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RESUMO

As bactérias aerdbias formadoras de enddsporos (Bafes) sdo microrganismos gram-
positivos que possuem um baixo teor de guanina-citosina em seu material genético.
S&o0 capazes de formar o esporo como estratégia de sobrevivéncia quando se
deparam com condi¢des ambientais desfavoraveis. O esporo consiste na unidade
celular vegetativa, com metabolismo reprimido e com maior resisténcia a temperatura,
radiacbes, agentes quimicos e predagcao de organismos superiores. As Bafes
possuem diversas aplicabilidades biotecnoldgicas, estdo presentes na producéo de
bioinseticidas, detergentes, materiais téxteis, biocombustiveis e na biorremediagao de
metais pesados. A biorremediacao traduz-se por remocao, transformacgao ou reducao
de agentes poluentes do meio ambiente, como o petrdleo. O petréleo consiste em
uma mistura complexa de hidrocarbonetos que é utilizado principalmente como
combustivel e, devido a alta demanda, sao frequentes os acidentes petroliferos que
contaminam solos e mares, que perturbam o ciclo de vida desses ecossistemas.
Diante desse cenario, encontrar bactérias que sejam capazes de biodegradar o
petroleo e dleo diesel € importante para a construcdo de um sistema biorremediador
eficaz. O objetivo deste trabalho foi selecionar Bafes que fossem capazes de utilizar
hidrocarbonetos para obtencdo de energia quando ofertados petréleo e dleo diesel
S10 como unica fonte de carbono. As bactérias utilizadas nesse estudo sdo Bafes
isoladas do solo do Distrito Federal (SDF) que fazem parte do acervo da colegao
CBafes do Laboratdério de Microbiologia/ LaBafes da Universidade de Brasilia. Foram
selecionadas 50 linhagens SDF para cultivo. Apds a primeira triagem, foram cultivadas
46 linhagens SDF em meio mineral sdlido suplementado e 6leo diesel como Unica
fonte de carbono. De 46, 9 linhagens apresentaram crescimento em oleo diesel S10
e 5 linhagens foram capazes de crescer no meio de cultura contendo petréleo. Foram
escolhidas duas linhagens que apresentaram maior crescimento nos meios utilizados
e performado testes de quantificacdo de proteinas totais intracelulares e secretadas,
teste qualitativo do consumo bacteriano de petrdleo, testes da capacidade de
producdo de lipases e de biossurfactantes e da habilidade de adesédo a
hidrocarbonetos. Foram observadas diferengas em relagdo a concentracido de
proteinas nos diferentes meios testados, assim como diferengas entre proteinas
intracelulares e secretadas. Foi constatada a auséncia da formacdo de
biossurfactantes, o que motivou a busca de outro teste que pudesse evidenciar o
artificio utilizando pelas linhagens para o contato entre o dleo e a célula, confirmado
pelo teste de adesao das linhagens ao 6leo diesel. A robusta e extensiva busca por
bactérias degradadoras de Oleo diesel e petrdleo, assim como seus estudos
preliminares, proporcionam diversas possibilidades promissoras para pesquisas mais
aprofundadas acerca de microrganismos biorremediadores de petrdleo e derivados.

Palavras-chave: Biorremediacao; Microrganismos; Hidrocarbonetos.



ABSTRACT

Aerobic endospore-forming bacteria (Bafes) are gram-positive microorganisms with
low guanine-cytosine content in their genetic material. They can form spores as a
survival strategy when faced with unfavorable environmental conditions. The spore
consists of the vegetative cellular unit, with repressed metabolism and higher
resistance to temperature, radiation, chemical agents, and predation of superior
organisms. Bafes have several biotechnological applications: they produce
bioinsecticides, detergents, textile materials, biofuels, and bioremediation of heavy
metals. Bioremediation translates into removing, transforming, or reducing polluting
agents from the environment, such as petroleum. Petroleum consists of a complex
mixture of hydrocarbons mainly used as fuel, and, due to the high demand, accidents
that contaminate soils and seas are frequent, disturbing the life cycle of these
ecosystems. Given this scenario, finding bacteria capable of biodegrading petroleum
and diesel oil is essential for building an effective bioremediation system. This work
aims to select Bafes that can use hydrocarbons to obtain energy when petroleum and
diesel S10 are offered as the only carbon source. The bacteria used in this study are
Bafes isolated from the Distrito Federal soil (SDF) that are part of the CBafes collection
of the Microbiology Laboratory/LaBafes of the University of Brasilia. 50 SDF strains
were selected for cultivation. After the first screening, 46 SDF strains were cultivated
in a solid mineral medium supplemented with diesel oil as the sole carbon source. Out
of 46, 9 strains grew in S10 diesel oil, and five strains were able to grow in the
petroleum-containing medium. Two strains that showed more significant growth in the
media used were chosen for quantification tests for total intracellular and secreted
proteins, qualitative tests for bacterial oil consumption, tests for lipases and
biosurfactants production, and the ability to adhere to hydrocarbons. Disparities were
observed in the concentration of proteins in the different media tested, as well as the
differences between intracellular and secreted proteins. The absence of the
biosurfactant formation motivated the search for another test that could reveal the
device used by the strains for contact between the oil and the cell, confirmed by the
adhesion test of the strains to diesel oil. The robust and extensive search for diesel
and petroleum degrading bacteria and their preliminary studies offers several
promising possibilities for further research on microorganisms that bioremediate
petroleum and derivatives.

Keywords: Bioremediation; Microorganisms; Bacteria.
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1 INTRODUCAO

1.1 Filo Bacillota

O filo Bacillota, anteriormente designado Firmicutes, foi proposto inicialmente
em 1978 por Gibbons e Murray para abarcar todas aquelas bactérias com parede
celular gram-positiva. Posteriormente, a quantidade de citocina-guanina (G+C) do
material genético foi usada para diferenciar o filo em trés classes: Bacilli e Clostridia
com baixo teor G+C e Mollicutes com alto teor G+C. Porém, devido a suas
caracteristicas fenotipicas serem tao distintas das demais, como auséncia de parede
celular, peptideoglicano e acido muramico, com células flexiveis e altamente
pleomorficas, a classe Mollicutes foi removida e realocada ao Filo Mycoplasmatota
(anteriormente denominado Tenericutes). Atualmente, permanecem no filo as classes
Bacilli e Clostridia, além das incorporadas Culicoidibacteria, Erysipelotrichia,
Limnochordia, Negativicutes e Thermolithobacteria (Schleifer, 2009; List of Procaryotic
names with Standing Nomeclature- LPSN).

E um filo fenotipicamente diverso, atualmente compreendendo bactérias com
baixo conteudo G+C, de parede celular rigida, composta de acido muramico e por
vezes acido teicdico, sendo gram-positivas ou gram variaveis. Apresentam-se nos
formatos de bastdes, esféricos, filamentosos ou helicoidais, podendo ser modveis
devido a presenca de flagelos ou iméveis. Sdo0 em sua maioria mesofilos, neutrofilos
e quimio-organotroficos, porém, possuem representantes termofilos, psicrofilos,
aciddfilos, alcalifilos, halofitos, fotoheterotréficos. Algumas linhagens séo aerobias,
facultativas ou anaerobias estritas (Schleifer, 2009).

