de quitosana com bactérias imobilizadas se agrupam
separadamente, diferenciando-se dos demais tratamentos desde o inicio do experimento até 15
dias. Esse agrupamento separado dos tempos iniciais pode possuir relagdo com o aumento das
linhagens adicionadas ao sedimento imobilizadas dentro das esferas. Somente apos o 15° dia
de experimento, observou-se uma similaridade entre os tratamentos com esferas de quitosana
e esferas de quitosana com bactérias imobilizadas. Esse periodo coincide com a decomposi¢do
das esferas e liberagdio da biomassa microbiana imobilizada para o sedimento. E importante
destacar que ap6és 90 dias de enriquecimento observou-se uma comunidade bacteriana
diferenciada, apresentando-se como um grupo externo no agrupamento, corroborando com a
tendéncia de crescimento confirmado pelo monitoramento da biomassa. Esses resultados
podem estar relacionados a fixagdo do consoreio bacteriano no sedimento e revelam que o
monitoramento deveria ter se prolongado por um maior periodo de tempo, para se atestar o
verdadeiro efeito probidtico do bioaumento de bactérias in sifu.

A avaliacio do nivel de contaminagdo dos hidrocarbonetos totais do petroleo
(HTP) por cromatografia gasosa nos diferentes tratamentos em Mmicrocosmos mostrou que nao
houve redugdes estatisticamente significativas durante os 90 dias de experimento. Isso
provavelmente se deve ao fato das fragdes mais recalcitrantes (HUANG et al., 2005) presentes
3A (C16-23) e 3B (C23-34) serem degradadas de forma lenta, preferencialmente atraves de
vias anaerébicas ou facultativas, pois a fina granulometria nos sedimentos de manguezais
torna o oxigénio pouco disponivel de forma a nao atender a demanda microbiana para os

processos aerdbicos (SANTOS er al., 2011).
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Outro fator que pode ser evocado para explicar porque ndo se verificou
degradaciio apds 90 dias de monitoramento ¢ a baixa concentragdo dos contaminantes, cerca
de 900 mg/Kg de sedimento ou 0,09% (m/m), o que torna dificil a detecgdo de variacdes
significativas nos ensaios cromatograficos.

Em ambientes contaminados com moléculas recalcitrantes, como as encontradas
nesse estudo, a biodisponibilidade dos contaminantes pode ser limitada por processos de
transferéncia de massa e fatores tais como hidrofobicidade e solubilidade dos contaminantes.
A aplicagio de compostos ativos de superficie, como os biossurfactantes ou
bioemulsificantes, ¢ uma alternativa para aumentar 0 acesso aos hidrocarbonetos e melhorar a
taxa de biodegradagdo. Portanto, sugerem-se futuros estudos com aplicagdes de compostos
ativos de superficie produzidos pelas linhagens isoladas desse sedimento para avaliar o efeito
na biodisponibilidade de poluentes e atividade biodegradativa. E importante ressaltar que
antes de qualquer aplicagdo de SACs no meio ambiente so necessarios estudos toxicologicos
prévios para confirmagdo da inofencividade do emprego dessas biomoléculas. Também
podem ser testadas mais de uma aplicagdo do produto desenvolvido no decorrer do tempo
para reforgar a atividade biodegradativa.

E importante ressaltar que mesmo nao tendo sido detectado uma redugdo
estatisticamente significativa nos HTPs, ¢ fato que a estimulagdo com esferas de quitosana
(uma fonte de carbono e nitrogénio) ou a bioaumentagao com 17 linhagens de um consorcio
de bactérias autéctones imobilizadas em quitosana promoveram alteragdes na dindmica da
comunidade e revelam que nfio existem limitagdes populacionais para biodegradagdo, sendo
possivel manipular a diversidade microbiana do local visando direciona-la para a
biodegradacgao de poluentes.

O uso da quitosana como matriz para aprisionamento de células neste trabalho
além de facilitar a introducéo de células no ambiente também serviu como fonte de carbono e
auxiliou na manuten¢iio numérica das populagdes, trazendo beneficios para comunidade
microbiana autdctone. Além deste ponto positivo, as esferas de quitosana reticuladas com
TPP ao serem degradadas fornecem uma fonte adicional de nitrogénio e fosforo. que pode
favorecer os processos degradativos dos hidrocarbonetos do petroleo. E importante mencionar
que também podem ser adicionados nutrientes essenciais as esferas de quitosana durante o
processo de imobilizagdo aumentando ainda mais o valor nutricional. Atualmente, o0s
procedimentos de biorremediagio utilizando bioaumento e bioestimulo estdo emergindo como

complementares em processos de recuperagao de areas impactadas devido a complexidade e
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limitagdes dessas técnicas quando aplicadas individualmente (TYAGI; FONSECA;
CARVALHO, 2010).

