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Resumo da Dissertagdo apresentada ao Programa de Pds-graduacdo em Engenharia de
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PROSPECCAO DE MICRORGANISMOS OBTIDOS DE SEDIMENTOS DE B
MANGUEZAIS DO ESTADO DE SERGIPE COM POTENCIAL PARA A PRODUCAO
DE BIOSSURFACTANTES/BIOEMULSIFICANTES

Thiara Santana Gomes

O objetivo principal deste trabalho concentrou-se no screening de actinomyetes produtores
de biossurfactantes/bioemulsificantes para aplicacdo na biodegradacao de compostos derivados
de petréleo. As bactérias foram coletadas a partir do solo de manguezais do estado de Sergipe,
devido a sua diversidade microbiana pouco explorada. Estes microrganismos tém capacidade
de produzir moléculas surfactantes que apresentam baixa toxicidade e elevada
biodegradabilidade, ndo oferecendo riscos ao ambiente. Os biossurfactantes/bioemulsificantes
tém grande interesse na industria de petréleo, como agentes de limpeza para recuperagdo da
area contaminada por 6leos. Neste contexto este estudo realizou experimentos para avaliagdo
do potencial de producéo de biossurfactantes/bioemulsificantes das amostras isoladas. Do total
de 88 isolados, 16 apresentaram caracteristicas surfactantes. De 16 isolados, 10 apresentaram
resultados positivos para producdo de enzimas extracelulares biossurfactantes, e 7 para
producdo de bioemulsificantes. Os screenings realizados consistiram em testes de colapso da
gota, dispersdo do 6leo, tensdo superficial e indice emulsificante. Os resultados mostraram que
0s solos coletados de duas regibes de Sergipe apresentaram potencial para producdo do
biotensoativo, de forma que foi possivel obter dez isolados com capacidade surfactante para
reduzir a tensdo superficial. Dentre elas, as cepas 10F2- BA e 4B2-13 foram as que obtiveram
maior reducdo, com cerca de 57,14% (31,07 mN/m) e 56,51% (31,53 mN/m), respectivamente.
A capacidade emulsificante foi medida com base nos hidrocarbonetos xileno, tolueno, benzeno
e querosene. A cepa 6C3-13 apresentou 0 maior valor de E2s de 26,47%; 21,88%; 62,07% e
11,43%, correspondendo respectivamente aos hidrocarbonetos citados anteriormente.

Palavras-chave: Actinobactéria, Biossurfactantes, Degradacdo de Hidrocarbonetos, Manguezal.
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Abstract of Dissertation presented to the Process Engineering Graduate Program of
Universidade Tiradentes as a partial fulfillment of the requirements for the degree of Master of
Science (M.Sc.)

PROSPECTION OF MICRORGANISMS OBTAINED FROM MANGROVES’
SEDIMENTS IN THE STATE OF SERGIPE WITH POTENCIAL FOR
BIOSURFACTANTS/BIOEMULSIFIERS PRODUCTION

Thiara Santana Gomes

The main objective of this study was to prospect for actinomyetes acting as
biosurfactants/bioemulsifiers to apply in the degradation of petroleum derived compounds.
Potential microorganisms were extracted from mangrove soil sampled from the state of Sergipe.
These unexplored unique ecosystems have a microbial diversity that plays an essential role in
maintaining the productivity, conservation and recovery of surrounding environments, as well
as its ability to produce biological surfactants. Biosurfactants and bioemulsifiers are relevant in
the oil industry as cleaning agents for the recovery of oil contaminated areas. These compounds
have low toxicity and high biodegradability, offering no risk to the environment. In this context,
we carried out experiments to evaluate the biosurfactant/bioemulsifier production potential of
isolated samples. The performed screenings consisted of tests of drop collapsing, oil dispersion,
surface tension and emulsifying index. The results showed that the soils sampled from two
regions of Sergipe revealed biosurfactant production. Ten of the isolated strains had a surfactant
capacity to reduce surface tension. Among them, the 10F2-BA and 4B2-13 strains had the
highest reduction, with 57.14% (31.07mN/m) and 56.51% (31.53 mN/m), respectively. The
emulsifying capacity was measured based on the hydrocarbons xylene, toluene, benzene and
kerosene. Strain 6C3-13 presented the highest E24 value of 26.47%; 21.88%; 62.07% and

11.43%, corresponding respectively to the hydrocarbons mentioned above.

Keywords: Actinomycetes, Biosurfactants, Hydrocarbon Degradation, Mangrove.
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Capitulo 1
1. INTRODUCAO

Os manguezais sdo ecossistemas costeiros, caracteristicos das regides tropicais e
subtropicais, ocupando cerca de 18 milhGes de hectares. Paises como Brasil, Indonésia e
Australia possuem a maior abundancia de manguezais do mundo (SANTOS et al., 2011).
Todavia, 0s manguezais estdo sendo ameacados pela acdo antrdpica atraves do descarte de
efluentes domésticos ndo tratados, tornando-os ambientes proximos a extincao (BRITO et al.,
2006; SANTOS et al., 2011).

Em Sergipe é verificada a existéncia de manguezais em toda a extenséo litoranea do
estado. Devido a presenca de diversas bacias hidrograficas (incluindo a bacia do rio Séo
Francisco, uma das mais importantes do pais), ha uma grande extensdo de manguezais do sul
ao norte do litoral, concedendo a capital o titulo de “capital dos mangues”. Até entdo, poucos
trabalhos foram realizados quanto a caracterizacdo dos mangues locais, tornando raros 0s
inventarios bioldgicos dessa regido. Dentre os manguezais do estado de Sergipe, existem casos
de pouca ou nenhuma interferéncia humana, e casos de acao antropica intensa que culminou na

degradacéo do ecossistema ao longo dos anos (KILCA et al., 2010).

A degradacdo pode ser fruto de diversos fatores, como desmatamento, ocupacao
imobiliaria, problemas de infraestrutura e acimulo de residuos tanto sélidos quanto liquidos.
Alguns estudos evidenciaram que as agBes antrOpicas podem alterar o ecossistema e as

atividades ecoldgicas presentes nos manguezais (REIS NETO et al., 2011).

Os sedimentos dos manguezais dispdem de uma diversidade microbiana que
desempenham papéis essenciais na manutencdo do ecossistema, influenciada por propriedades
biogeograficas, antropogénicas e ecologicas, incluindo a rede alimentar no ecossistema,
ciclagem de nutrientes, presenga de compostos organicos e inorganicos no sedimento (MASON
et al., 2014). Essa diversidade microbiana é fundamental para a manutencdo da produtividade,

conservacao e recuperacao destes ambientes (SANTOS et al., 2011).

Assim, a comunidade microbiana encontrada nestes ambientes considerados Unicos
sobrevive em condicOes de elevadas temperaturas e salinidade. Estes microrganismos vivos
presentes nos manguezais sdo responsaveis pela transformacdo de nutrientes, fixacdo de

nitrogénio, metanogénese (degradacdo anaerdbica da matéria orgénica biodegradavel em
1



metano e dioxido de carbono), solubilidade de fosfato, reducdo de sulfato e metabolizar
compostos organicos, tais como hidrocarbonetos (petroliferos) a partir dos biossurfactantes
(FAGNANI et al., 2011; JIANG et al., 2013; ROCHA et al., 2013).

Os surfactantes podem ser quimicos ou biologicos (biossurfactantes). Os surfactantes
sintéticos sdo produzidos a partir de fontes petroquimicas, utilizados em aplicagdes industriais
em grande escala (para fins de limpeza, como detergentes) e também no campo de remediacao
ambiental (descontaminando areas que sofreram derramamento de 6leo) (SAN KESKIN et al.,
2015; DEEPIKA et al., 2016; MNIF et al., 2017).

J& os surfactantes biologicos produzidos pelos microrganismos (leveduras, fungos e
bactérias), possuem propriedades Unicas, tais como melhor solubilizacdo, aumentando assim a
sua biodisponibilidade e, dessa forma, melhorando o grau de biodegradacdo de éreas
contaminadas. Apresentam baixa toxicidade, possuem elevada atividade emulsionante e tém a
capacidade de permanecerem ativos em sistemas ambientais extremos. As aplicacOes de
biossurfactantes compreendem emulsificagdo, formacdo de espuma, disperséo, aumento do
crescimento microbiano, agentes antimicrobianos, reducao da tensdo superficial, sequestro de
metais e recuperacdo de 6leo (WONGWONGSEE et al., 2013; DEEPIKA et al., 2015; WANG
etal., 2016).

Uma série de bactérias sdo capazes de metabolizar hidrocarbonetos, e nos Gltimos anos
foram estudadas. Dentre elas, 0s actinomicetos apresentam diversas propriedades que os tornam
bons candidatos para a aplicacdo no tratamento de poluentes organicos. Durante o seu
metabolismo, estes microrganismos produzem enzimas extracelulares que apresentam atividade
lipolitica e atuam na interface agua-6leo, determinando assim, seu potencial para a producao de
biossurfactantes (FERRADJI et al., 2014; CHAKRABORTY et al., 2015). Embora algumas
espécies de actinobactérias ja foram estudadas, existe a necessidade de identificar novos
microrganismos deste grupo, devido ao baixo nimero pesquisas relacionadas a actinobactérias

utilizadas para a producéo de biossurfactantes.

Os actinomicetos sdo uma fonte rica de metabdlitos secundarios. Dentre estes
metabolitos, destacam-se os biossurfactantes produzidos na fase estacionaria do crescimento
microbiano (CHAKRABORTY et al., 2015). O género Pseudomonas sp. representa um dos
melhores produtores de biossurfactantes conhecidos atualmente, porém possui caracteristicas

nocivas a saude humana, o que dificulta a sua producdo em larga escala. Assim, actinomicetos
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se mostram bons candidatos para a producao de biossurfactantes devido as suas caracteristicas
nédo patogénicas (ZAMBRY et al., 2017).

Diante do exposto, o presente trabalho tem como objetivo o isolamento de
microrganismos produtores de biossurfactantes/bioemulsificantes coletados de manguezais
para aplicacdo na biodegradacdo de compostos provenientes de petréleo (hidrocarbonetos como
tolueno, xileno, benzeno e querosene).



Capitulo 2

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Isolar os microrganismos (bactérias) de solo dos manguezais em regifes ndo impactadas
e impactas antropicamente, localizados no estado de Sergipe, com capacidade potencial de
produzir biossurfactantes/bioemulsificantes.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Coletar e isolar os microrganismos dos manguezais da Praia Formosa (Aracaju-SE) e
do povoado Porto das Cabras (Barra dos Coqueiros — SE);

e Selecionar entre os microrganismos isolados do manguezal, aquelas capazes de crescer
em meio especifico para Actinobactérias;

e Realizar testes bioquimicos nos isolados;

e Selecionar 0S microrganismos produtores de moléculas
biossurfactantes/bioemulsificantes extracelulares através dos testes de colapso da gota,

dispersdo em 6leo, tensdo superficial, indice (E24) e atividade emulsificante.



Capitulo 3
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. O Bioma Manguezal

O manguezal é composto por matéria organica espessa, solubilizado nos sedimentos,
que sdo fundamentais como fonte de nutrientes e substrato fisico para o desenvolvimento da
vegetacdo (BEHERA et al., 2014). Eles podem ser comumente encontrados em regides
tropicais e eventualmente subtropicais, como uma transi¢ao entre os ecossistemas terrestre e
marinho, apresentando uma importante diversidade no ambiente, tais como proteger a costa,
controlar inundacdes, protecdo contra tempestades e retencdo de nutrientes (KATHIRESAN e
BINGHAM, 2001; NGUYEN et al., 2017).

Os mangues sdo ambientes anaerobios, exceto a superficie do sedimento, o qual possui
um ecossistema com baixa biodiversidade, onde poucas espécies suportam suas condicdes
estressantes como pressdo, umidade, altas temperatura e salinidade, limitagdes de luz, ar,
minerais e fontes nutritivas, solos anaerdbicos e ventos fortes, além de desenvolverem relagdes
ecoldgicas com diversos organismos (XU, 2011; AZMAN et al., 2015). Por estas razdes, 0s
ecossistemas marginais sdo vulneraveis, frageis e considerados Unicos, pois ha poucos
ecossistemas que apresentam essas caracteristicas (KATHIRESAN e BINGHAM, 2001;
VANNUCCI, 2001; BEHERA et al., 2016).

E possivel caracterizar os manguezais através das suas diferencas fisiondmicas, de
acordo com a sua idade. Ecossistemas novos apresentam uma elevada densidade e individuos
de pequeno porte. Caso existam indicios de supressdo de vegetacdo em diferentes niveis, o
manguezal é considerado de idade intermediaria. Quando a vegetacdo apresentar um porte
maior, é considerada avancada. Tal classificacdo é importante devido ao fato de manguezais
em idades iniciais apresentarem uma maior diversidade de espécies, enquanto que 0s mais
avancados tendem a abrigar uma variedade menor de seres vivos (KILCA et al., 2010; SOUZA
etal., 2018)

Frequentemente os sedimentos dos manguezais tém caracteristicas argilosas e possuem
baixas concentragfes dos nutrientes inorganicos dissolvidos (com exce¢do do NH4"). Suas

vegetacdes tém propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas, crescem em variados tipos de solos,



textura e composicao quimica diversificada, dispondo de uma capacidade de acumular metais
pesados e adsorver nutrientes (CORREIA e GUIMARAES, 2017; NGUYEN et al., 2017).

Os microbiomas que habitam os sedimentos presentes nos mangues desempenham um
papel fundamental na cadeia alimentar desse ecossistema, bem como seus ciclos de nutrientes
e biogeoquimicos. Consequentemente, essas comunidades microbianas sdo altamente
influenciadas pela disponibilidade de nutrientes, propriedades ecoldgicas e antropogénicas
(AL-AMOUDI et al., 2016).

Por serem rodeados de sedimentos soltos, as raizes, troncos e galhos submersos no
mangue, formam espago para habitar determinadas espécies animais, tais como 0s peixes e
crustaceos, e para algumas espécies de aves construir seus ninhos. Hospedam também outros
grupos de organismos como ricas comunidades epifauna (compreende os substratos que vivem
sobre ou associado a sedimentos), consistem nos microrganismos associados a fungos,
bactérias, macroalgas e animais, fornecem grandes quantidades de matéria organica para a &gua
costeira na forma de detritos, possuem uma fonte rica em energia e abrangem uma populagéo
microbiana ativa. Em torno de 30 a 50% da matéria organica nas folhas do mangue sdo sollveis
em agua, constituida por polimeros estruturais vegetais (KATHIRESAN e BINGHAM, 2001,
BEHERA et al., 2016).

Os principais processos que causam a retencdo e degradacdo de substancias ocorrem
pela acdo dos microrganismos e das raizes dos manguezais. Nas regides tropicais, as bactérias
e fungos constituem 91% da biomassa microbiana total, enquanto as algas constituem 7% e 0s
protozodarios 2%. A estrutura e funcdo microbiana dos manguezais sdo responsaveis pelo
funcionamento do ecossistema (GRATIVOL et al., 2017; NGUYEN et al., 2017).

Na Tabela 1 é apresentada uma variedade de bactérias isoladas de manguezais de
diferentes regides e suas aplicagdes, bem como o tipo de biossurfactante produzido e o local de

extracao.

Tabela 1: Exemplo de algumas bactérias isoladas extraidas de solos de manguezais.