A caracteristica universal deste filo que o diferencia dos demais é o fato de
todas as espécies possuirem um conjunto de genes envolvidos no mecanismo de
esporulagdo. No entanto, nem todas as linhagens possuem a capacidade para tal,
indicando que esta habilidade foi perdida ao longo da evolugao por se tratar de um
processo dispendioso (Galperin, 2013).


https://lpsn.dsmz.de/class/culicoidibacteria
https://lpsn.dsmz.de/class/erysipelotrichia
https://lpsn.dsmz.de/class/limnochordia
https://lpsn.dsmz.de/class/negativicutes
https://lpsn.dsmz.de/class/thermolithobacteria
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1.2 Bactérias aerdbias formadoras de endésporos (Bafes)

As bactérias aerobias formadoras de enddsporos (Bafes) sdo microrganismos
pertencentes ao filo Bacillota e abrangem principalmente as familias Bacillaceae e
Paenibacillaceae. Sao ubiquas, podendo habitar o solo, ambientes aquaticos,
organismos superiores e ambientes extremos, como aguas termais e solos gélidos da
Antartida (Chukwudulue et al, 2023; Gomri; Khaldi; Kharroub1, 2018; Hashmi;
Bindschedler; Junier, 2020; Vollu et al., 2014).

A caracteristica principal deste grupo de bactérias é a habilidade de formar
esporos. Os esporos sdo formados através do processo de diferenciagcao celular da
célula vegetativa, chamada esporulagdo, que consiste em uma estratégia de
sobrevivéncia frente ao encontro de condigdes ambientais desfavoraveis para a
sobrevivéncia da célula. Grandes variagdes de temperatura, umidade, pH e baixa
disponibilidade de nutrientes sdo alguns dos fatores que podem incitar a formacao do
esporo (Hutchinson et al., 2014).

O esporo consiste em uma unidade celular dormente, com metabolismo
reprimido; sdo menores, mais leves, desidratadas e com maior resisténcia a
temperatura, radiacbes UV e gama, agentes quimicos e predagao de outros
organismos (de HOON, 2010). Pode se manter dormente por longos anos e apesar
da inatividade relativa, os esporos continuam monitorando o ambiente e ao encontrar
condicbes prosperas, germinam e tornam-se células vegetativas (Mckenney et al.,
2012). Os esporos sao facilmente carregados através do ar, estando presentes muitas
vezes longe do seu local de origem, o que contribui para a ubiquidade destes
microrganismos. (Nicholson et al., 2000).

Além da habilidade de habitar diferentes ambientes e de sobreviver as
condicbes mais adversas, as Bafes sdao capazes de produzir enzimas que clivam
polimeros complexos como os lipideos, polissacarideos e acidos nucleicos, permitindo
aos organismos utilizarem esses compostos para sua sobrevivéncia (Madigan et al.,
2016). Portanto, a resisténcia dessas bactérias ao possuir a habilidade de formar um
esporo, em conjunto com a capacidade de produzirem amilases, lipases,
hemicelulases e pectinases, tornam esses microrganismos um alvo na industria
biotecnolégica. As Bafes estao presentes na produgao de bioinseticidas, detergentes,
conservantes alimenticios, téxteis, biocombustiveis, probidticos, promotores agricolas

e utilizados também na biorremediagao de residuos industrias e produtos derivados
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do petréleo (Cutting, 2010; Grady, 2016; Martinez e Dussan, 2018; Mongkolthanaruk,
2012). Estudos utilizando Bacillus, Paenibacillus e Lysinibacillus revelam uma viséo
prospera do uso destas bactérias na biorremediacao de 6leo cru e 6leo diesel, bem
como a atuacdo de biossurfactantes produzidos por elas na biodegradagdo de
compostos petrolados (Cubitto et al., 2004; Hernandez-Santana e Dussan, 2018;
Jimoh e Lin, 2020; Sakthipriya; Doble; Sangwai, 2015).

1.3 Colecao de Bactérias aerébias formadoras de endésporos (CBafes)

A colecdo Bafes, situada no Laboratério de Microbiologia/Labafes
(Universidade de Brasilia, Instituto de Biologia, Departamento de Biologia Celular)
dispbe atualmente de um acervo com 312 linhagens SDF (Solo do Distrito Federal) de
bactérias aerdbias formadoras de enddsporos, designadas SDF0001-0312, além de
linhagens B. cereus FT9 e linhagens recombinantes de B. thuringiensis e B. circulans
que expressam proteina de fluorescéncia verde (GFP).

As linhagens bacterianas SDF foram isoladas previamente a partir de amostras
de solo coletados de pontos aleatérios do Distrito Federal, selecionadas a partir de
choque térmico e armazenadas em papel filtro. O acervo foi caracterizado por
abordagens taxonémicas polifasicas, analises filogenéticas por rDNA 16S e genomas
completos, analises filoprotedmicas por espectrometria de massas (MALDI-TOF),
perfil plasmidial, além de analises microbioldgicas de capacidade hemolitica,
termorresisténcia de esporos e microscopia eletrénica de transmissao. E importante
destacar que a coleta, isolamento e caracterizacido das Bafes ndo sdo de ordem
ecologica, nédo estabelecendo correlagbes entre comunidades e ecossistemas
(Cavalcante, 2014; Orem, 2014).

1.4 Petréleo

O petréleo é um liquido escuro, viscoso, inflamavel, apolar (hidrofébico) e de
odor carateristico. E um produto complexo e rico em hidrocarbonetos, composto
organico formado por atomos de carbono e hidrogénio. Possui tragos de enxofre,
nitrogénio, oxigénio e metais como ferro, manganés, cobre, zinco, chumbo, sddio,

molibdénio, arsénico, niquel, cromo e vanadio (Thomas et al., 2004). Os
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hidrocarbonetos chegam a compor cerca de 98% da constituicao total do petréleo e
podem ser classificados em alifaticos (alcanos e isoprenoides ou ramificados) e
ciclicos (naftenos e aromaticos). O petréleo bruto € constituido principalmente de
alcanos, hidrocarbonetos de cadeia aberta e com somente ligagbes simples entre os
atomos de carbono (Tissot, 1984; Unep, 1992).

A origem do petréleo é orgéanica, formado através da decomposicdo de
organismos em conjunto aos fenédmenos naturais que ocorreram ao longo dos milhdes
de anos, como erupgdes vulcanicas, separagao dos continentes, movimentagao dos
oceanos e da crosta terrestre. Esses eventos fizeram com que o material fosse
deposto em camadas profundas dos rios e mares, que sob a acao do calor e da
pressao, deram origem ao petroleo (Milani et al., 2001; Speight, 2014).