Nas ultimas décadas as técnicas de bioaumento tem atraido o interesse comercial e
varias formulagdes de produtos estdo sendo desenvolvidas e aplicadas visando & rapida
descontamina¢@o de areas impactadas. O desenvolvimento de equipamentos que viabilizem a
producio destes novos produtos para aplicagdes em biorremediagdo € essencial no processo
de escalonamento apos estudos realizados em laboratorios. Os equipamentos desenvolvidos
neste trabalho para a produgdo de biomateriais em larga escala sdo tecnologias novas,
genuinamente brasileiras e de fundamental importancia em futuros processos produtivos.

A manutengao das caracteristicas de produtos até aplicagdo também é de extrema
importancia. A conservagdo das caracteristicas funcionais até¢ 120 dias, sob refrigerac¢do, do
bioproduto desenvolvido neste trabalho ¢ importante para garantir uma quantidade relevante
de micro-organismos vidveis imobilizados durante futuros procedimentos de produgfo,
embalagem, estocagem, transporte ¢ aplicagdo em processos de biorremediagdo. No entanto,
qualquer produto antes de utilizado necessita ser avaliado em relagdo aos requerimentos
ambientais prevalecentes na drea contaminada. A atividade metabdlica, adaptabilidade e
competéncia ecoldogica dos inoculantes comerciais sdo as maiores limitagdes para 0 sucesso
durante os processos de biorremediagdo (TYAGI; FONSECA; CARVALHO, 2010). Tendo
em vista essas limitacdes, € dificil um produto comercial ser tdo robusto para ser eficiente
quando exposto a diferentes ecossistemas. Portanto, muitas vezes ¢ de fundamental
importdncia o desenvolvimento de novos produtos baseados em culturas enriquecidas de
micro-organismos autoctones competentes para aplicagdes especificas por apresentarem uma
resposta mais apropriada, eficiente e economicamente viavel nas condi¢des locais de areas

impactadas.
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5.5 CONCLUSOES

Consorcios bacterianos selecionados neste estudo foram aprisionados com sucesso
em esferas de quitosana reticuladas com tripolifosfato gerando um bioproduto com
caracteristicas mecénicas e funcionais promissoras para utiliza¢do na biorremediagdo in situ
ou ex situ de sedimentos contaminados com hidrocarbonetos do petréleo.

As esferas propiciaram um ambiente favoravel ao crescimento das bactérias
aprisionadas, garantindo trocas gasosas e entrada de nutrientes através de seus poros. Dentro
de 15 dias de contato com os sedimentos as esferas foram degradadas pela microbiota nativa,
liberando a biomassa aprisionada para o ambiente.

A matriz de quitosana, além de fornecer vantagens aos consorcios imobilizados.
demonstrou atividade prebiodtica e favoreceu o crescimento das comunidades microbianas
autdctones. Esse bioproduto possui propriedades que contemplam os processos de
bioaumento e bioestimulo, o que é importante visto a complexidade e limitagdes relacionadas
aos processos de biorremedia¢do em ambientes contaminados.

Apesar da bioaumentagdo confirmada nos microcosmos, ndo foram detectadas
reducOes significativas dos poluentes medidos apos 90 dias de experimento, revelando que
apenas o aumento do nimero de células ndo foi suficiente para reduzir os contaminantes
recalcitrantes no sedimento da BTS nas condigdes experimentais adotadas, possivelmente.
devido a baixa concentracdo e a natureza recalcitrante dos hidrocarbonetos e a fatores

limitantes como a biodisponibilidade dos poluentes e/ou a quantidade de oxigénio.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Tendo em vista os resultados obtidos nos experimentos de microcosmos, novos
estudos sdo necessarios para aperfeicoar o processo de degradacdo de hidrocarbonetos.
Sugerimos que sejam realizados estudos com maiores niveis de contamina¢do e com tempo
mais prolongado para se verificar o real efeito probiotico dos consorcios bioaumentados.
ensaios de aplicacdo de biossurfactantes ou bioemulsificantes produzidos pelas linhagens
desse trabalho para avaliarmos os efeitos na biodisponibilidade dos hidrocarbonetos, testes
com mais de uma aplicagdo do produto para refor¢ar a atividade biodegradativa, e estudos de
adicdo de nutrientes as esferas de quitosana durante o processo de imobilizagdo para regular
os valores nutricionais ideais para os processos degradativos. E importante ressaltar que
atraveés dos processos e tecnologias desenvolvidas neste estudo foram gerados 4 diferentes
consorcios imobilizados prontos para serem aplicados e que apenas o produto contendo o
consorcio PET foi avaliado, logo, ensaios de aplicagdo dos outros consorcios (HPA, QUE e
HEX) também seriam revelantes. Também ¢é importante dar continuidade aos estudos de
desenvolvimento dos equipamentos para viabilizar o escalonamento e a producdo dos
produtos visando aplicagdes em processos de biorremediacdo. Bem como, o processo de
customizagdo do produto para torna-lo cada vez mais adaptado as condigdes ambientais antes
da aplicag@o e para atender todas as exigéncias legais para o uso de remediadores no Brasil
requeridas pelo CONAMA em sua resolugdo n° 314, de 29 de outubro de 2002, e pelo
IBAMA em sua Instru¢do Normativa IBAMA n° 5, de 19 de maio de 2010.
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