Bactérias Tipo de Local Aplicacéo Referencia
biossurfactantes
Bacillus Ilhas de Atividade mosquitocida GEETHA et al., 2011
amyloliquefaciens Lipopeptideos ~ Andamao e
Nicobar
Bacillus Ilhas de GEETHA et al., 2014
amyloliquefaciens Lipopeptideos ~ Andamdo e Biossurfactante mosquitocida
VCRC B483 Nicobar




Continuagdo Tabela 1.

Bactérias Tipo de Local Aplicacéo Referéncia
biossurfactantes
Makadi vallige, MOUAFI et al., 2016
Bacillus brevis - regido Hurghada, Potencial como emulsificante
Egito
Bacillus Lipopeptideos Kakinada, Degradacdo da naftalina e 6leo  KUMAR et al., 2016
licheniformis Andhra Pradesh, bruto
KC710973 india
Recuperacdo de 6leo, agentes
emulsionantes na inddstria de
Bacillus alimentos, indistria petrolifera

licheniformis TR7 e
Bacillus subtilis
SA9

Bacillus
CCMA-560
Bacillus
CCMA-560
Bacillus sp.

pumilus

safensis

Bacillus subtilis
ICA56

Gordonia amicalis
CCMA-559
Halobacillus
dabanensis mhl e
Pontibacillus
chungwhensis mh2
Inquilinus  limosus
KB3

Leucobacter
komagatae 183

Novosphingobium
pentaromativorans
PY1, Ochrobactrum
sp. PW1 e Bacillus
sp. FW1

Oleomonas
sagaranensis
AT18
Pseudomonas
aeruginosa
HM52

KVD-

Pseudomonas
aeruginosa KVD-
HR42

Pseudomonas
aeruginosa PBSC1

Lipopeptideos

Lipopeptideos
Lipopeptideos

Lipopeptideos

Lipopeptideos

Lipopeptideos

Lipopeptideos

Glicolipideos

Ramnolipideos

Ramnolipideos

Glicolipideos

Sul da Tailandia

Bertioga, Séo
Paulo, Brasil
Bertioga, Séo
Paulo, Brasil
Nelore, Andhra
Pradesh, india
Icapui, Ceara,
Brazil

Bertioga, Séo
Paulo, Brasil
Avicennia
Marina, Egito

Sul da Tailandia

Provincia de
Trang no sul da
Tailandia
Phetchaburi
provincia de
Tailandia

Sul da Tailandia

Krishna,
Machilipatnam,
Andhra Pradesh,
india.

Kakinada,
Andhra Pradesh,
india
Tamil
india

Nadu,

e em aplicagbes ambientais,
limpeza de reservatorios de
6leo, reducdo da viscosidade do
0leo para transporte de petroleo
bruto e decomposicédo de 6leos
derramados em ambientes de
solo ou marinhos.

Recuperacéo de petrdleo.

Recuperacéo de petrdleo.

Remogdo de PAH dos solos
contaminados
Biodegradacéo

Aplicacéo industrial

Degradabilidade de
hidrocarbonetos

Recuperacdo melhorada do
petréleo (MEOR) e redugdo da
intensidade da contaminacao
ambiental.

Recuperacdo melhorada do
petréleo (MEOR) e redugdo da
intensidade da contaminacéo
ambiental.

Degradacdo de
biorremediacéo

pireno e

Recuperacdo melhorada do
petréleo (MEOR) e redugdo da
intensidade da contaminacdo
ambiental.

Antifungico, usado como uma
alternativa para substituir o
prejudicial agroquimicos

Aplicacéo industrial

Producéo de substratos

agroindustriais

SAIMMAI et al., 2011

DOMINGOS et al.,
2013a
DOMINGOS et al.,
2015
KUMAR et al., 2015

DE OLIVEIRA et al.,,
2017
DOMINGOS et al.,
2013b

KHEIRALLA et al.,
2013

SAIMMAI et al., 2013

SAIMMAI et al., 2012

WANAPAISAN et al.,
2018

SAIMMAI et al., 2012

DEEPIKA et al.,
2015

DEEPIKA et al., 2016;
DEEPIKA et al., 2017

ANNA JOICE;
PARTHASARATHI,2014




Continuacao Tabela 1

Bactérias Tipo de Local Aplicacédo Referencia
biossurfactantes
Pseudomonas GOVINDAMMAL,;
fluorescence Ramnolipideos  Pichavaram, Atividade antimicrobiana PARTHASARATHI,
MFS03 india 2013
Pseudomonas Ramnolipideos  Tamil Nadu, Processos de aplicacio de GOVINDAMMAL,
fluorescens MFS03 india biorremediacéo 2014
Pseudomonas Ramnolipideos  Tamil Nadu, Nano particulas MARAGATHAM;
fluorescens MFS-1 india GOVINDAMMAL,
2014

Biorremediacédo de
Pseudomonas Lipopeptideos Rio Mandovi, hidrocarbonetos em ambientes
nitroreducens Goa, india marinhos, gerenciamento de DE SOUSA; BHOSLE,
TSB.MJ10 derramamento  de Oleo e 2012

recuperagdo melhorada de

oleo.

Recuperacdo melhorada do
Selenomonas Lipopeptideos Sul da Tailandia  petr6leo (meor) e redugdo da SAIMMAI et al., 2013
ruminantium CT2 intensidade da contaminacéo

ambiental.

3.1.1 Manguezais no Cenario Nacional

O Brasil possui a terceira maior area de manguezal do mundo, correspondendo a 50%
dos manguezais da América do Sul (SANTOS et al., 2014). Devido a esse numero, diversas
leis e decretos foram criadas para gerenciar a conservacdo deste ecossistema, eventualmente
sendo considerado pelo CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente) uma Area de
Preservacdo Permanente (REIS NETO et al., 2011).

Na regido nordeste, a incidéncia de manguezais nos estuarios dos rios é muito presente,
comumente tendo importancia para populacdes ribeirinhas (SANTOS et al., 2014) que
interagem com este ecossistema através de extracdo de argila, agricultura, aquicultura, producdo
de sal e outras atividades industriais. Nas proximidades das zonas urbanas, € muito comum o
descarte de efluentes e residuos sélidos nos manguezais, causando um impacto ambiental
severo (ISAAC e FERRARI, 2017).

O estado de Sergipe possui 256,26 km? de manguezais, equivalente a 1,17% da éarea
total do estado (ADEMA, 2014). Banhado por 8 bacias hidrograficas diferentes, possui
manguezais ao longo dos seus estuarios. Dentre 0s rios que cruzam a capital sergipana, podemos
citar os seguintes manguezais contidos nas suas margens: manguezal do rio Poxim, nos bairros
Sdo Conrado, Faroléndia e Jabotiana; manguezais do rio Poxim nos bairros Inacio Barbosa e
Coroa do Meio; manguezais do riacho Tramandai/Rio Sergipe, nos bairros Jardins e Treze de

Julho; manguezais do rio do Sal e rio Sergipe, nos bairros Industrial, Lamaréo e Porto Dantas,
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Zona Norte da Cidade; manguezais da Zona de Expansdo urbana de Aracaju, nas margens do
rio Vaza Barris e rio Santa Maria (PMA/SEPLOG, 2014).

De acordo com SOUZA et al. (2018), o manguezal localizado nas margens do rio Poxim
possui uma concentracdo de hidrocarbonetos inferior as concentracdes encontradas em
diferentes manguezais localizados ao redor do mundo (Salvador, Australia, Djibouti, India e
sudeste brasileiro). Segundo ISSAC e FERRARI (2017) derramamentos de 6leo em é&reas
costeiras que nao atingem altas profundidades sdo mais danosos para biomas litoraneos do que
em locais cuja extracdo do petroleo é realizada em grandes profundidades, como a costa

sergipana.
3.2 Microrganismos Produtores de Biossurfactantes/Bioemulsificantes

Os microrganismos estdo presentes em indmeros ambientes, adaptando-se e
sobrevivendo em meios considerados hostis, desempenhando papel fundamental na
manutencdo do ecossistema. Possuem uma das maiores diversidades genéticas disponiveis entre
0s seres Vvivos, a qual ainda é pouco descrita e explorada (PROSSER et al., 2007). A diversidade
microbiana apresenta um fator limitante na reconstituicdo das condi¢des ambientais em
laboratério necessarias para o crescimento microbiolégico. Assim, por ser cultivado em
pequena quantidade, esses organismos apresentam informacGes limitadas. Estudos
comparativos indicam que menos de 1% dos microrganismos presentes na natureza S&o
cultivados através de métodos convencionais (ROSZAKT e COLWELL, 1987; LIANG et al.,
2016).

Os organismos vivos contribuem para o equilibrio do ecossistema, atuando na remocao
de matéria organica, como fonte de nutrientes, e estdo envolvidos em processos de degradagédo
de poluentes (GARCIA, 1995; CHODAK et al., 2013).

As comunidades microbianas com caracteristica surfactantes tém capacidade para
acelerar o processo de biodegradacdo em um ecossistema contaminado. Esses microrganismos
degradam o o6leo, seguindo um padrdo que é caracterizado por duas fases. A primeira fase
consiste na degradacéo rapida reduzindo a tenséo interfacial, enquanto na segunda ocorre uma
degradacdo lenta que aumenta a solubilizagdo dos contaminantes retidos na fase aquosa
(GARCIA, 1995; GRATIVOL et al., 2017; MNIF et al., 2017; SIVAPERUMAL et al., 2017).



As bactérias possuem diferentes estimativas sobre o ndmero de suas espécies,
permitindo-as ocupar os mais diferentes nichos da biosfera e podem ser encontradas em quase
todos os ambientes terrestres. Por obter uma grande variedade genética e metabolica tém uma
fonte potencial de bioprodutos (RODRIGUEZ-VALERA, 2004).

Dentro de uma espécie de bactérias existe uma grande variedade gendmica. O genoma
é definido como o total de genes da linhagem caracterizada da espécie, podendo ser dividido
em dois componentes: 0 grupo essencial que possuem em média 95% das linhagens e o grupo
auxiliar que pode ser encontrado de 1 a 95% das linhagens, sendo estes genes ligados a

adaptacdo da espécie em diferentes ambientes (BOUCHER et al., 2001).

Além dos grupos de bactérias, outro grupo de microrganismos, como os fungos, podem
apresentar capacidade de producdo e secrecdo de enzimas e surfactantes/emulsificantes para a
degradacéo de hidrocarbonetos (derivados), tais como alcanos (normal, ramificado, ciclico) e
hidrocarbonetos aromaticos. Sdo Uteis para produzir metabo6litos primarios e secundarios
aplicaveis industrialmente, como peptideos, enzimas, &cidos organicos, biossurfactantes,
bioemulsificantes e antibidticos (ANDRADE et al., 2010; VALENCIA e CHAMBERGO,
2013).

3.2.1 Actinobactérias

As bactérias podem ser Gram—positivas ou Gram-negativos. Assim utiliza-se 0 método
de coloracdo de Gram para diferencia-las, baseando-se nas caracteristicas da parede celular e
na capacidade de retencdo do corante. Assim, as bactérias Gram—positivas irdo reter o corante,
enquanto que Gram-negativas perdem-no (BEVERIDGE, 2000; WILHELM et al., 2015;
BHIMJI e UNAKAL, 2018).

As actinobacterias, filo Actinobacteria, sdo bactérias gram-positivas com elevada razdo
de guanina (G) e citosina (C) em seu DNA, que junto ao sequenciamento do RNA 16s
ribosomal, sdo utilizadas no estudo das relagbes evolutivas entre os grupos de bactérias
(GOODFELLOW e WILLIAMS, 1983). O filo Actinobacteria representa um dos maiores
grupos taxonémicos dentre as 18 maiores linhagens atualmente organizadas no dominio
Bacteria, possuindo assim 5 subclasses, 6 ordens, e 14 subordens (VENTURA et al., 2007;
LUDWIG et al., 2012; BARKA et al., 2016).
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Tais bactérias apresentam uma grande variedade morfologica, como bacilos (bactéria
em forma de bastonetes), cocos (a forma da bactéria é esférica ou ovoide), como também hifas
fragmentadas e micélios ramificados altamente diferenciados, permanentes e extensos. A
maioria delas precisa de oxigénio para a sua sobrevivéncia, sendo denominadas como seres
aerdbicos. Quanto a nutri¢do, grande parte das actinobactérias sdo quimioheterétrofas, sendo
capazes de utilizar as mais diversas fontes de nutrientes (incluem-se os polissacarideos
complexos). Algumas espécies ndo realizam fotossintese (heterétrofas), enquanto outras
utilizam a energia resultante da quebra de ligacBes quimicas de compostos organicos para
sintetizar substancias organicas (quimioautotroficas) (GOODFELLOW e WILLIAMS, 1983;
ATLAS, 1997; VENTURA et al., 2007; BARKA et al., 2016).

Esses organismos formam um micélio (rede de filamentos entrelacados, responsaveis
pela sustentacdo, nutri¢do e reproducdo) que se desenvolve no interior do substrato em meios
de cultura sélidos e submersos. Nas superficies sélidas ocorre a formacédo de hifas (filamentos
formadores do micélio) aéreas, nas quais o principal objetivo é a producdo de esporos
reprodutivos (VENTURA et al., 2007; MAHAJAN e BALACHANDRAN, 2012; BARKA et
al., 2016). Os esporos podem ser formados no substrato ou nos micélios aéreos, na forma de
células simples ou agrupadas em cadeias de diferentes tamanhos. A caracterizacdo de espécies
do filo pode ser realizada baseado no aspecto morfoldgico do esporo, o qual pode apresentar
uma superficie lisa, espessa, com espinhos, com pelos ou rugosa (BARKA et al., 2016; LEWIN
etal., 2017).

Pigmentos melandides também séo produzidos por esse grupo de bactérias. Eles podem
apresentar coloracdo rosa, amarela, laranja, vermelha, marrom, azul ou preta, a depender da
espécie, do meio usado e do tempo de existéncia da cultura. A melanina é um polimero com
variadas estruturas moleculares, as quais sdo usualmente pretas ou marrons, e é formada através

de uma polimerizacdo oxidativa de compostos fendlicos e indolicos (BARKA et al., 2016)

As actinobactérias sdo consideradas organismos de vida livre, pois encontram-se nos
mais diversos ecossistemas, sejam eles manguezais, costas maritimas, mares e o fundo de
oceanos, formando assim uma populacdo estavel e permanente (SOLECKA et al., 2012;
ADEGBOYE e BABALOLA, 2013; BARKA et al., 2016; KAMJAM et al., 2017). O seu
crescimento nesses habitats é influenciado pela temperatura, pH e umidade do solo. Algumas
especies desse filo possuem a temperatura 6tima para desenvolvimento na faixa de 25 a 30°C,

enquanto outras, como as termofilicas, desenvolvem-se melhor a uma temperatura de 50 a 60°C
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(EDWARDS, 1993; BARKA et al., 2016). Essa mesma diferenca para temperaturas 6timas
ocorre também com o pH, visto que boa parte delas crescem melhor em um pH neutro (entre 6
e 9), sendo excec¢es as linhagens de Streptomyces encontradas em solos acidos (KIM et al.,
2003; BARKA et al., 2016). Além disso, o filo desenvolve estilos de vida variados, como
patdgenos, fixadores de nitrogénio atraves de uma relacdo simbidtica, comensais de plantas e
algumas bactérias que estdo presentes no trato gastrointestinal (VENTURA et al., 2007).