O petroleo pode ser explorado tanto em terra (onshore) como nas aguas
(offshore) e encontrado em diversas profundidades. A distribuicdo das reservas de
petréleo pelo mundo é desigual, assim como a sua quantidade e composi¢cao (MILANI
et al., 2001). A principal aplicagdo do petroleo é sua utilizagdo como combustivel,
presente em gasolinas e 6leo diesel. O 6leo diesel é o derivado do petroleo utilizado
como combustivel automdvel, maritimo, ferroviario, assim como em maquinario
agricola e em geradores de energia. Possui entre 8 e 16 carbonos e tragcos de
nitrogénio, enxofre e oxigénio. Denominado também de Diesel UBTE (ultrabaixo teor
de enxofre), o 6leo diesel S10 comercializado atualmente é assim denominado por
possuir 10 mg de enxofre a cada 1 quilo de dleo (Petrobras; Agéncia Nacional do
Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis, 2020). Portanto, o petréleo é por definigao
uma fonte de energia fossil, de origem natural e ndo renovavel. Além de combustivel,
apos o refino do petréleo bruto, originam-se produtos de alto valor agregado, como
solventes, lubrificantes, revestimento asfaltico e parafinas, além de produtos
cosmeéticos, farmacéuticos e plasticos (Martins, 2015; Speight, 2014).

O Brasil participa em cerca de 4% da produgao mundial de petréleo, com 3
milhdes de barris de petréleo por dia, ficando atras de paises como Estados Unidos
(15%) Russia (13%) e Arabia Saudita (13%). Somente no ano de 2022, foram
produzidos mundialmente 81 milhdes de barris de petréleo por dia (Instituto Brasileiro
de Petréleo e Gas- IBP, 2023). Em 2023, a capitalizagdo do mercado do petréleo
combinada das empresas de energia chegou ao marco de 2,5 trilhdes de ddlares (U.S.

Energy Information Administration- EIA, 2023).
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1.5 Derramamentos de petréleo e seus impactos

Devido a crescente utilizagdo do petrdleo, sua relevancia para a economia
mundial e consequentemente a necessidade de exploragdo, armazenamento e de
transporte em grandes quantidades ao redor do globo, sao cada vez mais frequentes
0s acidentes que ocasionam derramamentos de petréleo. As fontes de contaminagao
podem ser classificadas em quatro tipos: exsudacgao natural, extracéo, transporte e
consumo; podem advir de erupgbes de pogos, vazamento nas plataformas de
exploracéo, rupturas de oleodutos e descarga indiscriminada (Souza Filho, 2006).

O Brasil possui um longo histérico de descargas expressivas de oleo. A primeira
referéncia de grande acidente ocorreu em 1960 com 66.000 m? de 6leo despejados
na costa brasileira. Posteriormente, em 1978, estima-se que até 40.000 m?3 de 6leo
atingiram o Canal de Sao Sebastido, em S&o Paulo. Apenas um ano depois,
aproximadamente 12.000 m3 de éleo acometeram o rio Amazonas (Zacharias et al.,
2020). O acidente que atingiu a costa brasileira em 2019 que se espalhou por 2.900
km atingindo 11 estados é considerado atualmente como um dos maiores desastres
ambientais envolvendo o petroleo no Brasil. Sdo0 estimados entre 5.000 e 12.000 m?3
de o6leo despejados no mar que custaram aos cofres publicos aproximadamente R$
188 milhdes de reais destinados a remogao do poluente do mar e praias (Zacharias
et al., 2021; Brasil, 2021).

Segundo a Agéncia Nacional do Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP)
no Relatério Anual de Seguranga Operacional, no periodo entre 2013 e 2022
houveram cerca de 498 incidentes operacionais offshore, que descarregaram cerca
de 694 m3 de dleo bruto em alto mar. Derramamentos de dleo diesel também séo
notificados, totalizando 156 eventos durante o mesmo periodo (Agéncia Nacional do
Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis, 2022). Vazamentos em postos de
combustiveis ja foram notificados e possuem a capacidade de contaminar o solo,
lengol freatico e também pogos artesianos (Luz et al., 2011).

Estes acidentes e outros contaminam os ares, solos, rios, mares, manguezais,
rochas e os lengois freaticos, trazendo diversos prejuizos ao meio ambiente.
Poluentes como o petréleo e seus derivados perturbam todo o ciclo de vida do
ecossistema, pois ao entrar em contato com o ambiente, possuem a habilidade de
participar de cadeias tréficas e ciclos biogeoquimicos (Jin et al., 2023; Kuppusamy et
al., 2020). A exposigcdo do 6leo bruto faz com que esse material sofra alteragbes
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fisicas, quimicas e bioldgicas condicionadas pelo ambiente. Essas alteragbes séo
chamadas de intemperizagcao (weathering) e sao processos que podem envolver
principalmente a dissolu¢do, adsorgao, biotransformacéao, fotoxidacao e evaporacao
do petroleo, que vao depender de fatores como temperatura, umidade, local,
salinidade e da composig¢ao do petroleo.

Os hidrocarbonetos de cadeia curta, os mais passiveis de intemperizagao,
apresentam-se em forma de vapor na atmosfera, enquanto os hidrocarbonetos de
cadeias maiores apresentam-se em forma particulada (Kim et al., 2013). Por ocorrer
mais facilmente em compostos de cadeias curtas (menores, portanto, mais leves) a
intemperizagao é responsavel por diminuir a abundancia relativa de hidrocarbonetos
de cadeia curta e consequentemente aumentando a abundancia de compostos
pesados e recalcitrantes na natureza (Liu et al., 2022). Os hidrocarbonetos
incorporados a atmosfera podem ser transportados para locais distantes, ou seja, nao
somente o local em que ocorreu o derramamento de petroleo é diretamente afetado
(Mallah et al., 2022).

O petroleo e seus derivados sdo extremamente carcinogénicos, mutagénicos e
teratogénicos, capazes de induzir imunossupressdo, destruicdo de células
eritrocitarias e toxicidade a células hepaticas, neuroldgicas, nefrolégicas, assim como
infeccdes bacterianas secundarias (Ossai et al., 2020). A toxicidade do petréleo esta
relacionada principalmente a dissolu¢do da bicamada lipidica da membrana celular e
impactos no DNA (Stepanova et al., 2022).

Nos animais oleados apds contato cutaneo ou ingestdo, o petréleo pode
prejudicar a sua locomogao e alimentagdo. Foram relatadas mudangas nas razdes
entre individuos macho/fémea, reducido da abundancia e riqueza de espécies,
anormalidades em estagios iniciais de vida, diminuicdo do tamanho, aumento da
mortalidade, impacto nas relagbes simbidticas e aumento da populagdo de
organismos tolerantes e oportunistas (Soares e Rabelo, 2023).

Em plantas, o petréleo inibe o crescimento ao impedir a incorporagédo de agua
€ sais minerais, assim como bloqueia a fotossintese em espécimes cobertos com o
oleo. No solo, prejudica a condutividade da agua, levando ao desbalanceamento da
umidade, aeracdo e pH, provocando erosdes e alterando a disponibilidade de
micronutrientes as plantas, invertebrados e microrganismos (Hewelke et al., 2018).