Dentre estes multiplos ecossistemas, 0s manguezais atraem a atencdo de industrias e
pesquisadores por apresentarem varidveis ambientais peculiares para determinadas espécies
(nichos ecologicos), e por isso tornam-se uma fonte incomum para isolamento de actinomicetos
produtores de novos metabdlitos secundarios (HUANG et al., 2008; XU, 2011; AZMAN et al.,
2015; PRIYADARSHINI et al., 2016).

Uma grande variedade de produtores de biossurfactantes pode ser encontrada dentre o0s
microrganismos da ordem Actinomycetales. Enquanto alguns actinomicetos ja passaram por
estudos quanto a capacidade de producéo de biossurfactantes, como os géneros Rhodoccocci
sp. e Mycobacteria sp., estes microrganismos ainda sdo considerados como raros (KUGLER et
al., 2015). O crescimento de actinomicetos ocorre de forma muito lenta, quando comparado
com outros microrganismos. Por causa disso, a producgéo de biossurfactantes, embora comece
rapidamente, s6 mostra um aumento consideravel em fases mais avancgadas de crescimento,

como no comeco de fases estacionarias(KHOPADE et al., 2012).

As linhagens da ordem Actinomycetales produzem metabdlitos primarios e secundarios.
Os metabolitos secundarios sdo produtos metabolicos ndo essenciais para 0 crescimento e
desenvolvimento do organismo produtor. Esses metabdlitos sdo considerados compostos
diferentes por conferirem vias adaptativas ao funcionar como mecanismos para defesa,
adaptacao frente ao ambiente e moléculas de sinalizacdo em interacfes ecoldgicas. Sua sintese
esta relacionada as condigdes proporcionadas pelo meio (ADEGBOYE e BABALOLA, 2013).

Os metabolitos biologicamente ativos, produzidos secundariamente, exibem uma
estrutura quimica unica, possuem baixa massa molecular e um espectro diverso e versatil de
efeitos biologicos proporcionados. Sdo exemplos dessa versatilidade a acdo antibiotica,
antifangica, antiviral, anticancerigena, imunossupressora, antitumoral e citotoxica (SOLECKA
etal., 2012; RAJAN e KANNABIRAN, 2014). Assim, ao isolar actinomicetos de ecossistemas

12



pouco estudados sera possivel atenuar o redescobrimento de metabdlitos secundarios (AZMAN
etal., 2015).

3.3 Moléculas Surfactantes

Surfactantes sdo constituidos por moléculas anfipaticas que dispbe de uma regido
hidrofilica (denominada “cabega”) e outra hidrofobica (denominada “cauda”) (Figura 1). Eles
estéo aptos a agregar-se nas interfaces entre as fases aquosas com diferentes graus de polaridade
(6leo/dgua e agua/ar), uma polar e outra apolar, respectivamente. Sua presenca nessas interfaces
resulta na diminuicédo das forcas de coesao na superficie do solvente (DE et al., 2015; SANTOS
etal., 2016).

Regido hidrofilica

~~¢@

Regido hidrofébica

Figura 1: A cauda corresponde a porgdo apolar (hidrofébica) e a cabega a porcéo polar (hidrofilica) (SANTOS
et al., 2016).

A molécula apolar é frequentemente formada por uma cadeia de hidrocarbonetos linear
ou ramificados, apresentando grupos aromaticos ou policiclicos, e possui baixa solubilidade em
agua. A porcdo polar apresenta muitas variagdes, podendo ser i6nica (catidnica e aniénica), ndo
ibnica ou anfotera, de acordo com a carga exibida pela porcao polar da molécula, sendo as ndo
ibnicas mais comumente conhecidas (BANAT et al., 2000; CHRISTOFI e IVSHINA, 2002;
BUSTAMANTE et al., 2012). Essas moléculas formam um filme, que se ordena nas interfaces,
sendo responsaveis por propriedades Unicas dos surfactantes: detergéncia, emulsificagéo,
lubrificacdo, formacdo de espuma, umidificacdo, solubilizacdo e dispersdo de fases
(NITSCHKE e PASTORE, 2002; DEEPIKA et al., 2016).

A regido hidrofébica tende a concentrar-se nas interfaces ar/agua ou no centro de
micelas (nucleo), reduzindo a tenséo superficial da solucéo, e o grupo hidrofilico proporciona
protecdo do nucleo separando-o do solvente polar (MANIASSO, 2001; CHRISTOFI e
IVSHINA, 2002). Em altas concentracGes de surfactantes ocorre a aproximacdo dessas
moléculas a interface, resultando em uma agregacéao (100 nm de didmetro) através da formacéo

de estruturas supramoleculares, conhecidas como micelas (Figura 2) (TANG et al., 2013).
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Figura 2: llustracdo dos agentes tensioativo e formacéo de micelas (SANTOS et al., 2016).

As micelas surgem quando a parte lipofilica da molécula for incapaz de formar ligagdes
de hidrogénio numa fase aquosa, provocando um aumento na energia livre do sistema. Este fato
ocorre com o0 aumento da concentracdo de surfactante no meio, até atingir um valor critico no
qual a interface entre as fases encontra-se saturada (Figura 3). Esse ponto, conhecido como
concentracdo micelar critica (CMC), depende da queda das tens@es interfaciais (indica o limite
entre as duas fases imisciveis) e superficiais (interface entre a fase liquida e a fase gasosa) até
o principio da agregacéo coloidal (COLLA e COSTA, 2003; DE et al., 2015)

Além das micelas, outras formas de agregacdo incluem as vesiculas esféricas ou
irregulares e estruturas lamelares (monocamada e bicamada), sendo estas as estruturas basicas.
As micelas séo capazes de dissolver contaminantes hidrofobicos no seu ndcleo hidrofébico,
assim a regido hidrofilica da micela encontra-se direcionada para dentro do ndcleo e a regido
hidrofobica para fora, resultando em um aumento da solubilidade aquosa aparente dos poluentes
(COLLA e COSTA, 2003; BUSTAMANTE et al., 2012).

Tensao superficial (mMN/m)

Concentracdo de biossurfactante

Figura 3: Esquema da relacdo entre concentragdo micelar critica dos biossurfactantes e formacéo de micela (DE
etal., 2015).
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A partir da adicdo destes tensoativos, ocorre a reducdo da tenséo interfacial, 0 aumento
da emulsificacdo dos contaminantes hidrofébicos, a melhoria da solubilidade do hidrocarboneto
e, por conseguinte, o aumento da biodisponibilidade de poluentes hidrofébicos (SAJNA et al.,
2015).

Surfactantes e emulsionantes sdo componentes indispensaveis da vida diaria, podendo
ser sintéticos ou biologicos (MOUAFI et al., 2016). A maioria dos sintetizados quimicamente
é de origem petrolifera, toxicos para o ecossistema, ndo sdo facilmente biodegradaveis, e 0s
processos de fabricacdo dos seus produtos podem ser perigosos para o ambiente. Enquanto os
bioldgicos sdo mais eficazes, possuindo o beneficio de ser biodegradavel, ndo oferecem danos
ao meio ambiente (MAKKAR e CAMEOTRA, 2002; PEREIRA et al., 2010; MOUAFI et al.,
2016).

3.3.1 Surfactantes sintéticos

Os surfactantes sintéticos sao classificados pela sua aplicagdo, estrutura molecular e
natureza do seu grupo polar (BANAT et al., 2000). Um exemplo comum de molécula
surfactante sintética é a Dodecil Sulfato de Sddio (SDS), de natureza anfipatica (parcialmente
hidrofilica e parcialmente hidrofébica). Estas moléculas de tensoativo podem agregar em varias
estruturas de solucdo, incluindo micelas e vesiculas. Pode-se controlar a estrutura da solucao
mediante a adaptacdo das dimensdes relativas dos segmentos hidrofilicos e hidrofdbicos.
Portanto, ao sintetizar as moléculas surfactantes alterando a concentragdo critica de micelas,
modifica a estrutura da solucdo (BASS et al., 2015). A Tabela 2 representa a formula molecular

e a nomenclatura correspondente.

Tabela 2: Férmula molecular de alguns tipos de surfactantes sintéticos

Tipo Agente Surfactante Formula molecular
Cationicos Brometo de cetiltrimetil amonio CH3(CH2)1sN*(CH3)3Br
(CTAB)
Brometo de dodecitiltrimetil aménio CHs(CH2)1:N*(CHz3)3Br
(DTAB)
Cloreto de cetilpiridino C21H3sCI'N*
Anibdnicos Dodecil sulfato sodico (SDS) CH3(CH2)11SO4'Na*
Bis (2-etilhexil) sulfosuccinato [CH3(CH2)3CH (C2Hs5)CH20CO].CHSO3
sodico (Aerosol OT) Na*
Dihexadecil fosfato (DHF) [CH3(CH2)150]2PO2
Nao Polioxietileno (9-10) p-tercotil fenol  (CH3)3C(CH2)C(CHz3)2 (Ar)
ibnicos (Triton X-100) (OCH2CH2)230H
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Continuacao Tabela 2

Tipo Agente Surfactante Formula molecular
Nao Polioxietileno (23) dodecanol (brij CH3(CH2)11(OCH2CH>)230H
ibnicos 35)

Anféteros  3-(dodecildimetil aménio) propano  CH3(CH2)11N*(CHz3)2(CH2)30S03’
1-sulfato (SB-12)

4- (dodecildimetil amonio) CH3(CH>)11N*(CHz3)2(CH2)sCO0O"
Obutirato (DAB

Fonte: MANIASSO, 2001.

A biodisponibilidade e a cinética de biodegradacdo dos poluentes hidrofébicos sédo
afetadas pela variavel dos tensoativos. Ambos os efeitos estimulantes e inibidores dos agentes
tensoativos sdo utilizados na biorremediacdo de poluentes dependendo das caracteristicas
quimicas do surfactante (SINGH et al., 2007). Surfactantes podem aumentar a solubilidade de
6leos em agua para melhorar a biodisponibilidade dos substratos hidréfobos, levando a altas
taxas de degradacdo do petroleo. Todavia, surfactantes sintéticos ndo sdo apropriados para
aplicacbes em biorremediacdo, pois sdo dificilmente biodegradaveis e tém uma influéncia

negativa para o meio ambiente (WEI et al., 2005).

Estes surfactantes apresentam como vantagem o baixo custo de produ¢do em substratos
puros, eles vém sendo usados como alternativa emergencial, por exemplo, no derramamento de
6leo da plataforma Deepwater Horizon (sonda petrolifera, localizada no Golfo do México),
onde foram aplicados mais de 990.000 galGes de dispersantes na superficie da agua e na cabeca
do poco (BARROS et al., 2007; HALLMANN e MEDRZYCKA, 2015; Pl et al., 2017).

Ao despejar estes compostos na agua como uma a¢do de limpeza, a reducdo da tensdo
superficial diminui a taxa de evaporagdo, além de aumentar a solubilidade de compostos
organicos existentes nos cursos d’agua. Simultaneamente, a utiliza¢do desse tensoativo resulta
na formacdo de uma camada de espuma na superficie da agua, responsavel por impedir a
penetracdo dos raios solares, reduzindo a solubilidade do oxigénio e causando a morte de
organismos vivos (COSTA et al., 2007; OLKOWSKA et al., 2014).

Nos paises industrializados, 70-75% dos surfactantes consumidos s&o de origem
petroquimica, enquanto que nos paises em desenvolvimento predominam os de origem natural.
Entretanto, nos paises industrializados existe uma tendéncia para a substituicdo dos surfactantes
sintéticos pelos biologicos, movida pela necessidade de produtos mais brandos substituir os
compostos ndo biodegradaveis (alquil benzenos ramificados) (NITSCHKE e PASTORE,

2002).
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3.3.2 Surfactantes biol6gicos

Os surfactantes de origem microbiana consistem em um grupo heterogéneo de
moléculas de superficie ativa com propriedades tensoativas, produzidos por microrganismos
(leveduras, fungos e bactérias) ou plantas (LIU et al., 2016). Eles também podem ser chamados
de biossurfactantes. Estes compostos sdo superiores aos agentes tensoativos sintéticos devido a
sua baixa toxicidade, melhor compatibilidade ambiental, capacidade elevada de formagéo de
espuma, elevadas especificidade e estabilidade em diferentes temperaturas, pH e salinidade, e
sdo biodegradaveis, assim esses compostos sdo menos poluentes que os sintéticos (ARAUJO et
al., 2013; ADAMU et al., 2015; DEEPIKA et al., 2016; LIU et al., 2016)

A tensdo superficial pode ser definida como a entalpia livre por unidade de area
necessaria para trazer uma molécula da fase interna para a superficie. Os surfactantes ficam
concentrados nas interfaces (solido-liquido, liquido-liquido ou liquido-vapor) (CHRISTOFI e
IVSHINA, 2002; MULLIGAN, 2005).

A producdo de biossurfactantes pode ser espontanea ou ser induzida pela presenca de
compostos lipofilicos, variacdes de pH e temperatura, aeracao e velocidade de agitacdo. Muitos
biossurfactantes podem ser aplicados em altas temperaturas e com variacdo de pH de 2 a 12.
Eles suportam uma concentracdo de sal de até 10%, enquanto surfactantes sintéticos sdo
inativados a um NaCl de 2% (SANTOS et al., 2016).

Os termos biossurfactante e bioemulsificante (elevado peso molecular) séo
frequentemente utilizados para descrever biomoléculas, que podem ser neutras ou anibnicas
(SANTOS et al., 2016), variando desde pequenos &cidos graxos até grandes polimeros. No
entanto, € importante ressaltar que ha diferencas entre eles, como em suas propriedades fisico-
quimicas, mesmo ambos possuindo natureza anfipatica e sendo produzidos por
microrganismos. Biossurfactantes sdo caracterizados por serem produtos de baixo peso
molecular e excelente atividade superficial, que envolve a reducdo da superficie e a tenséo
interfacial entre diferentes fases, portanto possui uma baixa concentracdo critica da micela
(CMC) e forma emulsdes estaveis. Eles sdo compostos por agucares, aminoacidos, acidos
graxos e grupos funcionais, tais como os acidos carboxilicos. Os grupos sdo classificados em:
glicolipidios, lipopeptideos e fosfolipidios (MARCHANT e BANAT, 2012; UZOIGWE et al.,
2015; DEEPIKA et al., 2016; VIGNESHWARAN et al., 2016).
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J& os bioemulsificantes apresentam peso molecular mais elevado, e sdo formados por
uma mistura complexa de heteropolissacéridios, lipopolissacarideos, proteinas e lipoproteinas.
Estas moléculas estabilizam emulsdes de dois liquidos imisciveis, tais como hidrocarbonetos
ou outros substratos hidréfobos, mesmo em baixas concentragcdes, mas sdo menos eficazes na
reducdo da tensdo superficial (MARCHANT e BANAT, 2012; UZOIGWE et al., 2015;
DEEPIKA et al., 2016; VIGNESHWARAN et al., 2016). Emulsificacdo pode ser definida
como a dispersao de um liquido em outro como goticulas microscopicas, levando a mistura de

dois liquidos imisciveis (DE et al., 2015).

3.3.2.1 Caracterizacao dos surfactantes bioldgicos

Glicolipidios possuem carboidratos ligados a uma longa cadeia alifatica ou
lipopeptidica, sendo os mais populares entre os biossurfactantes aqueles produzidos pela estirpe
de Pseudomonas (DEEPIKA et al., 2016), por apresentar menor toxicidade entre as classes.
Estruturalmente, sdo constituidos por um &cido graxo em combinagdo com uma porgdo de
hidrato de carbono e correspondem a um grupo de compostos que diferem pela natureza da
porcdo do hidrato. Dependendo da fonte de carbono utilizada para producéo de biossurfactantes
os glicolipidios podem ser de diferentes classes, sendo subdivididas em ramnolipidios,
soforolipidios e os trealoselipidios (Figura 4) (HOLMBERG, 2001; INES e DHOUHA, 2015).
Dentre essas classes, segundo ARAUJO et al. (2013) os ramnolipidios vém sendo mais
estudados, por apresentarem caracteristicas aniénicas quando em solucéo, e possuirem uma ou
duas moléculas de ramnose ligadas a uma ou duas moléculas de acido B-hidroxidecandico.
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Figura 4: Subclasses e estruturas quimicas de glicolipidios; a) ramnolipidios; b) trealoselipidios; c)
soforolipidios (NITSCHKE e PASTORE, 2002).
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Os lipopeptidios sdo surfactantes anidnicos, com capacidade de reduzir a tensdo
superficial de 72 para 27,9 mN/m em concentragdes de apenas 0,005%, sendo produzidos por
bactérias do género Bacillus, especialmente os Bacillus subtilis. Constituidos por um peptideo
(porcéo hidrofilica) composto por por¢cdo de aminoacidos (Glu — Leu — Leu — Val — Asp — Leu
— Leu) ligada a um &cido graxo (porcao hidrofébica), contendo de 13 a 15 carbonos (BARROS
et al., 2007; ARAUJO et al., 2013). O representante mais conhecido dentre os lipopeptidios é
a surfactina (Figura 5), extensivamente relacionada como subproduto metabolico do género
Bacillus. As surfactinas séo classificadas em trés tipos diferentes (A, B e C) de acordo com as
suas sequéncias de aminoacidos. Podem ser aplicadas em vérios setores, tais como
farmacéuticos, inibindo a formacao de coagulos; formacgdo de canais idnicos em membranas;
atividade antimicrobiana; atividade antiviral e antitumoral. (ARAUJO et al., 2013; PEREIRA
etal., 2013; FOOLADI et al., 2016).
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Figura 5: Estrutura da surfactina, surfactante lipopeptidico (JOY et al., 2017).

Os fosfolipidios (Figura 6) sdo os principais componentes das membranas celulares.
Estdo envolvidos de varias formas na interacdo das proteinas a membrana. As moléculas dos
lipidios neutros e acidos graxos podem apresentar atividade de superficie ativa (LEENHOUTS
et al., 1995). Sdo capazes de formar microemulsdes e diminuir a tensdo superficial entre o
hexadecano e a agua. Algumas bactérias ou leveduras, em meio rico de hidrocarbonetos
alifaticos aumentaram seus niveis de fosfolipidios consideravelmente (BANAT et al., 2000).
Um exemplo comum de microrganismos biossurfactantes fosfolipidico é o Corynebacterium
lepus (SOBRINHO et al., 2014).
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Figura 6: Estrutura do fosfolipidio (NITSCHKE e PASTORE, 2002).

Em relacdo aos biossurfactantes de elevado peso molecular (bioemulsificante), estes
formam uma mistura complexa de heteropolissacéaridios, lipopolissacarideos, proteinas e
complexos de biopolimero (LIU et al., 2016). Os biossurfactantes poliméricos sdo compostos
que contém carboidratos, proteinas, lipidios, formados por varios grupos quimicos diferentes,
como o emulsan produzido pela Acinetobacter calcoaceticus RAG-1 (Figura 7). Este possuli
um peso molecular de 1,000 kDa, o qual acidos graxos estdo ligados a um esqueleto de
heteropolissacarideos. A combinacdo de polissacarideo, acidos graxos e proteinas oferece
melhor capacidade potencial para estabilizar emulsdes. O emulsan na forma pura apresenta
atividade emulsificante em concentragdes baixas (0,001-0,01%) (GAKPE et al., 2007), ele
aumenta a biodisponibilidade de substratos em ambientes aquosos para 0 acesso a degradacao
microbiana do substrato hidrofébico. No entanto, ele pode emulsionar misturas de
hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos em proporcdes equilibradas, mas ndo pode emulsionar
as formas puras (NITSCHKE e PASTORE, 2002; UZOIGWE et al., 2015). Na Tabela 3 sdo
apresentados os tipos de biossurfactantes, os subgrupos, as classes e 0s seus respectivos
microrganismos produtores.
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Figura 7: Estrutura quimica emulsan produzido pela Acinetobacter calcoaceticus RAG-1 (JOY et al., 2017).
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Tabela 3: Principais tipos de biossurfactantes e seus respectivos subgrupos, classes e 0s microrganismos

produtores.
Grupos Subgrupos Classes Microrganismos

Ramnolipidios Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas sp. DMS 2847

Soforolipidios Torulopsis bombicola, T. apicola,
Candida bombicola, Candida
apicola, Torulopsis petrophilum

Glicolipidios

Trehalolipidios

Rhodococcus erythropolis,
Mycobacterium sp., Arthobacter

sp.

Biossurfactante Celobiolipidios Ustilago maydis, U. zeae,
(baixo peso Mannosylerythritol Candida antértica
molecular) lipidios

Peptidio-lipidio Bacillus licheniformis
Viscosina Pseudomonas fluorescens

Lipopeptidios e
lipoproteinas

Serrawetina

Serratia marcescens

Surfactina Bacillus subtilis
Subtilisina Bacillus subtilis
Gramicidina Bacillus brevis
Polimixina Bacillus polymyxa
Lichenisyn Bacillus licheniformis

Acidos graxos, lipidios
neutros e fosfolipidios

Acidos graxos

Corynebacterium lepus

Lipidios neutros

Nocardia erythropolis,
Corynebacterium salvonicum SFC

Fosfolipidios

Thiobacillus thiooxidans

Bioemulsificante
(elevado peso
molecular)

Acidos Corynebacterium insidibasseosum
corinomicolicos
Emulsan Acinetobacter calcoaceticus

Biodispersan

Acinetobacter calcoaceticus

Liposan

Candida lipolytica

Carboidrato-lipidio-
proteina

Pseudomonas fluorescens

Manana-lipidio-

Candida tropicalis

Surfactantes poliméricos proteina
Alasan Acinetobacter radioresistens
Surfactantes particulados Vesiculas Acinetobacter calcoaceticus
Células Cyanobacteria

Fonte: KOSARIC, 2001; NITSCHKE e PASTORE, 2002; NITSCHKE e COSTA, 2007; DE et al., 2015.
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3.4 Aplicacéo

Os biossurfactantes possuem ampla diversidade quimica com propriedades para
aplicacdes especificas em campos variados, como a industria de cosméticos, produtos
farmacéuticos, inddstrias alimenticias e de bebidas, agricultura, produtos de limpeza, produtos
quimicos especiais, metal, papel, biorremediacdo de poluentes insollveis em agua, téxtil e
indUstrias de petroquimicos e petroleo (Tabela 4) (BARROS et al., 2007; ARAUJO et al.,
2013).

Esta diversidade de aplicacbes é fruto de caracteristicas acentuadas dos surfactantes,
como bhiodegradabilidade, baixa toxicidade e funcionalidade em condigGes adversas (SILVA et
al., 2014). A reducéo da tensdo superficial causada pelos biossurfactantes permite sua utilizagdo
nas mais variadas areas. Na agricultura, por exemplo, é possivel a melhoria da absor¢éo de agua
e nutrientes por parte dos vegetais, através da reducdo da zona seca que ocorre em solos
arenosos (MAO et al., 2015).

Tabela 4: AplicacGes dos biossurfactantes.

Uso Aplicacéo
Metais Concentracdo de minérios Hidratacdo e formacg&o de espuma e coletores
Corte e forma Hidratacdo, emulsificacdo, lubrificacdo e inibicdo de
corrosdo em 6leos
Fundicao Remocao de ferrugem e Aditivos removedores de mofo
escamas
Chapeamento Desoxidacdo e limpeza eletrolitica
Hidratacdo e formacdo de espuma em chapeamento
eletrolitico
Papel Tratamento de polpa Limpeza
Magquinas de papel Antiespumante, nivelamento de cores, e dispersdo
Hidratacéo e nivelamento, revestimento e coloragéo
Tintase Preparacgdo de pigmentos Dispersdo e hidratacdo de pigmento durante a quebra da
revestimentos emulsdo, estabilizacdo de latex
protetores
Tintas latex Retardamento de pigmentacdo e separacgéo de

pigmentos, reologia

Cerase

polimentos Emulsionar ceras, estabilizacdo de emulsdes

Produtos a base

de petroleo pogos de gés e petréleo

Emulsionar 6leos, dispersdo de solidos, modificar
Fluidos de perfuragdo propriedades reolégicas de fluidos de perfuracdo para

Extracdo de

petroleo Pocos de petroleo

pOGos

Emulsionar e despargir lodo e sedimentos em limpeza de
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Continuacdo Tabela 4

Extracao de

Uso

Aplicagéo

Recuperacdo secundaria

Desemulsificar petréleo bruto, inibir a corroséo de
equipamentos

etréleo . ~ - - ~ -

P Produtos refinados OperacBes em locais alagados, hidratacdo preferencial
Detergente de lodo dispersante e inibidor de corrosdo em
6leos combustiveis, cranckcase oils e 6leos de turbina.

< . Limpar e emulsionar durante o armazenamento de 14
Preparag&o de fibras
bruta.
Téxteis Descoloragéo e impresséo Lubrificagdo na rotacdo de filamentos hidrofébicos

Finalizacdo

Hidratacdo, penetracdo, solubilizacdo, emulséo,
nivelamento de descoloragdo, dispersao

Hidratacdo e emulsdo em formulagdes finais e lubrificacdo

Agricultura

Fertilizantes a base de fosfato

Prevenir solidificacdo durante armazenamento

Aplicacéo de spray

Hidratacéo, dispersdo, suspenséo de pesticidas em po e
emulsdo de pesticidas

Promocao de hidratacdo, espalhamento e penetragdo de
toxicos

Construces

Pavimentacéo

Promover a interacdo asfalto-brita-areia

Concretagem

Promover aeracao

Elastdbmeros e

Polimerizacdo de emulsdes

Solubilizar e emulsionar monémeros

Polimeros espuma

Introducéo de ar, controle do tamanho celular

Adesdo de latex

Promover hidratacdo, melhorar a forca das ligagdes

pléasticos y — _
Aurtigos pléasticos Agentes hidratantes
Revestimento de plasticos Agentes para banho
Plantas de processamentos .
. .. Limpeza
alimenticios
Alimentos e Frutas e vegetais Melhoria da remocéo de pesticidas, enceramento
bebidas PanificacGes e sorveterias Solubilizar 6leos gastrondmicos, controlar consisténcia,
Cristalizacdo de agUcar Melhorar limpeza, reduzir tempo de processamento
Cozimento de 6leos e gorduras  Prevenir respingos devido a superaquecimentos
Suprimentos de limpeza Detergentes e desinfetantes
Limpeza e Agentes hidratantes e inibidores e corrosdo em limpeza
. . Descalcificagéo g
industrial com &cidos de tubos quentes
Detergentes para limpeza e "dry cleaning"
Peles Emulsionar em desengorduramentos
Couro Ocluséo Emulsdo em engraxamentos

Descoloragéao

Promover hidratacdo e penetracéo

Fonte: KOSARIC, 2001.

Na literatura relata-se que a utilizacdo mais satisfatoria dos biossurfactantes, buscando

a maior eficiéncia possivel, é interessante combinar surfactantes sintéticos com os de origem

bioldgica. O hibrido de surfactantes idnicos e anidnicos tende a prover uma solubilizacéo

superior quando comparada ao uso de apenas um dos tipos (PARIA, 2008).
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Dentre as multiplas aplicacdes dos biossurfactantes, destaca-se 0 uso nas industrias
petroliferas, utilizando-0s na biorremediacao e dispersdo no derramamento de 6leos, remogéo
do residuo de 0leo a partir de tanques de estocagem, e a recuperacdo melhorada de petroleo
(MEOR) (NITSCHKE e PASTORE, 2002; SOBRINHO et al., 2014). O MEOR é uma técnica
de recuperacao terciaria que recupera o 6leo residual usando microrganismos, bactérias como
Pseudomonas aeruginosa (subclasse, ramnolipidio), Rhodococcus sp. (trealoselipidio) e
Bacillus subtilis (lipopeptideo), conhecidas pela sua eficiéncia na producdo dos
biossurfactantes. Elas atuam reduzindo a tenséo superficial da 4gua e a tensdo interfacial do
sistema agua/dleo significativamente, mesmo em baixa concentracdo (BARROS et al., 2007;
XIA et al., 2011).

De acordo com SILVA et al. (2014) os biossurfactantes sdo usados em diversas etapas
dos processos industriais envolvendo o petroleo. Algumas aplicacdes sdo relacionadas a
funcdes mais especificas, como reducdo da viscosidade do petroleo, controle de deposicéo do
asfalto, estabilizacdo de lama de perfuracdo, estabilizacdo de emulséo de petroleo, emulsao de

lodo e dispersdo de hidrocarbonetos.

SOBRINHO et al. (2008) estudaram surfactantes produzidos pela bactéria Candida
sphaerica aplicados em oOleo de motor para avaliar o seu potencial de remocdo deste
contaminante. Quando aplicados em argilas ou em &gua do mar, a taxa de remogdo do 6leo
resultou em 75%. Ja quando aplicados em siltes, esta taxa atingiu 92% de remocéo,
demonstrando o potencial de biossurfactantes em processos biotecnoldgicos para

descontaminacao ambiental.

O derramamento do 6leo bruto, ocasionalmente, ocorre durante o descarte de residuos
de petrdleo em instalacfes de armazenamento, exploragéo, transporte e processamento. Esses
vazamentos levam a uma séria contaminacdo do solo, resultando muitas vezes em danos
ambientais imediatos ou a longo prazo (WANG et al., 2012a ; SAN KESKIN et al., 2015). Os
métodos biologicos, quando comparados com os fisico-quimicos, ganharam maior aceitacdo na
limpeza dos locais contaminados, por sua vez, considerada mais benéfica e de baixo impacto
ambiental, sendo biodegradavel (WANG et al., 2012b; CAl et al., 2014; CHANDANKERE et
al., 2014).

O petroleo cru é um composto complexo com baixa biodisponibilidade, normalmente

formado por hidrocarbonetos (constituido por carbonos e hidrogénios em diferentes estruturas).
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Também podem apresentar pequenas quantidade de atomos, tais como enxofre, nitrogénio,
metais e oxigénio presentes nas fracBes polares do petrdleo bruto. Essas caracteristicas podem
variar, conforme a regido produtora (WANG et al., 2012b; TOMREN e BARTH, 2014).

Suas propriedades fisicas podem mudar de acordo com o0s tipos de componentes,
podendo ser divididas em duas classes: hidrocarbonetos e ndo hidrocarbonetos. Os
hidrocarbonetos podem ser classificados como saturados, insaturados e aromaticos, tais como
alcanos (parafinas), ciclo alcanos (nafténicos) e componentes aromaticos. Os néo
hidrocarbonetos sdo considerados impurezas, como por exemplo resinas, asfalteno, compostos
nitrogenados, oxigenados, sulfurados e metalicos. Os principais grupos que compde o petroleo
sdo os hidrocarbonetos aromaticos, saturados, as resinas e os asfaltenos. A Tabela 5 apresenta
a composicdo de um petroleo tipico (THOMAS, 2004; ARTOLA et al., 2011).

Tabela 5: Composicdo quimica tipica do petroleo.