Os acidentes impactam também o turismo e a pesca, setores que estio

diretamente ligados a subsisténcia de uma grande parte da populagdo, além da
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qualidade de vida da comunidade que depende dos rios e mares para se alimentar
(Araujo, 2020).

1.6 Manejo do petréoleo

O petroleo e seus derivados s&do uma grande ameacga ao meio ambiente e se
fazem necessarias estratégias eficazes para evitar acidentes e manejar o poluente
derramado. O grande acidente envolvendo o navio Torrey Canyon, que encalhou em
1967 liberando 120 mil toneladas de 6leo cru na costa inglesa e francesa fez com que
as autoridades internacionais voltassem suas preocupagdes para a poluicao dos
mares. Apds esse grande acontecimento, houve o fortalecimento da Organizagao
Maritima Internacional, ado¢cdo da Convencdo para a Prevengdao da Poluigao
proveniente de Navios (MARPOL), além das Convengdes Internacionais
INTERVENTION, CLC e FUND, relacionadas as Intervencdo em Alto Mar em
Incidentes de Poluigdo por Oleo, responsabilidade civil dos proprietarios de navios-
tanque e complementagao desta responsabilidade pela industria petrolifera e grandes
consumidores, respectivamente (Souza Filho, 2006).

No Brasil, sob o amparo da Lei n® 9.966 de 2000 que dispde sobre a prevencao,
o controle e a fiscalizacdo da poluicdo causada por lancamento de 6leo e outras
substancias nocivas ou perigosas em aguas sob jurisdicdo nacional e o Decreto n°
10.950 de 2022, foi criado o Plano Nacional de Contingéncia, que fixa
responsabilidades e procedimentos, para contencdo de acidentes envolvendo dleo.
Acionado pela primeira vez em 2019, é executado pelos Ministérios do Meio Ambiente,
de Minas e Energia e dos Transportes, do Ministério da Integragdo Nacional, pelas
Secretaria de Portos da Presidéncia da Republica e Secretaria Nacional de Defesa
Civil, a Marinha, o Ibama e ANP (Brasil, 2000, 2020 e 2022).

O manejo desse material pode ser classificado de trés formas: fisico, quimico
ou biolégico. O método a ser escolhido deve ser eficiente, com menor custo possivel
e que oferega menor impacto no ambiente (Doshi; Sillanpaa; Kalliola, 2018). O tipo de
Oleo, extensao do acidente, o local atingido, assim como condigdes meteoroldgicas
vao influenciar no método de escolha. Sao utilizados para o manejo fisico redes de
contencgao, fibras vegetais para a adsorg¢ao do 6leo, granulos absorventes e skimmers,

empregados para a limitagao da polui¢cao e posterior remogao, que pode ser feita com
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pas ou caminhdes-vacuo. Para o manejo quimico, sao utilizados produtos
dispersantes que vao transformar o 6leo em pequenas fragdes para posterior remogao
(Sao Paulo, 2018; EPA, 2023). Essas estratégias por muitas vezes ndo se mostram
totalmente eficientes, pois apenas removem o material de um local para outro e até
mesmo gerando subprodutos toxicos, nao biodegradaveis e que permanecem
recalcitrantes na natureza (Chase et al., 2013. Doshi; Sillanpaa; Kalliola, 2018; Zheng
etal., 2014).

Diante deste cenario, € imprescindivel a busca de alternativas sustentaveis, de
baixo custo e de alta eficacia para a remediagdo de poluentes. Outro caminho
proposto para o tratamento dos residuos € o biologico, onde ha a utilizagao de
microrganismos, que por meio de processos enzimaticos, sdo capazes de biodegradar
o poluente, transformando em elementos simples como didxido de carbono e agua. A
utilizacdo de microrganismos para a remogao, reducdo ou transformacgao de
contaminantes é chamada de biorremediacao (Azubuike; Chikere; Okpokwasili, 2016;
Yuniati, 2017).

A utilizagcdo de microrganismos para a remediagao de poluentes se apresenta
como uma alternativa sustentavel, ecologica e de baixo custo (Wu et al., 2017).
Bactérias, fungos filamentosos, leveduras e arqueias sdo capazes de biodegradar
hidrocarbonetos, tornando-se excelentes candidatos a remediagdo, muito
provavelmente devido a sua ampla distribuicdo e grande variedade nutricional
(Abatenh et al., 2017).

1.7 Utilizagao de hidrocarbonetos por bactérias

A pesquisa em busca de organismos que sdo capazes de usar agentes
poluentes como fonte de carbono tem seu inicio no comeco do século XX quando foi
observado a presenga de microrganismos em uma fina camada de parafina (Rahn,
1906). Pioneiro na area, Claude ZoBell em 1941 publicou seus primeiros insights
sobre a agao dos microrganismos no petroleo. Atualmente ha mais de 100 géneros
conhecidos de bactérias, fungos filamentosos e leveduras que sao consumidores de
hidrocarbonetos presentes tanto em ambiente marinho como no solo (Stepanova et
al., 2022). Esses microrganismos tém preferéncias distintas a cada tipo de

hidrocarboneto presente no mesmo petréleo, pois ndo ha um microrganismo que
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possua todo o complexo enzimatico necessario para degradar o petrdleo em sua
totalidade (Atlas, 1977).

A solubilidade em agua dos hidrocarbonetos cai na medida em que seu o peso
molecular aumenta, o que reflete na capacidade dos microrganismos de consumirem
0 6leo. Os alcanos possuem uma maior susceptibilidade de biodegradacéao, seguido
dos alcanos ramificados, aromaticos de baixo peso molecular e por ultimo os
cicloalcanos.  (Eastcott, 1988; Leahy e Colwell, 1990). Portanto, devido a
heterogeneidade do petréleo bruto, a construgéo ideal de um sistema biorremediador
consiste na atuacao de diferentes microrganismos na degradagao do petréleo (Atlas,
1977).

A utilizacdo dos hidrocarbonetos pelas bactérias como fonte de carbono e de
energia é um processo oxidativo catalisado por enzimas e depende de alguns fatores
para que ocorra, como 1) disponibilidade de oxigénio e agua para facilitar as reagdes
quimicas de degradacgéao; 2) contato entre o hidrocarboneto e a agua, em razao da
caracteristica hidrofébica dessas moléculas; 3) presenga de nutrientes para o
desenvolvimento microbiano. Além disso, o pH, a salinidade, a temperatura, o estado
fisico e composicao do petrdleo influenciam as taxas de biodegradagao (Baird, 2002;
Leahy e Colwell, 1990; Moreno e Rojo, 2019).

Para que o petroleo seja biodegradado pelos microrganismos, € necessario que
a célula tenha acesso as moléculas de hidrocarboneto. Para isso, os organismos
produzem surfactantes, moléculas de caracteristica anfipatica (possuem porcgdes
apolares e polares) que reduzem a tensao superficial e aumentam a area de superficie
do contato entre o0 6leo e a agua. Os biossurfactantes sdo responsaveis pela formagao
e estabilizacdo da emulsdo, fazendo com que o acesso dos microrganismos aos
hidrocarbonetos seja facilitado (Desai e Banat, 1997; Ron e Rosenberg, 2001). Os
biossurfactantes produzem microgoticulas que envolvem hidrocarbonetos através de
micelas (Watkinson e Morgan 1990). A produgdo de biossurfactantes & muito
importante devido a caracteristica hidrofébica do petréleo, onde somente uma
quantidade muito pequena de hidrocarbonetos é capaz de acessar a célula, como os
alcanos de baixo peso molecular (Moreno e Rojo, 2019).

Apo6s o contato 6leo-bactéria, a forma em que o hidrocarboneto é incorporado
na célula para ser degradado ainda é pouco elucidada, pois pode variar entre os varios
tipos de hidrocarboneto, o seu tamanho e também pode diferir entre as espécies

bacterianas. Ha trés possiveis formas de transporte do petrdleo para dentro das
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células: 1) difusédo passiva; 2) difusao facilitada através de proteinas transportadoras
e 3) transporte ativo (Hua e Wang, 2013; Moreno E Rojo, 2019).

1.7.1 Degradacéo de compostos saturados

Os alcanos constituem a maior parte dos hidrocarbonetos presentes no
petréleo bruto. Podem ser classificados como lineares (n-alcanos), ramificados e
ciclicos (cicloalcanos) e sao encontrados em trés estados fisicos: gasoso (C1-C4),
liquido (C5-C16) e sélido (>C17) (Labinger e Bercaw, 2002; Singh et al., 2012).

Os n-alcanos compreendem o grupo molecular de hidrocarbonetos que
possuem cadeia aberta e apenas ligagdes simples entre os atomos de hidrogénio e
carbono (saturados). O sucesso da biodegradagdo dos n-alcanos, assim como de
outros hidrocarbonetos, depende diretamente do tamanho da cadeia molecular. Ao
mesmo passo que a biodegradagdo ocorre mais facilmente em cadeias menores
(C10-C20) e a complexidade vai aumentando de acordo com o tamanho da molécula,
0s n-alcanos de cadeia curta (C5-C9) s&o toxicos e podem dissolver a camada lipidica
da membrana microbiana (Seabra, 2008; Sikkema et al., 1995).

A degradacdo de n-alcanos geralmente ocorre pela oxidagdo da parte
monoterminal de um grupo metil, que origina um alcool primario, que sera oxidado em
aldeido e convertido em acido graxo por outra oxidagao (Figura 1). O acido graxo
formado seguira pela via de B-oxidagao e dara origem ao acetil-CoA, que seguira pela
via do acido citrico (Rojo, 2009; Watkinson e Morgan, 1990; Wentzel et al., 2007;).
Ataques subterminais sdo menos comuns e ocorre a formagdo de um alcool
secundario. Oxidacbes terminais e subterminais podem coexistr no mesmo

microrganismo (Singh et al., 2012).

alcano — alcool primario —3 aldeido —3 4cido graxo

l Beta-oxidagao
Acetil-CoA

l Ciclo do acido citrico
biomassa

Figura 1. Fluxograma da biodegradacdo de um n-alcano por ataque monoterminal que resulta na
formacéo de biomassa.
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Os alcanos que possuem ramificagcbes sao menos susceptiveis a degradagao
microbiana que os n-alcanos e apesar das vias metabdlicas desses hidrocarbonetos
nao serem totalmente compreendidos, sabe-se que ha participacdo das vias de B-
oxidagao e w-oxidagao (Singh et al., 2012; Stepanova et al., 2022). Alcanos altamente
ramificados e os cicloalcanos sado recalcitrantes na natureza (Watkinson e Morgan
1990; Atlas, 1981).

1.7.2 Degradacéo de compostos aromaticos

Os hidrocarbonetos aromaticos sao aqueles que possuem cadeia fechada e
com seis atomos de carbono com ligagdes duplas alternadas, formando anéis
benzénicos. Podem possuir 1 anel (monociclicos) como o benzeno, ou varios anéis
(policiclicos) como os pirenos. Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) sao
moléculas altamente toxicas e carcinogénicas (Varjani, 2017).

Os compostos aromaticos menores séo degradados mais facilmente. Os mais
leves estdo sujeitos a evaporagao e biodegradacéo no estado dissolvido (Kappeler e
Wuhrmann, 1978; Rosato, 1997).

A maior dificuldade que os microrganismos enfrentam ao biodegradar os
compostos aromaticos é superar a energia de ressonancia da molécula, a qual a
confere grande estabilidade e inatividade (Fuchs; Boll; Heider, 2011). Para isso, o
processo de biodegradacao inicia por meio da inser¢ao de oxigénio (O2) na molécula
do hidrocarboneto. A monooxigenase catalisa a separacao da ligacdo entre os atomos
de oxigénio, inserindo um atomo no anel aromatico enquanto o outro atomo é reduzido
a H20. Apds esse primeiro passo, a degradagao dos compostos aromaticos pode ser

separada em duas grandes vias: a via periférica e a via central (Figura 2).

composto intermediarios metabolitos :
. — ) — ., . biomassa
aromatico centrais intermediarios

(1) (2)

Figura 2. Fluxograma da biodegradacdo de compostos aromaticos que resultam na formacao de
biomassa, onde: (1) catecdis ou ndo-catecéis; (2) Acetil-CoA, Succinil-CoA e piruvato.
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A via periférica caracteriza-se pela transformagdo dos substratos em
intermediarios centrais, que podem ser catecois ou compostos nao-catecéis (acidos
carboxilicos aromaticos substituido por hidroxila).

Ja a via central consiste na desaromatizacdo dos compostos intermediarios
centrais e quebra do anel benzénico, convertendo os intermediarios centrais em
metabdlitos intermediarios, como Acetil-CoA, Succinil-CoA e piruvato (Fuchs; Boll;
Heider, 2011; Ladino-Orjuela et al., 2016).

1.8 Prote6mica de organismos biorremediadores

Define-se “protedbmica” como um conjunto de estudos acerca das proteinas ou
proteomas. Os proteomas por sua vez sdo definidos como o conjunto de proteinas de
um organismo que sao expressas em determinados momentos e condigdes
(Aebersold e Mann, 2003; Zimmer et al., 2006). A protedbmica surge na era pos-
gendmica e estuda a expressao, estrutura e fungao das proteinas, sendo fundamental
para a observacdo de fendtipos, que sado diretamente resultantes da agdo das
proteinas, e ndo da sequéncia de genes (Chauhan e Jain, 2010; Singh e Nagaraj,
2006). E estimado que somente entre 50 e 80% dos genes codificados por um genoma
sao expressos sob condi¢cdes especificas e que dependem de estimulos externos a
célula. A composicao proteica de um organismo pode mudar com o tempo, assim
como de acordo com o ambiente (Anderson, 2006).