Propriedade Valor
Parafinas normais 14%
Parafinas ramificadas 16%
Parafinas ciclicas (nafténicas) 30%
Aromaticos 30%
Resinas e asfaltenos 10%

Fonte: THOMAS, 2004.

Na composicdo do petroleo é possivel encontrar diversas substancias toxicas, como
benzeno, etilbenzeno, tolueno e xileno (componentes aromaticos alifaticos nocivos a sadude
humana) (Figura 8). Para neutralizar esses componentes, a técnica da biorremediag&o é utilizada
como solucdo. Neste processo, as bactérias fazem uso destes compostos como fonte de carbono
e energia durante o seu metabolismo. As bactérias do género Acinetobacter sp. sdo exemplos

de microrganismos capazes de realizar este processo (BAO et al., 2014).

CH, GHy
CH4
N i s
| |
= o =
Tolueno Benzeno Orto-Xileno
C‘.'HS CgHg CgHip

Figura 8: Estrutura molecular do tolueno, benzeno e orto-xileno.
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Cerca de 60 a 90% dos componentes do petroleo € biodegradavel. Todavia, uma fragdo
de 10 a 40% (em estado bruto ou refinado) € recalcitrante, resultando em compostos mais
resistentes. Tanto as bactérias quanto os fungos dependem da acdo de diferentes enzimas
(intracelulares e extracelulares, respectivamente), para realizar a remediacdo (MARIA et al.,
2010; KARIGAR e RAO, 2011). Os biossurfactantes vao agir estimulando a reducdo da
viscosidade e a formacdo de emulsfes O/A (fase interna oleosa e fase externa aquosa),
possibilitando o bombeamento dos residuos e a recuperagdo do 6leo cru apds quebra da
emulsdo. Os solidos resultantes portam uma quantidade limitada de 6leo residual pela acdo de
limpeza, tornando o descarte destes residuos menos danoso (NITSCHKE e PASTORE, 2002).

A biodegradacdo pode ser inibida através de interacGes toxicas e retiradas de
hidrocarbonetos em micelas de tensoativas. A toxicidade de qualquer surfactante esta
relacionada com a sua capacidade de adsorver e adentrar na célula através da membrana celular
bacteriana. Assim ocorrendo por qualquer dos dois mecanismos, tais como, ruptura da
membrana celular pela interagdo com os lipideos da membrana, e interacdo de surfactantes com
moléculas de proteina essenciais para o funcionamento celular. Logo, 0s compostos ativos de
superficie microbianos tem sua toxicidade reduzida, ocorrendo a biodegradabilidade (MNIF et
al., 2017).

Biorremediacdo é um dos métodos bioldgicos, que apresenta maior eficacia da
biodegradacdo microbiana. Os organismos vivos tém capacidade para transformar ou degradar
0s contaminantes atacando enzimaticamente os poluentes e 0s convertendo em substancias
menos nocivas que podem ser integrados no ciclo bioquimico natural. No entanto, seu processo
€ muito lento e somente poucas espécies de microrganismos sdo eficazes quando dispostas no
meio ambiente. Essa problematica esta relacionada pela limitacdo do crescimento bacteriano
que sofre influéncia de fatores como oxigénio, pH, temperatura, umidade, presenca de
macronutrientes e micronutrientes. (KARIGAR e RAO, 2011; SOBRINHO et al., 2014)

Na busca por alternativas menos prejudiciais a0 meio ambiente, propicios de ser
produzidas a partir de matérias primas renovaveis, grupos de pesquisa trabalham para viabilizar
a producdo de moléculas de origem bioldgica. Pesquisas essas tem como alvo desenvolver
técnicas para acelerar o processo de descontaminagdo com menor custo e diminuir o dano
ambiental (MARIA et al., 2010).
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Capitulo 4

4 MATERIAS E METODOS

4.1 Regiéo da coleta

Com a finalidade de fornecer microrganismos distintos e de interesse ao estudo foram
selecionadas duas areas tipicamente diferentes quanto a modificacéo do ecossistema. Os pontos
coletados estdo situados nas margens do Rio Sergipe, principal curso hidrico da bacia
hidrogréfica de mesmo nome. Este rio tem grande importancia devido ao fato de cruzar a capital

sergipana e contribuir com diversos fatores da sociedade. A Figura 9 esta representado 0 mapa

do Brasil e onde esta localizado o estado de Sergipe no mesmo.

v Rios Principais
v Manguezais |-=
% Sedes Municipais
e “ Limites Municipais

som smom =

Figura 9: Mapa representando o Estado de Sergipe no territdrio nacional, bem como suas sub-regides, os
principais rios e 0s manguezais.
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4.2 Coleta de amostras do solo do mangue

As coletas do solo foram realizadas em um local ndo impactado e em outro com
interferéncia antropica. A primeira coleta foi executada no dia 21 de setembro de 2016, préximo
ao povoado Porto das Cabras, localizado no municipio da Barra dos Coqueiros - Sergipe
(10°49°00.38’S, 36°57°27.50” W). Nesta area 0 manguezal ndo apresentava indicios de
impacto referente ao descarte de efluentes (Figura 10). No dia 05 de dezembro 2016 realizou-
se a segunda coleta no manguezal da Praia Formosa, localizado no bairro 13 de julho no
municipio de Aracaju (10°55°53.244°°S, 37°2°47.544” W). Esta area consiste em um ambiente
urbano em que ha um descarte de efluentes domésticos ndo tratados no ponto de contato entre

o canal de drenagem e o rio, resultando em um ambiente impactado (Figura 11).

Figura 10: Manguezal proximo ao Povoado Porto das Cabras localizado no municipio Barra dos Coqueiros-SE.
a) ecossistema sem acao antrépica; b) vegetacao caracteristica do manguezal.

Figura 11: Manguezal da praia Formosa localizada no bairro 13 de julho. a) lancamento de efluentes no curso
hidrico; b) vegetagdo remanescente do manguezal.
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Em ambas as coletas, o solo do mangue foi removido distanciando 10 m de cada ponto
de coleta com o auxilio de uma bomba de succéo fabricada com cano de PVC, uma ferramenta
usada por pescadores. As amostras do solo foram removidas a £10 cm da superficie do solo
(aproximadamente 100 g por amostra) e foram depositadas no interior de tubos tipo Falcon
previamente esterilizados. Foram entdo transferidas para o Laboratério de Biomateriais
(LBMAT) localizado no Instituto de Tecnologia e Pesquisa (ITP) presente na Universidade
Tiradentes (UNIT), onde foram mantidas sob refrigeracao, até sua utilizacdo. As coletas do
municipio de Porto das Cabras foram extraidas em 10 pontos distintos (Figura 12 e Tabela 6),

enquanto as do bairro 13 de julho foram retiradas em 12 pontos (Figura 13 e Tabela 7).

Figura 12: Pontos das coletas realizadas no municipio da Barra dos Coqueiros. Imagem de Satélite
obtida através do Google Maps.

Figura 13: Pontos das coletas realizadas no bairro 13 de julho da cidade de Aracaju Imagem de Satélite obtida

através do Google Maps.
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Tabela 6: Ponto de coleta, geolocalizacdo e massa das amostras de sedimento do manguezal
localizado no Povoado Porto das Cabras, municipio de Barra dos Coqueiros/SE.

Referéncias

Coordenadas

Coordenadas

no mapa Ponto Geogréficas S Geograficas W Massa (q)
1 1 10°49°00.38" 36°57'27.50" 103
2 2 10°49°00.08" 36°57'27.77" 103
3 3 10°48°59.79" 36°57'28.06" 97
4 4 10°48°59.54" 36°57'28.45" 95
5 5 10°48°59.26" 36°57'28.93" 109
6 6 10°48°57.95" 36°57'30.59" 98
7 7 10048°57.02" 36°57'30.99" 105
8 8 10°49°02.11" 36°57'26.05" 110
9 9 10°49°00.56" 36°57'25.95" 104
10 10 10°49°01.09" 36°57'25.55" 115

da localizado no municipio de Aracaju/SE.

Tabela 7: Pontos de coleta, geolocalizacdo e massa das amostras de sedimento de manguezal

Referéncias Ponto Coord,er_ladas Cooro!e_nadas Massa (g)
no mapa Geograficas S Geograficas W
1 1 10055753.244" 37°2'47.544" 97
2 1.2 10°55°52.565" 37°2°44.423" 65
3 2 10°55°53.886" 37°2'43.097" 96
4 3 10°55"55.05" 37°2'40.709" 105
5 4 10°55"58.553" 37°2'44.976" 108
6 5 10°56°2.609" 37°2'46.728" 101
7 6 10°56°5.418" 37°2'47.106" 92
8 7 10°56°8.736" 37°2'47.676" 94
9 8 10°56°8.759" 37°2'47.525" 101
10 9 10°56°11.873" 37°2'50.346" 100
11 10 10°56°11.664" 37°2'49.769" 115
12 11 10°56°14.136" 37°2°47.879” 103

4.3 Isolamento dos Microrganismos

A partir da coleta das amostras do solo, realizou-se uma dilui¢do de 4g de cada amostra

em suspensdo com 40 mL de solugédo salina (0,9%). A solucdo foi homogeneizada, com o
auxilio de um vortex (Kasvi, Produtos e Equipamentos para Laboratorio, Parana, Brasil). Desta
diluicdo foram inoculadas aliquotas de 1 mL (em triplicata) em placa Petri, descartavel e
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previamente esterilizada (90x15 mm) contendo meio de cultivo seletivo Actinomycetes
Isolation Agar (AlA) adaptado (HiMedia Leading BioSciences Company, Bombain, India),
com a seguinte composicdo (g/L): 0,1 (L-asparagina); 0,5 (K:HPOg4); 0,001 (FeSOgy); 2
(Caseinato de Sadio); 0,1 MgsO4.7H20; 4 (CsHsNaO.) e agar 15. Em seguida, as placas foram
incubadas em estufa bacterioldgica de 5 a 14 dias a 28°C, sendo entdo transferidas para uma
geladeira onde foram mantidas.

4.4 Caracterizacao bioquimica das bactérias

Para a caracterizacdo dos isolados bacterianos, foram realizadas investigacdo de
coloragcbes (Gram) e testes para expressdes da catalase, urease, oxidase, amilase e hemolise.
Esses testes sdo baseados na atividade enzimatica da célula bacteriana.

4.4.1. Coloracdo de Gram

A coloracdo de Gram é amplamente utilizada para categorizar as bactérias em Gram-
positivas ou Gram-negativas. Tal compartimentalizacdo deve-se tanto a composicao da parede
celular quanto a capacidade de retencdo do complexo cristal violeta-iodo formado a partir da
combinacdo do corante basico purpura (solucdo corante de violeta genciana fenicada) e iodo
(solucdo de lugol fraco) no citoplasma. Para realizacao dos testes foi utilizado o kit de coloracédo
de Gram (Laborclin Produtos para Laboratério Ltda, Parana, Brasil), de acordo com as
prescri¢des do fabricante.

Uma aliquota de material bacteriano (0,01 mL) foi retirada do meio de cultivo
Actinomycetes Isolation Agar utilizando uma alca bacterioldgica descartavel. O material foi
espalhado sobre uma fina camada de agua de injecéo disposta em uma lamina microscopica de
vidro 26x76 mm de ponta fosca desengordurada e limpa e deixou-o secando ao ar. Promoveu-
se a fixacdo do material utilizando um bico de Bunsen e deixou-o resfriando. Posterior ao
resfriamento da Iamina, adicionou-se 1 mL de solugdo corante de violeta genciana fenicada
(co6d. LB 620517), esperando agir por 1 minuto. Apds esse tempo, deixou-se a lamina
escorrendo sem lavar. Em seguida, o esfregacgo foi coberto com 1 mL de solucéo de lugol fraco
(cod. LB 620511), deixando agir por 1 minuto. A solucdo de lugol fraco (cod. LB 620511) foi
removida ao gotejar a solucdo descolorante a base de alcool e acetona (cod. LB 621000) até o
liquido tornar-se limpido (15-30 segundos). Banhou-se a lamina com &gua corrente e adicionou-

se 1 mL de solucdo corante de fucsina fenicada para Gram (cod. LB 620515), esperando agir
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de 30 a 60 segundos. Posteriormente, lavou-se com &gua corrente, posicionando a lamina
verticalmente para secagem. Em seguida, foi avaliado no microscopio biolégico binocular
usando a objetiva de imersdo 100x de aumento total. As células bacterianas que apresentaram
cor roxa ou violeta foram consideradas Gram-positivas e aquelas que possuiam cor rosada ou

avermelhada foram consideradas Gram-negativas.
4.4.2 Teste da Oxidase

A medida da capacidade oxidante é realizada através do uso de fitas reativas de oxidase
(Interlab Distribuidora de Produtos Cientificos, Sdo Paulo, Brasil). Com o auxilio de alcas
bacterioldgicas descartaveis, uma pequena quantidade das bactérias (entre 0,01 e 0,02 mL) foi
emulsionada na superficie da fita, tendo seu crescimento fomentado entre 1 e 7 dias.

Durante o contato, 0s compostos sofrem o processo de oxidacao e cedem elétrons para
o citocromo C das bactérias devido a presenca da enzima oxidase. Caso as bactérias se mostrem
positivas quanto a atividade oxidante, surgird uma tonalidade violeta na fita reativa. Se as fitas
ndo demonstrarem alteragdo em sua cor, é possivel concluir que essas bactérias sao negativas

guanto a oxidase. Este teste € um considerado um ensaio qualitativo.

443 Teste de urease

Este teste foi realizado através do crescimento de microrganismos em um meio
especifico, constituido por: 20 g/L de ureia (CH4N20); 9,1 g/L de fosfato monopotéssico; 9,5
g/L de fosfato dissodico; 0,1 g/L de extrato de levedura; 0,01 g/L de vermelho fenol e 15 g/L
de agar bacterioldgico. Foram vertidos 5mL do meio em tubos de 15 mL graduados e de vidro,
previamente esterilizados, e em seguida foram deixados para resfriamento em uma angulacao
entre 30 e 45°.

A inoculagdo das bactérias no meio foi realizada com o auxilio de al¢as bacteriologicas
descartéaveis. Os tubos foram entdo incubados durante 7 dias a 28 °C. Durante a incubacao, 0s
microrganismos possuidores de urease degradaram a ureia, produzindo amonia e anidrido
carbonico, aumentando assim o pH do meio. A medida que o pH se eleva, o vermelho de fenol
presente no meio muda de uma coloragdo amarelada para um tom avermelhado ou rosa escuro.
Logo, através de uma andlise visual da coloracdo do meio, foi possivel determinar se ha a

presenca ou nao da producdo de urease nos microrganismos (ANVISA, 2004).
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4.4.4 Teste de Catalase

A presenca da enzima catalase em microrganismos é um parametro importante na
identificacdo dos mesmos. Sua fungdo consiste em transformar o peroxido de hidrogénio
produzido ao longo da respiracdo das bactérias em agua e oxigénio na forma gasosa. Sem a
presenca da catalase, o peroxido de hidrogénio ndo serd degradado e pode destruir a célula
devido a sua toxicidade (ANVISA, 2004).

O teste da catalase consiste na aplicacdo do perdxido de hidrogénio em uma cultura
bacteriana. A analise realizada se baseia na formacdo ou ndo de bolhas durante o ensaio,
provenientes da formacdo de oxigénio gasoso durante a quebra do perdxido de hidrogénio por
parte das enzinas. Havendo a formacdo das bolhas, a bactéria é considerada positiva para a

presenca da catalase. Em caso contrario, a bactéria é tida como negativa.