A protedbmica busca elucidar mecanismos moleculares, vias metabdlicas,
modificagdes pods-traducionais e tem sido utilizada para estudar a mudanga no
proteoma de organismos expostos a contaminantes derivados de atividades
antropogénicas, onde diferentes proteinas podem ser expressas ou suprimidas
(Pandey et al., 2019; Singh e Nagaraj, 2006).

O trabalho conduzido por Swati e colaboradores (2020) utilizando técnicas
protedmicas como géis de eletroforese e cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC-MS) revelou a presenca de enzimas como aldeido-
desidrogenase, ftalato-dioxigenase e F420-dependente oxiredutases, expressas por
Pseudomonas sp. em resposta a exposicao ao pireno, um hidrocarboneto policiclico
aromatico (HPA), considerado uma das classes de hidrocarbonetos mais danosas ao

meio ambiente. Macchi e colaboradores (2018) estudaram os efeitos da exposicao da
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bactéria Sphingomonas paucimobilis ao fenantreno (HPA), onde foram encontradas
17 proteinas relacionadas a transformacado de fenantreno em acido tricloroacético,
como aldeido, benzaldeido, acetaldeido e catecol desidrogenases, assim como

hidrolases e aldolases.

1.9 Enzimas que participam do consumo de hidrocarbonetos

As enzimas envolvidas no processo de biodegradagao de hidrocarbonetos sao
pertencentes a classe Oxirredutase subclasse das oxigenases. As oxigenases sao
enzimas que catalisam uma reagdo de oxidagao, transferindo oxigénio (O2) para o
substrato, podendo transferir um atomo de oxigénio por meio das enzimas
monooxigenases, ou 0s dois atomos de oxigénio através das enzimas chamadas
dioxigenases (Leahy et al., 2003; Rojo, 2010; Pérez-Pantoja et al., 2010).

Segundo Ayala e Torres (2004) s&o trés principais grandes grupos enzimaticos
responsaveis pelos processos de biodegradacdo dos alcanos: metano
monooxigenases (MMO), alcano-hidroxilases (Alk) e citocromo P450
monooxigenases.

O grupo metano-monooxigenases (MMO) €& formado por duas formas
enzimaticas, a forma particulada (pMMO) e a forma soluvel (sMMO). Essas enzimas
sdo expressas em microrganismos metanotroficos, ou seja, que possuem a
capacidade de utilizar metano como fonte de energia. pMMO ¢é uma proteina
membranar produzida por todos os organismos metanotroficos que € capaz de oxidar
somente um grupo restrito de alcanos de cadeia curta. Ndo sdo bem caracterizadas
devido a sua instabilidade. Ja o sistema sMMO é expresso apenas por alguns
microrganismos metanotréficos e pode oxidar uma grande variedade de compostos,
como os aromaticos, aliciclicos e heterociclicos. Sdo enzimas que participam do
sistema sMMO: oxigenase, reductase e proteinas de acoplamento.

O grupo das alcano-hidroxilases é composto por trés monooxigenases:
hidroxilase, rubredoxina e rubredoxina redutase. Sao capazes de oxidar
hidrocarbonetos lineares de cadeias médias e longas.

O grupo citocromo P450 possui dois componentes, hidroxilase e redutase. Esse

sistema ndo é tdo presente em bactérias, sendo predominante em fungos. Sao
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proteinas heme e catalisam os substratos utilizando NAD(P)H como cofator (Ayalla e
Torres, 2004; Fuchs; Boll; Heider, 2011).

Para a degradacédo de compostos aromaticos, duas familias s&o principais na
atuacédo da catalise: oxigenases Rieske ndo-heme e monooxigenases diferro soluveis.

A familia das enzimas Rieske n&do-heme oxigenases sdo importantes para a
ativagao e degradacado de compostos aromaticos como benzoato, naftaleno, bifenil,
tolueno e outros. Geralmente catalisa a incorporagdo de dois atomos de oxigénio no
anel aromatico, apesar da familia também possuir monooxigenases (Pérez-Pantoja et
al., 2010). Sado NADH dependentes e compostos por flavoproteina redutase e
ferrodoxina ferro-sulfurico (Barry e Charles, 2013).

A familia das enzimas das monooxigenases soluveis diferro consistem em um
complexo formado por redutases, cofatores organicos ou ions ndo metalicos e
hidroxilases. Possuem estrutura quaternaria e o centro com dois atomos de ferro em
cada subunidade alfa. S3o classificadas de acordo com a subunidade, sendo dividida
em metano-monooxigenases soluveis (sMMO), fenol hidroxilase e alceno
monooxigenases. Sao capazes de monooxigenar benzeno e tolueno em fendis e

posteriormente para catecois (Leahy et al., 2003).

1.10 Produtos biorremediadores

No Brasil, os produtos biorremediadores sdo regulamentados pela Portaria
Ibama n° 241 de 2023, que institui orientagbes técnicas-normativas sobre a
classificagdo de produtos remediadores registraveis junto ao Ibama e a pela
Resolugdo CONAMA n° 463 de 2014, que realiza o controle ambiental de produtos
remediadores. A regulamentacao é necessaria pois estes produtos podem ocasionar
desequilibrio no ecossistema e danos ao meio ambiente, em razdo de suas
peculiaridades e/ou o uso inadequado. Segundo a CONAMA 463, serao considerados
remediadores quando “visarem a reducdo da massa de contaminantes no efluente
tratado a ser despejado em corpo hidrico receptor ou no solo,
particionando/degradando e reduzindo as concentragdes do contaminante, de modo
que haja transformacdo das substancias contaminantes”. Portanto, além da

regulamentacao do registro e classificacao de produtos biorremediadores, estes ainda
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nao poderao ser utilizados livremente, dependendo da autorizagado do érgao ambiental
competente (Brasil, 2014, 2023a).

Atualmente, existem 56 produtos remediadores registrados junto ao Ibama e
destes, 73% sé&o produtos biorremediadores (41). Produtos biorremediadores voltados
para o tratamento de efluentes de residuos agroindustriais, de industria alimenticia,
de papel e celulose, de efluentes de esgotos domésticos e corpos d’agua
contaminados com matéria organica, representando 67% (38) dos produtos
registrados, enquanto produtos voltados para biorremediacédo de petréleo abrangem
5% (3). Dos trés produtos voltados para o petrdleo, um utiliza extrato de
Sacharomyces cerevisae livre de células (Accell Clean Swa®), e outros dois utilizam
coquetéis de Arthrobacter, Micrococcus, Paenibacillus, Nocardia e Rhodococcus (Bio
Lig Wta® e Bio Cubo Hc®) (Brasil, 2023b).
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2 JUSTIFICATIVA

E inegavel a importancia biotecnolégica das Bafes. Sdo microrganismos que
possuem diversas aplicabilidades, que vao desde a area médica com a producéo de
antimicrobianos, até a agricultura com a atuagéo biocida e promotora de crescimento
de varias plantas (Grady, 2016). Sao bactérias que tém um alto potencial de
exploragdo, que porventura podem ultrapassar as atuais barreiras fisicas da
construgcédo de um sistema biorremediador eficaz por se tratar de microrganismos que
suportam condigdes adversas (Mongkolthanaruk, 2012; Atlas, 1977).