Para a realizacdo do ensaio foi utilizado peroxido de hidrogénio a 3%. Através do uso
de alcas bacterioldgicas descartaveis foram retirados aproximadamente 0,02 mL de uma cultura
bacteriana com crescimento entre 1 e 7 dias e depositados em uma Iamina microscopica de
vidro 26x76 mm de ponta fosca desengordurada e limpa. O perdxido de hidrogénio foi aplicado
com um auxilio de uma pipeta pasteur descartavel na quantidade de uma gota por amostra sobre

laminas para microscopia.
4.4.5 Teste de hidrolise de amido

A enzima amilase € responsavel por hidrolisar o amido (um polissacarideo),
degradando-o em maltose (um dissacarideo) e alguns monossacarideos, tais como a glucose.
Tal processo permite que esses novos compostos atravessem a membrana celular por se
tornarem substancias molecularmente mais simples, sendo assim capazes de serem

metabolizados pelas enzimas presentes no citoplasma da célula bacteriana.

A capacidade de degradacdo de amido € utilizada como critério para a presenca de
amilase. Para isso, é realizado um teste capaz de identificar a produgdo dessas enzimas pelos
microrganismos. O teste consiste na percepcao da alteracdo da cor do meio de acordo com a
presenca ou ndo das enzimas. O amido, na presenca do iodo, produz uma coloracdo azul escura
no meio. No caso da presenca de amilase, nessa coloragéo surge um halo amarelado ao redor
da col6nia, indicando a degradagéo do amido por parte das enzimas, assim sendo um resultado
positivo ao teste. Logo, fica evidente a atividade amilolitica.
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As amostras foram inoculadas em meio Nutrient Agar (Acumedia), sendo posteriormente
adicionado 2% de amido sollvel (Synth, Labsynth Produtos para Laboratério LTDA, Séo
Paulo, Brasil) e incubadas a 28°C de 5 a 7 dias. Ap0s esse periodo, com o crescimento das

col6bnias bacterianas, foram adicionados as amostras 5 mL de solucéo de Lugol por 20 minutos.
4.4.6 Ensaio hemolitico

O biossurfactante pode provocar lise nas hemécias do sangue. Assim, 0 ensaio
hemolitico foi utilizado como um método secundario para analisar as amostras bacterianas que

tem esse potencial.

Para o teste de hemolise, foram inoculadas amostras bacterianas em placas Petri
contendo o meio Blood Agar Base (Thermo Fisher Scientific) composto com (g/L): 10 extrato
de carne, 10 peptona, 5 NaCl, 15 agar, autoclavar o meio, e em seguida adicionar 5% de sangue
humano. Incubar as placas a 37° C por 24 horas adaptado. (CARRILLO et al., 1996; MEENA
et al., 2013). Segundo JOY et al. (2017), a andlise das placas é realizada com 0s seguintes
critérios: a existéncia de uma zona verde escura ao redor da colonia indica o-hemolise,
caracterizada pela lise parcial das hemacias; presenca da zona transparente ao redor da col6nia
demonstra B-hemolise, em que se verifica a lise total dos eritrdcitos; ndo havendo evidéncias
que comprovem a lise dos eritrocitos, indica y- hemdlise. Para constatacdo dos biossurfactantes

sdo consideradas as analises que evidenciem Alfa e Beta hemolises.
4.5 Teste de fermentacdo das linhagens selecionadas

As culturas foram inoculadas em meio liquido descrito por DIAB e EL DIN (2013), com
a seguinte composic¢do (g/L): 1 NaNOs, 0,5 NaCl, 2 HPO4, 1 H2PO4, 0,5 MgS04.7H20, 0,01
FeCls, 0,5 extrato de levedura, 20 glicose. Para o processo de fermentacéo, realizou-se um pré-
inoculo em Erlenmeyer com 100 mL do meio de cultura com uma algada de microrganismos,
mantidas por 12h em shaker (Tecnal, modelo TE - 421) a 30 + 1°C, ao abrigo da luz, sob
agitacdo orbital constante (180 rpm). Em seguida, foram retirados 10 mL do meio e transferido
para um novo Erlenmeyer com o mesmo caldo nutritivo. As culturas foram incubadas por 72 h
sob as mesmas condicdes citadas para o processo de fermentacdo. Foram entdo centrifugados
(20 min, 5.000 G, 20°C) 50 mL das culturas de cada Erlenmeyer para obter o sobrenadante livre

de células.
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4.6 Producdo dos biossurfactantes/bioemulsificantes

A producéo de biossurfactantes pode ser identificada por meio de testes que avaliem a
sua capacidade emulsificante. Primeiramente, foram realizados screenings primarios como
colapso de gota e dispersdo de 6leo mineral, que indicaram mais precisamente o potencial
surfactante. Posteriormente, realizou-se screenings secundarios nas amostras com potencial,

tais como indice de emulsificacdo, atividade emulsificante e tensdo superficial.
4.6.1 Avaliacdo da capacidade surfactante

O método do colapso de gota realizado por KUIPER et al. (2004), descreve a capacidade
surfactante dos sobrenadantes livres de células. Depositou-se 50 pL de cada sobrenadante
(amostras) sobre superficie hidrofébica (Parafilm® M), e observou-se como a gota se
comportava durante segundos ou minutos. A amostra apresenta capacidade surfactante quando
a gota estiver dispersa na superficie hidrofébica. Posteriormente, acrescentaram-se duas gotas
de uma solugdo de azul de metileno (NEON Comercial Ltda) as amotras, com a finalidade de
facilitar a visualizacdo, ndo ocorrendo quaisquer influéncias. O controle negativo, utilizado foi

0 meio de cultura ndo inoculado.

A capacidade surfactante, foi determinada conforme a metodologia descrita por
YOUSSEF et al. (2004). Foi adicionado em uma placa de Petri (90 mm de didmetro) 50 mL de
agua ultrapura e adicionou-se 20 L de éleo mineral estéril no centro da placa. Em seguida, foi
acrescentada sobre o 6leo (micela oleosa) uma aliquota de 10 uL de cada sobrenadante, sendo

entdo o deslocamento do 6leo o indicativo da capacidade surfactante.
4.6.2 Tensdo superficial

A determinacdo da tensdo superficial do liquido metabolico livre de células
(sobrenadante) foi realizada utilizando um tensidmetro (modelo Sigma 70-KSV) automatico
aplicando a técnica do anel (1,9 cm de diametro) de Du Nouy (KUYUKINA et al., 2001;
DECESARO et al., 2013). A tenséo foi medida para 88 linhagens diferentes, incluindo aquelas
que apresentaram resultados positivos e negativos em relacdo aos outros métodos descritos
anteriormente para avaliagdo dos biossurfactantes. A agua pura foi utilizada como padrdo. O

valor da tensdo superficial mostrada é a média de trés leituras da mesma cultura.
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4.6.3 Indice de emulsificacdo Ezs

A capacidade emulsificante das amostras foi determinada a partir do indice de
emulsificacdo, analisadas segundo a metodologia descrita por COOPER e GOLDENBERG,
(1987). Foram depositados 3 mL em tubos que continham hidrocarbonetos (tais como Xxileno,
tolueno, querosene e benzeno) para aliquotas de 2 mL do sobrenadante. Posteriormente foi
realizada a homogeneizagdo em vartex (2 min, temperatura ambiente) e mantido em incubacéo
por 24h a temperatura ambiente. Em seguida, foi determinada a altura (cm) da zona de emulséo
formada em relacdo ao volume total da mistura. O indice de emulsificacdo é calculado através
da equacéo (1)

He x 100

Es % =
24 H,

1)

Onde:

E24 = Indice de emulsificacdo apds 24h
He = Altura da emulséo (cm)
Ht = Altura total do liquido (cm)

4.6.4 Determinacdo da atividade emulsificante

A atividade emulsificante foi determinada ap6s os calculos descritos no item 4.7.3. A
fase aquosa foi removida com o auxilio de uma pipeta pasteur de vidro, transferida para uma
cubeta de quartzo e sua absorbancia determinada. A leitura da densidade Optica foi realizada
em espectrofotdbmetro (Hach, modelo DR 5000 UV-VIS) a 400 nm, considerando a unidade de
atividade de emulsdo por EU/ml (PATIL e CHOPADE, 2001). A Eq. (2) apresenta o calculo da

atividade emulsificante

EU  Absorbancia de 400nm X fator de diluicdo
mL 0,01

(2)
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Capitulo 5

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Isolamento das coldnias bacterianas

Foram isoladas 88 linhagens, sendo 20 provenientes das amostras coletadas no Povoado
das Cabras e 68 referentes a0 manguezal da praia Formosa. E importante notar uma maior
diversidade de bactérias dentre os isolados do ambiente que sofre atividade antrdpica, através
do despejo de efluentes de esgoto domeéstico ja a partir do ponto 1, localizado na cidade de
Aracaju, quando em comparacdo com as amostras do municipio da Barra dos Coqueiros, que
ndo apresenta descarte de efluentes domésticos em seus arredores. A Figura 14 apresenta uma
pequena amostra de espécies de actinomicetos com diferentes fendtipos nos dois ambientes
analisados.

O meio de cultura utilizado para o isolamento favorece a obtencao de possiveis bactérias
da ordem Actinomycetales, isto €, um meio seletivo para a obtencdo da mesma. Em sua
composic¢do, contém como fonte de nitrogénio o caseinato de sédio e a asparagina (aminoacido)
(HiMedia). A partir deste meio de cultivo (HiMedia), as linhagens obtidas foram ent&o
inoculadas em meio especifico para producéo de biossurfactante de acordo com a metodologia
proposta por Diab e EI Din (2013), a partir deste realizado o screening de actinomicetos. De
acordo com WOHL e MCARTHUR (1998), o meio utilizado se mostra vantajoso nos casos em
que ndo houve a utilizacdo de antibidticos para impedir a proliferacdo de outros grupos

microbianos da ordem Actinomycetales.

Figura 14: Aspecto visual de alguns isolados obtidos das actinobactérias.
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5.2 Caracteristicas bioquimicas dos microrganismos isolados

Com a finalidade de identificar grupos ou espécies de bactérias pertencentes a ordem
Actinomycetales foi realizado um conjunto de provas necessarias para a identificacdo
bioquimica das col6nias suspeitas através da verificacdo das transformacfes quimicas, que
ocorrem num determinado substrato, pela acdo das enzimas de um dado microrganismo. Os
resultados das caracteristicas bioquimicas dos isolados obtidos nos mangues sdo mostrados na
Tabela 8.

Tabela 8: Caracteristicas dos isolados bacterianos estudados. Bactérias com o sufixo BA foram isoladas do
manguezal da Barra dos Coqueiros-SE, enquanto aquelas com a codificagdo 13 s&o oriundas do manguezal da
Praia Formosa-SE.
Amostra Gram Catalase | Oxidase Urease | Hemodlise | Amilase
1A1-BA
2B2-BA
2C1-BA
3Al1-BA
3A3A-BA
3B1-BA
3B2-BA
6A4-BA
6B1-BA
6B1.2-BA
6C-BA
6C2-BA
7TA1-BA
7B4-BA
9A2-BA
10C3-BA
10F1-BA - -
10F2-BA
10F4-BA
10F6-BA
1B2-13
1.2A1-13
1.2A4-13
1.2A5-13 -
1.2B1-13
1.2B3-13
2C5-13 -
3A2-13 +
3A3-13 +
3B2-13 +
+
+
+

1
1
]
+

I o o A IS R e
1
1

+ |+ |+
1
1

|||+

||+ ]+

1
+
1

+|+

3C2-13
4A2-13
4A3-13
4B2-13 -
4B3-13 +
4B6-13 -
5A1-13 +

4+ [+ [+ |+

||| ]+

1

1

1
PRIRRRRRRERRRRIRIRR TR R OOR TR RROoOmmEER ™R

1
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Continuacdo Tabela 8.

Amostra

Gram

Catalase

Oxidase

Urease

Hemolise

Amilase

5A2-13

+

+

5A3-13

5A4-13

5A5-13

5B1-13

5C1-13

5C4-13

5C7-13

o o o o o IS

5C8-13

+ |+

6A2-13

6A3-13

+

6B1-13

+ |+ |+

6B1.2-13

R T I B e I o [ [ I T

6B2-13

6C1-13

+ |+

6C2-13

6C3-13

7A1-13

7A2-13

+l+| ] +|+

7A4-13

7A5-13

|+ |+ ||+ ]+ + |+

7A6-13

+ |+

7TAT7-13

7B3-13

7B4-13

7B5-13

+ |+ |+ +

7C1-13

7C2-13

7C3-13

|||+ ]+

+

8A3-13

8A9-13

8B1-13

8B2-13

+ |+ |+

8B3-13

8B4-13

o I I PO L o I (o o T I I o IS

8B5-13

8C1-13

8C2-13

|+ |+ |+ +]+

+ |+

8C5-13

8C6-13

8C7-13

+ |+

9A2-13

9A4-13

+

9A6-13

10A11A1-13

10A11A6-13

10B1-13

10B2-13

11A2-13

11B2-13

o I I R T

R PR IRFPIRR | FFFITR PR IRIRRRIRTCEPRTOORRCOOR OO momRRIRIRIROEOR IR ILRARRRRIR

1A1/2.1-13

|||+ ]|+ |+ ]+

+

Y

Legenda: (+) = positivo; (-) = negativo; (a) = a-hemolitico; (B) = B-hemdlise; (y) = y- hemdlise.
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No cultivo em agar sangue, dentre os 88 microrganismos estudados, 37 apresentaram
caracteristicas de B-hemolise enquanto 13 se mostraram o-hemolise ap6s o periodo de
incubacdo por 24 h, a temperatura de 37 °C (Figura 15). O &gar sangue € um meio rico em
nutrientes que propicia o crescimento de diversos microrganismos (WALTER et al., 2013).
Segundo JOY et al. (2017) as amostras que apresentam resultados positivos para o e f-hemdlise
tém potencial para producdo biossurfactante, enquanto que os microrganismos que resultaram
negativamente sdo classificados como vy-hemoliticos. Esse principio € afirmado por
CARRILLO et al. (1996) ao avaliar a atividade hemolitica como um bom critério de screening
na busca por linhagens produtoras de surfactina. Por outro lado, Youssef et al. (2004) contrapde
que em alguns casos acontece a lise do &gar sangue devido a outros produtos microbiais
virulentos (microrganismos que se multiplicam dentro de um outro organismo), levando a
resultados falso positivos e negativos. Assim, ndo se pode afirmar que amostras positivas para

o teste de atividade hemolitica necessariamente serdo produtoras de biossurfactantes.

E possivel concluir que o teste de atividade hemolitica pode ser utilizado como
screening preliminar, mas deve ser suportado por outras técnicas baseadas no indice de
atividade emulsificante ou de tensao superficial, como teste do colapso de gota ou disperséo de

6leo, assim evitando resultados falso positivos (MULLIGAN et al., 1984).

B

Figura 15: Aspecto visual com os resultados para detecc¢do de bactérias produtoras de a-hemolise, f-hemolise e

v-hemolise. a) frente da placa agar sangue e bactéria inoculada; b) verso da placa do agar sangue.