Portanto, levando em consideragao o atual cenario dos constantes acidentes
de origem petrolifera e a falta de iniciativas que efetivamente resolvem o problema de
contaminagao dos solos, mares e rochas afetados, faz-se necessario mais estudos
acerca da maquinaria bioquimica produzida para o consumo de hidrocarbonetos e
como o metabolismo do carbono se porta frente ao consumo desse material, a fim de
desenvolver novas estratégias de utilizacdo dessas bactérias como potenciais
biorremediadoras.

Dessa forma, encontrar microrganismos que sejam capazes de biodegradar o
petréleo, analisar o perfil de degradacgao e as proteinas envolvidas no processo sao
de suma importancia para uma futura implementacdo de um novo protocolo de
biorremediagdo, assim como explorar as novas possibilidades de utilizacao
biotecnolégica das bactérias que estdo presentes no solo do Cerrado do Distrito
Federal. Essa descoberta proporciona melhor entendimento sobre os mecanismos
bioquimicos das Bafes, além de impactar diretamente na maneira em que os
acidentes de derramamento de petréleo sdo manejados, trazendo beneficios ndo

somente ambientais, mas também para toda a comunidade.
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3 OBJETIVO GERAL

Testar a capacidade de utilizacdo de petréleo e/ou dleo diesel pelas bactérias

aerobias formadoras de enddsporos (Bafes).

3.1 Objetivos especificos

Bioprospectar BAFES em meio solido contendo dleo diesel S10 e
petroleo como fontes de carbono unicas;
Analisar a biodegradacao parcial do petroleo e 6leo diesel S10 via

testes de biodegradacéao de hidrocarbonetos em cultivos microbianos
liquidos;

Analisar a capacidade de producado lipases através de cultivos
sélidos em meio com tributirina (fonte de gordura) e determinar o
indice enzimatico;

Avaliar a forma de contato 6leo-célula através de testes que avaliam
a capacidade de produgdo de biossurfactantes e adesdo a
hidrocarbonetos;

Avaliar a composigao proteica do secretoma e proteoma intracelular
quando BAFES bioprospectadas forem cultivadas em presenga de
petréleo e/ou 6leo diesel como unica fonte de carbono, através de

analises protedmicas iniciais (quantificacéo e eletroforeses).
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4 METODOLOGIA

4.1 Microrganismos

As linhagens bacterianas utilizadas neste estudo, denominadas linhagens SDF
(Solo do Distrito Federal) fazem parte do acervo da colegdo CBafes do Laboratdrio de
Microbiologia/ LaBafes da Universidade de Brasilia coordenada pela Profa. Dra.
Marlene Teixeira De-Souza (UnB, Instituto de Biologia), responsavel por orientar
projetos que culminaram na obtencdo prévia das linhagens através da coleta de
amostras do solo do Distrito Federal.

As amostras foram obtidas através da coleta de solo superficial, entre 5 e 8 cm
de profundidade, em pontos aleatodrios. Apos a coleta, amostras de solo passaram por
pré-tratamento térmico a 80°C em estufa por 5 horas. O solo pré-tratado foi agitado
com solugéo NaCl 8% por 1 minuto, deixado em repouso e coletado o sobrenadante.
O sobrenadante foi submetido ao tratamento de choque térmico a 80° por 10 minutos
e incubados em gelo por 5 minutos. Apds esse periodo, o sobrenadante foi inoculado
em meio nutriente (Peptona 0,5%, extrato de carne 0,3% e MnSO4 0,010 g) de 24 a
72 horas a 28°C. As células foram induzidas a esporulacao a 28°C, com agitagao de
200 rpm em meio nutriente ou HCT (Triptona 0,5%, hidrolisado de caseina 0,2%, 50
mL KH2PO4 0,5 M; 10 mL de solu¢do de MgS0O4.7H20 50 mM, MnSO4.H20 1 mM, e
ZnS04.7H20 4 mM, 10 mL de solucao de Fe2(SO4)3 7 mM e H2SO4 0,1 M, 10 mL de
solugao de CaCl2.2H20 0,1 M, glicose 0,3%, volume final de 1 L, pH 7,25). As amostras
esporuladas passaram por tratamento de choque térmico a 80°C por 10 minutos e
incubadas em gelo por 5 minutos. Aliquotas da suspensdo de esporos foram
armazenadas em tubos de preservacao de microrganismos com tiras de papeis filtro,
que foram secos em estufa a 37°C e estocados a temperatura ambiente (Cavalcante,
2014).

Para os indculos, foram utilizadas as suspensdes de esporos secas

resuspendidas em agua destilada autoclavada, armazenadas a 4°C.
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4.2 Hidrocarbonetos

O dleo diesel S10 (ODS10) foi adquirido comercialmente em Brasilia, Distrito
Federal. O 6leo foi esterilizado em sistema de filtragcdo a vacuo (Kasvi, membrana PES
e poros de 0,22 ym), separado em aliquotas de 10 mL em tubos Falcon estéreis,
tratado com luz UV por 30 minutos e armazenado em uma temperatura de -22°C.

A amostra de petréleo utilizada neste estudo foi fornecida pelo Laboratério
LEPETRO (Exceléncia em Geoquimica, Petréleo e Meio Ambiente) do Instituto de
Geociéncias da Universidade Federal da Bahia, coletado do Campo Dom Joao,
localizado no Recéncavo Bahiano. Para verificar se havia contaminacéo, o petréleo
foi inoculado em placas com meio e Luria-Bertani e incubado a 28°C por 7 dias e nao

houve crescimento de qualquer microrganismo. Foi armazenado a -22°C.

4.3 Meios de cultura

Foram utilizados o0s seguintes meios de cultura nas subsequentes
composicoes:
¢ Meio nutriente- 5 g/L de digestdo enzimatica de gelatina, 3 g/L de extrato de carne,
189 de agar bacterioldgico, pH 6,8 £ 0,2 (Acumedia);
e Luria Bertani (LB)- 5 g/L de extrato de levedura, 10 g/L de peptona de caseina, 10
g/L de NaCl e 18 g/L de agar bacteriolégico, pH 7,2;
e Bushnell-Haas- 1 g/L de KH2PO4, 1 g/L de K2HPO4, 1 g/L de NaNOs, 0,2 g/L de
MgSO4¢7H20, 0,05 g/L de FeCls, 0,02 g/L de CaCle2H20, 20 g/L de agar bacterioldgico
pH 7+ 0,2 (Himedia);
e Bushnell-Hass + extrato de levedura (BH+EXT) - Meio BH suplementado com 1%
de extrato de levedura (p/v); Meio controle;
e Bushnell-Hass + éleo diesel S10 (BH+ODS10) - Meio BH suplementado com 1%
de dleo diesel S10 (v/v); adicionados em uma temperatura de aproximadamente 80°C
apos autoclavar a 121°C por 15 minutos;
e Bushnell-Hass + petroleo (BH+PET) - Meio BH suplementado com 1% de petrdleo
(v/v) adicionados em uma temperatura de aproximadamente 80°C apods autoclavar a

121°C por 15 minutos;
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e Tributirina- 3 g/L de extrato de levedura, 5 g/L de peptona de caseina, 15 g/L de
agar bacteriologico e 10 g/L de tributirina, pH 7.5£0,2, autoclavados a 121°C por 15
minutos (Atlas, 1993).