Observou-se também 38 isolados foram capazes de hidrolisar o amido, quando este
substrato estava presente no meio de cultura especificado. Esse resultado mostra a presenca da
enzima amilase. Segundo BARROS et al. (2013) a capacidade de producéo da amilase pode ser
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relacionada com o potencial de produgdo de biossurfactante, devido ao grande nimero de
espécies que se mostram positivas em ambas as caracteristicas, como por exemplo as do género
Bacillus e as actinobactérias. A Figura 16 apresenta o halo formado pela bactéria comprovando

a hidrolise do amido.

Figura 16: Aspecto do resultado positivo para detecc¢do de bactérias produtoras de a-amilases (Amostra 4B2-
13).

5.3 Producéo de moléculas biossurfactantes

A partir do meio de cultivo (AIA) as linhagens obtidas foram entdo inoculadas em meio
especifico para producdo de biossurfactante descrito no item 4.5, e a partir dai realizada a
fermentacao para os screenings primarios (colapso da gota, dispersdo do 6leo) e secundarios

(tenséo superficial e capacidade emulsificante) (JOY et. al., 2017).

O teste do colapso da gota é executado como método qualitativo para deteccdo da
producdo de biossurfactantes, apresentando como vantagem resultados imediatos e a
possibilidade de acompanhar visualmente a sua acdo (YOUSSEF et al., 2004; KORAYEM et
al., 2015)

Os resultados positivos para o teste foram identificados pelo colapso da gota (figura 17)
na superficie hidrofébica do Parafilm® M. Para comprovacio desse teste € de extrema
importancia utilizar somente o sobrenadante livre de células, eliminando assim a possibilidade

do falso-positivo. Tal fato seria possivel devido a algumas cepas serem naturalmente
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hidrofébicas, ocorrendo assim o colapso da gota sem que a molécula surfactante seja produzida
(ARIECH e GUECHI, 2015).

A B C D E F

Figura 17: Teste do colapso de gota; a) controle; b) amostra 6C2-BA; ¢) amostra 4B6-13; d) amostra 10F2-BA,
e) amostra 1.2A5-13; f) amostra 5C4-13

Segundo WALTER et al. (2013) a estabilidade da gota depende da concentragdo
surfactante e é correlacionada com a tensdo superficial e interfacial. O método apresenta uma
baixa sensibilidade devido a necessidade de uma concentracdo significativa de compostos
superficiais ativos para causar o colapso da gota. Os autores afirmam que, embora esse teste
seja considerado qualitativo, 0 mesmo pode ser considerado quantitativo se forem medidas as

dimens@es da gota com um micrémetro.

Enquanto CHAKRABORTY et al. (2015) afirmam que o processo de triagem nao é
adequado para identificar todos os tipos de moléculas produtoras de biossurfactantes, o teste de
colapso da gota pode resultar um falso negativo, dado que algumas amostras possuem pouca
quantidade de surfactante. Assim, torna-se necessaria a realizacdo dos testes de deslocamento

de 6leo, tensdo superficial e atividade emulsificante para comprovar a capacidade surfactante.

As cepas encontradas apresentaram resultados semelhantes para 10 isolados nos ensaios
com colapso de gotas e de dispersdo do 6leo (Tabela 9). De acordo com PLAZA et al. (2006)
e CAMACHO-CHARB et al. (2013) a técnica de dispersdo de 0leo € mais sensivel do que o
método da gota para a deteccdo de biossurfactantes. O substrato hidrofébico torna-se mais
acessivel aos microrganismos quando disperso, assim facilitando a sua degradacdo (ARIECH
e GUECHI, 2015). Segundo ALVAREZ, a estabilidade da gota e a dispersdo do 6leo séo
confiaveis, pois dependem da tensdo superficial e podem ser correlacionadas com a

concentracdo de biossurfactantes.
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Do total, 78 amostras ndo colapsaram quando colocadas sobre a superficie hidrofobica,
mostrando assim resultados negativos para producéo de biossurfactantes. Apenas 10 linhagens
(1.2A5, 4B2, 4B6,5A.2, 5A.3, 5A4, 10A11A6, 11B2, 6C.2, 10F2-BA) apresentaram resultados
positivos tanto para o colapso da gota quanto para a dispersdo do 6leo. Estas linhagens
demostraram, respectivamente, uma reducgéo da tensdo superficial para 37,56 + 1,15; 31,53 +
0,53; 31,61 £ 0,39; 36,00 + 0,97; 32,11 + 0,79; 31,87 + 0,66; 36,34 + 0,87; 35,52 + 0,36; 38,89
+ 0,75 e 31,07 £ 0,09 mN/m em relacdo ao controle (72,49 £ 0,03 mN/m). A média dessas
amostram resultam em um valor de 34,25 mN/m, que representa uma reducao de 47,25%% em
relacdo ao controle. As demais linhagens apresentaram resultados inseridos no intervalo de 35
a 69 mN/m. Embora algumas amostras tenham apresentado resultados abaixo dos 40 mN/m de
tensdo superficial, seus resultados para os testes de colapso da gota e dispersdo do 6leo foram

negativos.

Tabela 9: Resultados da tensdo superficial, teste do colapso da gota e dispersdo do dleo utilizando os
sobrenadantes livres de células das amostras

Isolados Local Colapso da gota Dispersdo do 6leo  Tensdo superficial (mN/m)
1B.2 13 - - 42,66 + 0,14
1.2A1 13 - - 47,56 + 0,02
1.2A4 13 - - 57,78 £ 0,28
1.2A5 13 + + 37,56 + 1,15
1.2B.1 13 - + 39,92 + 0,20
1.2B.3 13 - - 61,46 £ 0,36
2C5 13 - - 41,47 +1,18
3A.2 13 - - 45,70 £ 0,16
3A.3 13 - - 47,54 £ 0,22
3B.2 13 - - 50,58 £ 0,47
3C.2 13 - - 53,78 £ 0,51
4A.2 13 - - 48,11 +0,14
4A3 13 - - 54,23 £ 0,24
4B.2 13 + + 31,53 +£0,53
4B.3 13 - - 46,51 + 0,05
4B.6 13 + + 31,61+ 0,39
5A.1 13 - + 41,04 £ 0,05
5A.2 13 + + 36,00 + 0,97
5A.3 13 + + 32,11+ 0,79
5A.4 13 + + 31,87 £ 0,66
5A.5 13 - + 45,82 + 0,30
5B.1 13 - - 45,29 +£ 0,21
5C.1 13 - - 40,65 + 0,45
5C.4 13 - - 45,63 + 0,31
5C.7 13 - - 45,56 + 0,09
5C.8 13 - - 38,99 + 0,55
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Continuagdo Tabela 9.

Isolados Local Colapso dagota  Dispersdo do dleo  Tenséo superficial (mN/m)
6A.2 13 - - 51,03+ 0,25
6A.3 13 - - 47,44 £ 0,15
6B.1 13 - - 43,23 +£0,19

6B.1.2 13 - + 37,83 £0,60
6B.2 13 - - 63,98 £ 0,48
6C.1 13 - - 44,82 £ 0,25
6C.2 13 - + 42,87 £ 0,67
6C.3 13 - - 64,28 £ 0,78
7A.1 13 - - 43,23 £ 0,15
TA.2 13 - - 43,78 £ 1,25
TA.4 13 - - 44,94 + 0,07
TA.5 13 - - 49,02 £ 0,62
TA.6 13 - - 48,68 = 0,50
TA.7 13 - - 43,28 £ 0,62
7B.3 13 - - 42,28 £ 0,15
7B.4 13 - - 66,98 £ 0,31
7B.5 13 - - 44,46 £ 0,26
7C.1 13 - - 48,69 £0,11
7C.2 13 - - 41,58 +£1,18
7C.3 13 - - 45,45 £ 0,08
8A.3 13 - - 41,55 +0,44
8A.9 13 - - 51,29+ 0,44
8B.1 13 - - 47,51 +0,31
8B.2 13 - - 47,72 £0,42
8B.3 13 - - 51,89 +£0,50
8B.4 13 - - 44,53 £ 0,09
8B.5 13 - - 51,42 £ 0,26
8C.1 13 - - 47,69 £0,48
8C.2 13 - - 50,66 £ 0,41
8C.5 13 - - 69,46 + 0,59
8C.6 13 - - 41,23+0,12
8C.7 13 - - 39,58 £0,12
9A.2 13 - - 41,32 +£0,01
9A.4 13 - - 40,16 £ 0,05
9A.6 13 - - 47,24 £ 0,69

10A11A1 13 - - 54,65+ 1,22
10A11A6 13 + + 36,34 +£0,87
10B.1 13 - - 47,22 £0,53
10B.2 13 - - 54,27 + 0,38
11A.2 13 - - 49,05 £ 0,58
11B.2 13 + + 35,52 +0,36
1A.1 BA - - 60,77 £ 0,67
2B.2 BA - - 49,36 = 0,28
2C.1 BA - - 52,43 +£0,14

3A.1 BA - - 65,36 £ 0,26




Continuacdo Tabela 9.

Isolados Local Colapso da gota Dispersdo do 6leo  Tensdo superficial (mN/m)
3A3A BA - - 48,79 + 0,69
3B.1 BA - - 68,89 + 0,57
3B.2 BA - - 43,32 2,09
6A.4 BA - - 42,97 +0,11
6B.1 BA - - 50,79 £ 0,41
6B.1.2 BA - - 41,31+0,13

6C BA - - 35,55+ 0,86
6C.2 BA + + 38,89+0,76
7A.1 BA - - 63,99 + 0,68
7B.4 BA - - 61,02 £ 0,25
9A.2 BA - - 46,06 + 0,13
10C.3 BA - - 56,79 + 0,14
10F.1 BA - - 60,53 + 0,69
10F.2 BA + + 31,07 +£0,09
10F.4 BA - - 42,61 +0,32
10F.6 BA - - 45,82 + 0,38

1A 1/2.1 13 - - 50,92+ 0,78

Legenda: (+) representa resultados positivos para os testes. (-) representa resultados negativos.

A partir da leitura da tensdo superficial pode-se observar que ocorreu a reducdo da
mesma quando ocorreu o0 colapso da gota. Segundo JOY et al. (2017) um biossurfactante é
considerado eficiente quando possui a habilidade de reduzir a tenséo superficial para valores
abaixo de 40 mN/m. De acordo com MADHU e PRAPULLA (2014) e GAGELIDZE et al.
(2016) o género Bacillus sp. representa bons produtores de surfactina, chegando a reduzir a
tensdo superficial até valores em torno dos 27 mN/m. Os considerados mais efetivos conseguem
reduzir a tensdo superficial da dgua de 72 mN/m para faixas entre 25 e 30 mN/m, tornando-0s

indicados para a recuperacdo melhorada do petréleo (MEOR) (PEELE et al., 2016).

As medicdes da tensdo devem ser realizadas cuidadosamente, pois mesmo que o
aumento da concentragdo de surfactantes reduza a tens@o durante o ensaio, apds um certo valor
limite ndo é possivel detectar essa reducdo. Esse limite é conhecido como concentragéo critica
micelar (CMC) (WALTER et al., 2010). Segundo CAl et al. (2014) resultados mostram que a
reducdo da tensdo superficial e a capacidade emulsificante ndo estdo necessariamente
correlacionadas. Biossurfactantes tanto podem formar micelas na interface entre liquidos
imisciveis (reduzindo assim as tensdes superficiais e interfaciais), como podem formar

emulsdes estaveis (bioemulsificantes).
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5.3.1 Capacidade emulsificante

O potencial molecular das amostras verifica o indice de emulsificacdo dos
hidrocarbonetos testados (querosene, benzeno, tolueno e xileno). Os 88 isolados testados
(Tabela 10) apresentaram melhores propriedades emulsificantes utilizando tolueno quando
comparados ao uso do benzeno, querosene e Xxileno. Entretanto, todos os hidrocarbonetos
utilizados apresentaram pelo menos um valor de E24 acima dos 50%. Para o xileno, tolueno,
benzeno e querosene, os resultados e isolados correspondentes foram, respectivamente, iguais
a 50% (1.2B3), 62,5% (7A.5), 62,07% (6C.3) e 52,27% (10F.2-BA).

Resultados semelhantes foram obtidos por PEELE et al. (2016). Os autores verificaram
valores de E24 do sobrenadante livre de células com os hidrocarbonetos tolueno, xileno, diesel,

querosene, benzeno e 6leo de motor, sendo o0 maior valor obtido na presenca do tolueno.

Ao analisar os isolados, é perceptivel o tamanho do intervalo que compreende os limites
inferior e superior dos indices calculados. As amostras diferem entre si na capacidade de
emulsionar os solventes, onde 84% das amostras do tolueno, xileno e benzeno apresentaram
um indice inferior a 10%, enquanto que para o querosene esse valor sobe para 87,5%. Dentre
as amostras testadas, o maior indice é representado pela linhagem 5C.1, que possui 0 maior
potencial para 0 E2s(%) calculado para todos os substratos. Por outro lado, embora essa
linhagem tenha apresentado os melhores indices emulsificantes, o seu resultado no teste de
reducdo da tensdo superficial foi igual a 40,65 mN/m. Como mencionado anteriormente, 0s
resultados que apresentam maior eficiéncia se encontram abaixo dos 40 mN/m. Isso evidencia
a afirmacdo de CAI et al. (2014) acerca da ndo obrigatoriedade da relacdo entre a tensdo

superficial e o indice emulsificante.

A producéo de biossurfactantes e a tensdo superficial sdo dependentes do crescimento
da cultura no meio fermentativo. O aumento da tensdo superficial e o decréscimo do indice
emulsificante mostram que a biossintese de surfactantes é interrompida. 1sso acontece devido a
producdo de metabdlitos secundarios, que vao interferir na formacdo de emulsdes e na

absorbancia de moléculas surfactantes na interface 6leo-agua (KHOPADE et al., 2012).

Os resultados obtidos por SATPUTE et al. (2008) demonstram que apenas 6% dos
isolados costumam apresentar valores de indice emulsificante superiores a 60%. Tais valores

se mostram condizentes, visto que no presente trabalho o percentual de amostras acima dos
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60% de E24 resultou em apenas 2,3%. Alguns valores de desvio padrdo referentes a atividade
emulsificante foram menores que 0,0005, sendo entéo representados como 0,000.

Tabela 10: Valores calculados de E24 e atividade emulsificante em fungéo do meio.

Isolados E24 (%) indice emulsificante Atividade Emulsificante
Xileno  Tolueno Benzeno Querosene Xileno  Tolueno Benzeno Querosene
1B.2 6,82 6,82 4,55 4,55 057+ 433+ 397% 3,00 £ 0,000
0,0005 0,0005 0,0005
1.2A1 2,94 0,00 0,00 5,26 1,17+ 253 1,37+ 0,87 + 0,0005
0,0005 0,0005  0,0005
1.2A4 0,00 0,00 0,00 0,00 820+ 570+ 857% 0,40 + 0,0008
0,0049 0,0022 0,0017
1.2A5 3,64 2,17 4,35 0,00 350+ 197+ 430+ 0,93 + 0,0005
0,0036  0,0009  0,0008
1.2B.1 6,82 9,09 11,36 4,55 193+ 1,70+ 390% 0,57 +0,0017
0,0017 0,000 0,000
1.2B.3 50,00 31,58 35,48 2,86 723+ 3,17 17,97+ 0,030+ 0,000
0,0165 0,0107  0,0430
2C5 2,27 2,27 0,00 2,27 987+ 137+ 333% 0,70 + 0,000
0,0047 0,0005  0,0025
3A.2 3,13 12,50 22,86 14,29 423+ 2093+ 427+ 1,97 £ 0,0005
0,0017 0,0042  0,0005
3A3 0,00 0,00 0,00 0,00 393+ 1327+ 19,30+ 0,27 £0,0005
0,0005 0,0053 0,0214
3B.2 15,15 18,18 42,86 9,68 147+ 080+ 297+ 3,67 £ 0,0026
0,0045 0,0008 0,0024
3C.2 6,25 2,70 18,75 6,06 067+ 180+ 253+ 1,97 £ 0,0019
0,0012 0,000 0,0021
4A.2 0,00 0,00 0,00 0,00 210+ 437+ 0,17% 0,67 +0,0019
0,000 0,0037  0,0005
4A.3 5,88 0,00 0,00 0,00 6,40+ 1347+ 310t 0,30 + 0,000
0,0088 0,0137  0,0022
4B.2 2,27 2,27 2,17 0,00 1,13+ 653+ 467 0,90 + 0,000
0,0015 0,0005  0,0005
4B.3 0,00 0,00 0,00 0,00 157+ 580+ 0,00z 1,27 £ 0,0019
0,016 0,000 0,000
4B.6 6,82 6,82 6,82 2,27 0,28+ 380+ 413+ 0,33+ 0,0009
0,0013 0,0014  0,0009
5A.1 4,55 2,27 2,27 2,27 0,70+ 130+ 440t 2,00 + 0,000
0,0037 0,000 0,000
5A.2 14,29 13,64 6,82 4,55 047+ 010 430t 0,77 + 0,0005
0,0012 0,000 0,0008
5A.3 2,27 0,00 2,27 0,00 137+ 063+ 423+ 0,10 + 0,000
0,0029 0,0005  0,0009
5A.4 4,55 3,64 4,55 0,00 230+ 210+ 4,00+ 0,93 + 0,0009
0,0029 0,0008  0,0008
5A.5 2,70 2,78 0,00 0,00 2120+ 2347+ 7,00+ 0,27 + 0,0005

0,0014 0,0070 0,0116
5B.1 12,50 27,78 53,85 14,71 0,70 4,80+ 232,2+ 3,23 +0,0005
0,000 0,0014  1,3407

5C.1 47,06 57,14 15,15 571 1,70+ 7,53+ 3,60 + 2,30 £ 0,0022
0,0024 0,0021  0,0036

5C.4 6,06 2,78 2,78 3,13 2,13+ 857+ 2,77+ 0,17 + 0,0005
0,0113 0,0127  0,0009

5C.7 0,00 0,00 0,00 0,00 11,03+ 1660+ 433+ 1,07 £ 0,0012

0,0093 0,0016  0,0021
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Continuacao Tabela 10.

Isolados indice de Emulsificagio E24 (%) Atividade Emulsificante
Xileno Tolueno Benzeno Querosene Xileno  Tolueno Benzeno Querosene

5C.8 2,27 2,27 4,55 4,55 060+ 040+ 3,03+ 2,07 £ 0,0024
0,0022 0,000 0,0012

6A.2 9,09 8,33 2,86 8,33 047+ 533 1,20 + 2,27 £ 0,0012
0,0005 0,0056 0,0014

6A.3 0,00 0,00 0,00 0,00 1,77+ 2,00+ 0,77 £ 0,73 £ 0,0005
0,0047 0,000 0,0009

6B.1 0,00 5,41 2,63 0,00 277+ 4,67% 3,57+ 1,37 £ 0,0005
0,0037 0,0074  0,0060

6B.1.2 15,91 4,55 2,27 22,73 6,60+ 2,73 3,93+ 2,20 £ 0,000
0,0165 0,0005 0,0039

6B.2 0,00 2,63 0,00 0,00 10,33+ 6,43+ 21,90+ 0,87 £0,0005
0,0021 0,0265 0,0096

6C.1 19,44 41,67 11,11 0,00 513+ 1233+ 167+ 1,63 £ 0,0009
0,0111 0,0012 0,0045

6C.2 13,46 1,92 9,62 1,92 130+ 350+ 10,10+ 0,60 +0,0014
0,0016 0,000 0,0008

6C.3 26,47 21,88 62,07 11,43 0,73+ 2,03+ 8,73 ¢ 1,47 + 0,0009
0,0046 0,0111 0,0061

7A.1 6,45 3,13 3,33 0,00 1,00+ 3,83% 2,47 + 0,83 + 0,0005
0,0014 0,0005 0,0025

TA.2 3,13 0,00 0,00 0,00 027+ 293+ 1,53+ 0,63 + 0,0009
0,0005 0,0005 0,0005

TA.4 0,00 0,00 0,00 0,00 203+ 1447+ 3,93z 1,70 £ 0,0008
0,0012 0,0154 0,0187

TA.5 5,56 62,50 0,00 9,09 203+ 9,07z 0,43 £ 0,97 £ 0,0005
0,0052 0,0005 0,0025

7A.6 2,63 2,63 2,70 0,00 1237+ 567+ 3,70 £ 1,23 +0,0009
0,0041 0,0005 0,0024

TA7 6,45 9,38 6,45 0,00 1,07+ 483+ 2,90+ 1,27 + 0,0009
0,0082 0,0005 0,000

7B.3 2,94 2,78 3,23 2,94 3,00 560+ 4,43 + 1,37 + 0,0005
0,0016  0,0057 0,0012

7B.5 2,70 31,25 12,50 0,00 2,70+ 10,0+ 450+ 1,27 + 0,0005
0,0042 0,0073  0,0029

7C.1 5,26 2,63 5,41 7,89 2,10+ 2667+ 3250+ 2,63+0,0005
0,000 0,0025  0,0139

7C.2 0,00 2,86 2,86 2,86 090+ 3,73 2,30+ 0,30 £ 0,000
0,0037 0,0005 0,0078

7C.3 2,78 0,00 0,00 0,00 1650+ 7,57+ 15,40+ 1,67 £0,0026
0,0106 0,0109 0,0126

8A.3 2,86 2,94 0,00 2,78 1,20+ 167+ 4,27 + 2,83+ 0,0021
0,0016  0,0009  0,0005

8A.9 10,81 0,00 13,16 7,89 13,83+ 19,87+ 7,23+ 1,37 +0,0021
0,0050 0,0054 0,0119

8B.1 0,00 0,00 0,00 0,00 303+ 1,13+ 3,17+ 4,37 + 0,0005
0,0181 0,0033 0,0134

8B.2 0,00 2,78 0,00 3,03 1,80+ 7,53+ 3,63+ 2,30 £ 0,0022
0,0028 0,0021  0,0038

8B.3 0,00 6,67 0,00 0,00 650+ 2,97 5,80 £ 1,53 + 0,0005
0,0067 0,0017 0,0289

8B.4 2,78 9,38 10,00 5,26 053+ 530+ 1,47 + 2,33+ 0,0009
0,0017 0,000 0,0110

8B.5 0,00 0,00 0,00 0,00 19,43+ 13,50+ 22,00+ 0,83+ 0,0005
0,0150 0,0029 0,0016

8C.1 2,70 0,00 0,00 2,63 1,80+ 197+ 7,40 + 2,17 + 0,0005
0,0036 0,0026  0,0163
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Continuacao Tabela 10.

Isolados E24 (%) Indice de emulsificacio Atividade Emulsificante
Xileno  Tolueno Benzeno Querosene Xileno  Tolueno Benzeno Querosene
8C.2 0,00 0,00 0,00 2,70 057+ 217+ 020% 0,70 + 0,000
0,0009 0,0031 0,000
8C.5 23,53 17,14 0,00 27,27 1,10+ 9,00+ 0,17 0,60 + 0,000
0,000 0,0022  0,0005
8C.6 0,00 0,00 0,00 3,13 0,17+ 360t 1,67 £ 1,77 £ 0,0024
0,0005 0,0016  0,0009
8C.7 9,09 10,87 8,70 31,82 0,10+ 133+ 457% 0,37 + 0,0005
0,000 0,0005  0,0005
9A.2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,10+ 190+ 443+ 0,40 + 0,000
0,000 0,000 0,0009
9A4 0,00 3,23 0,00 0,00 210+ 0,23 1,70 £ 2,53 + 0,0005
0,0205 0,0005  0,0009
9A.6 2,86 571 2,78 0,00 2563+ 6,07+ 430t 1,60 £ 0,000
0,0140 0,0033  0,0054
10A11A1 5,41 2,70 8,33 15,79 1957+ 17,93+ 3,53 1,03 £ 0,0009
0,0061 0,0187  0,0005
10A11A6 2,27 4,55 2,27 0,00 1,67 1,10+ 2,37+ 2,70 £ 0,000
0,0048 0,000 0,0021
10B.1 2,78 0,00 2,78 2,63 0,23+ 2,70+ 587 1,30 £ 0,0014
0,0005 0,0233 0,0221
10B.2 0,00 0,00 0,00 0,00 263+ 1,73% 1,97 + 2,40 + 0,000
0,0005 0,0005 0,0029
11A.2 2,94 2,70 2,78 0,00 503+ 043+ 017% 3,20 £ 0,0008
0,0069 0,0005  0,0009
11B.2 0,00 2,22 3,57 2,86 127+ 097+ 207 0,90 + 0,000
0,0047 0,0005  0,0005
1A.1-BA 9,09 3,13 0,00 0,00 333+ 337+ 010% 0,23 +0,0009
0,0111 0,0082 0,000
2B.2-BA 0,00 0,00 0,00 0,00 1,20+ 150+ 1,13+ 1,17 £ 0,0019
0,000 0,000 0,0024
2C.1-BA 0,00 8,82 2,17 0,00 030+ 137% 1,23+ 0,63 + 0,0005
0,000 0,0024  0,0033
3A.1-BA 0,00 0,00 0,00 0,00 290+ 180+ 7,93% 0,17 + 0,0005
0,000 0,0036  0,0074
3A3A-BA 0,00 2,27 2,70 0,00 1,70+ 183+ 3,07z 0,53 + 0,0005
0,000 0,0005 0,0033
3B.1-BA 0,00 4,65 4,76 2,33 8,40+ 193+ 1,73+ 2,90 £0,0141
0,000 0,0005 0,0019
3B.2-BA 1,85 2,38 4,76 11,36 050+ 2,60+ 1,13+ 0,90 + 0,000
0,000 0,000 0,0005
6A.4-BA 0,00 2,27 2,38 0,00 753+ 153+ 047% 1,07 £ 0,0009
0,0074 0,0026  0,0005
6B1.2-BA 4,55 7,50 0,00 6,82 337+ 0,70+ 383% 0,40 + 0,000
0,0021 0,000 0,0005
6C-BA 4,55 2,27 2,27 2,00 1,10+ 2,33+ 343% 0,17 + 0,0005
0,0022 0,0005 0,0017
6C.2-BA 2,27 2,27 2,00 0,00 1,13+ 080+ 417+ 2,77 £ 0,0005
0,0017 0,000 0,0009
7A.1-BA 2,22 0,00 0,00 0,00 030+ 1,33% 10,38+ 0,40 +£0,0014
0,000 0,0005 0,0536
7B.4-BA 0,00 0,00 4,88 2,22 223+ 747+ 1,57 £ 0,57 + 0,0005
0,0005 0,0082 0,0012
9A.2-BA 0,00 1,89 0,00 0,00 057+ 210+ 047% 0,67 +0,0019
0,0005 0,0102  0,0009
10C.3-BA 0,00 0,00 0,00 0,00 1,07+ 1,00 1,03+ 0,57 + 0,0005
0,0009 0,0014 0,0005
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Continuacao Tabela 10.

Isolados E24(%) Indice de emulsificacio Atividade emulsificante
Xileno  Tolueno Benzeno Querosene Xileno  Tolueno Benzeno Querosene

10F.1-BA 0,00 2,27 0,00 0,00 130+ 487+ 897+ 0,67 + 0,0005
0,0028 0,0178 0,0017

10F.2-BA 18,18 9,09 2,27 52,27 067+ 563+ 380t 0,77 £ 0,0019
0,0009 0,0005 0,0008

10F.4-BA 0,00 0,00 0,00 0,00 500+ 1363+ 057% 0,30 + 0,000
0,0016 0,0061  0,0009

10F.6-BA 0,00 2,27 2,27 9,09 267+ 280+ 213 2,77 £ 0,0026
0,0009 0,0008 0,0025

1A 121 0,00 0,00 0,00 0,00 160+ 137+ 0,73% 0,50 + 0,0014
0,002 0,0019 0,0012

Segundo WILLUMSEN e KARLSON (1997) um critério utilizado para a capacidade

emulsificante é manter pelo menos 50% do volume original da emulsao apds 24 h. Os resultados

observados (Figura 18) revelam que, a partir das cepas rastreadas, 10F2-BA apresentou

resultados satisfatérios da atividade de emulsificagdo na presenca do querosene 52,27%.

SATPURE et al. (2008) afirmaram que a partir de um indice emulsificante de 30%, sdo comuns

resultados positivos para testes qualitativos de screening primarios. Logo, o teste de Eos

apresenta vantagens em relacdo aos outros testes por possuir carater quantitativo, além de ser

facilmente executado e apresentar resultados rapidamente (NWAGUMA et al.,2016).

Figura 18: Teste do indice de emulsificagdo amostras 24 h apés a agitacdo da amostra 10F2 para: a) tolueno, b)
xileno; ¢) querosene; d) benzeno.

Segundo a metodologia de WALTER et al. (2010), embora o indice emulsificante seja

considerado uma boa alternativa de screening primario, deve-se considerar que este método

serve apenas como um indicativo da presenca de biossurfactantes. Tal fato ocorre pois a tenséo

superficial e o indice emulsificante ndo necessariamente estardo sempre correlacionados.
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Capitulo 6

6. CONCLUSAO

De acordo com os dados obtidos, conclui-se que a prospec¢do de microrganismos em
amostras de sedimento de mangue com potencial para produzir moléculas surfactantes foi
satisfatoria, evidenciando linhagens de actinobactérias com capacidade emulsificante. Nove
cepas obtidas da regido que sofreu impacto ambiental apresentaram caracteristicas com
potencial biotecnoldgico, sendo a cepa (4B2- 13) a que apresentou uma maior reducéo na tensdo
superficial, para um valor de 31,53 £ 0,52 (56,51%). Entretanto, a maior reducao encontrada
durante os ensaios foi referente a amostra 10F.2-BA, cujo valor da tensdo superficial resultou
em 31,07 + 0,09 (57,14 %). A atividade de emulsdo do biossurfactante sobre quatro
hidrocarbonetos testados (benzeno, tolueno, xileno e querosene) indicou a sua diversidade na

aplicabilidade frente a diferentes poluentes hidrocarbonetos.

Os microrganismos isolados que apresentaram um potencial para producdo de
biossurfactantes foram os 1.2A5, 4B2, 4B6, 5A2, 5A3, 5A4,10A11A6 e 11B2, referentes as
coletas realizadas na 13 de Julho, e 0s 6C2 e 10F2, referentes as coletas do Porto das Cabras.
Estes numeros evidenciam a teoria de que ambientes impactados possuem organismos mais

aptos para producdo de biossurfactantes, devido a diversidade de colénias bacterianas.

O meio seletivo foi adequado para o crescimento de actinobactérias, bem como para a
realizacdo do screening primario. Apos todas as anélises realizadas (colapso da gota, dispersdo
do dleo, tensdo superficial, atividade emulsificante, capacidade emulsificante), foram
identificadas as amostras 8C7, 6B1.2 e 10F2 como as que obtiveram maior capacidade de
sintetizar moléculas surfactantes e emulsionar alguns hidrocarbonetos (benzeno, tolueno, xileno

e querosene).
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