As placas de meio de cultura BH+PET receberam tratamento de luz UV por 30
minutos para esterilizagdo. Para os cultivos liquidos, somente foram removidos o agar

da composigcao dos meios de cultivo.

4.4 Bioprospecgao

A bioprospecgao consiste na busca de bactérias que sejam capazes de
formarem col6nias em meios de cultura onde a unica fonte de carbono presente
advém dos hidrocarbonetos do petréleo e/ou d6leo diesel e, portanto, capazes de
degradarem esse composto para sua metabolizagdo. Para isto, as linhagens
selecionadas foram cultivadas em meio nutriente, LB ou BH+EXT e incubadas por 24
horas a 28°C, com a finalidade de testar se haveria crescimento a partir da suspensao
de esporos. ApOs essa primeira triagem, as linhagens que apresentaram crescimento
em pelo menos algum dos trés meios testados foram cultivadas em meio BH+ODS10.
A capacidade das linhagens SDF formarem colénias em meio contendo d6leo diesel
S10 1% foi utilizada como critério para escolha das linhagens que seriam inoculadas

em meio com petroleo (Figura 3).
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Linhagens nao

selecionadas
o Meio

- nutriente
Suspensao de esporos Houve crescimento? Nio
(Linhagens SDF)
Luria-Bertani
Sim
Suspensao de esporos
das linhagens que
BH + ODSI10 ————] ¢resceram em meio o
nutriente ou LB
Nao Houve crescimento?
Suspensio de esporos
. das linhagens que
Linhagens nio Sim 2" cresceramem [ BH+PET
selecionadas o BH+ODS10

Figura 3. Organograma para a sele¢éo de linhagens SDF que foram selecionadas, onde: LB= meio de
cultura Luria-Bertani, BH + ODS10 = meio de cultura Bushnell-Haas suplementado com éleo diesel
S10, BH + PET = meio de cultura Bushnell-Haas suplementado com petréleo, crescimento=presenca
de coldnias bacterianas. Os numeros 1, 2 e 3 indicam a ordem cronoldgica dos inéculos realizados.

Para a fase de bioprospec¢cdo em hidrocarbonetos, as linhagens foram
cultivadas em meios sélidos (BH+ODS10 e BH+PET), utilizando a suspenséo de
esporos bacterianos com o auxilio de alca descartavel de 10 pL, incubados a 28°C na
estufa bacteriolégica por 7 dias.

Para visualizagdo das estruturas bacterianas foi utilizada a microscopia de
contraste de fase (MCF), onde permite a visualizagdo das estruturas sem coloragéo,
baseando-se no principio da difracao da luz.

Ao todo, foram inoculadas 46 linhagens SDF em meio BH+ODS10 sélido.

4.5 Cultivo bacteriano

ApoOs a fase de bioprospecgéo, as linhagens selecionadas para o seguimento
do estudo que foram positivas para o crescimento em 6leo diesel e petréleo foram
cultivadas a fim de coletar as células bacterianas e o material secretado. Para isso,

foram realizados cultivos liquidos.
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Partindo de um pré-inéculo em meio sélido BH+EXT, as células foram
inoculadas em Erlenmeyers de 250 mL contendo 25 mL de meio de cultura BH+EXT,
BH+ODS10 e BH+PET. Os inéculos foram incubados a 28°C na incubadora Tecnal
TE-4200 com agitagcado de 200 rpm por 7 dias. Apds esse periodo, os cultivos foram
filtrados separadamente utilizando o aparato composto por Kitassato com bomba a
vacuo, funil de porcelana tipo Buchner 55mm e papel filtro Qualy® (80 g/m? e poros
de 14 ym). O material filtrado foi centrifugado por 10 minutos a 14.000 gravidades em
temperatura de 4°C e entdo separado o sobrenadante (material secretado) e o pellet.
O material secretado foi armazenado em -20°C, enquanto os pellets passaram por
trés lavagens utilizando PBS (10 mM tampé&o fosfato (NazHPO4 e KH2PO4), NaCl 137
mM, KCI 2.7 mM, pH 7,4) centrifugadas por 10 minutos cada lavagem, a 14.000

gravidades em temperatura de 4°C e armazenadas a -80°C.

4.6 Curva de crescimento

Para a curva de crescimento as linhagens SDF selecionadas para o estudo
foram cultivadas em meio Bushnell-Haas liquido com 1 - extrato de levedura, ou 2 -
petroleo, ou 3 - 6leo diesel S10 na concentracao de 1%, a fim de comparar o padrao
de crescimento nessas trés diferentes fontes de carbono utilizadas. As linhagens
foram cultivadas em microplacas de 12 pogos com volume final de 1 mL em cada
poco, em triplicata. A incubacao e leitura de absorbancia foram feitas em equipamento
CLARIOstar (BMG Labtech, Ortenberg, Alemanha).

4.7 Biodegradacao de hidrocarbonetos

O potencial dos microrganismos em degradar o petréleo e o 6leo diesel foi
analisado a partir da utilizagdo do corante 2,6 diclorofenol-indofenol (DCPIP), que
indica colorimetricamente a degradacédo de hidrocarbonetos. O principio do teste
desenvolvido por Hanson et al (1993) baseia-se que durante a oxidagdo dos
hidrocarbonetos utilizados pelos microrganismos, elétrons sao transferidos para
aceptores de elétrons como oxigénio, nitratos e sulfatos. Ao incorporar no meio um
aceptor de elétrons como o DCPIP, torna possivel analisar a habilidade do
microrganismo em utilizar o hidrocarboneto observando a mudanca de cor do meio de

azul (reduzido) para sem coloragao (oxidado).
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As linhagens SDF0016 e 0075 foram cultivas em meio liquido BH+ extrato de
levedura a 28°C por 24 horas. Apos esse periodo, as células foram coletadas e
corrigidas de forma que cada cultivo tivesse a OD=1. A suspenséo de células corrigida
foi inoculada em triplicatas nos seguintes meios liquidos: BH+OD, BH+PET e
BH+EXT, todos adicionados 10 mg/mL de corante DCPIP. Os cultivos foram incubados
a 28°C com agitagao de 200 rpm por 7 dias. Ao final do periodo determinado, foi
observado se havia a mudanca de cor do meio de azul (reduzido) para incolor
(oxidado). Além dos cultivos com in6culo, foram incubados em triplicata meios BH sem
adicdo de qualquer fonte de carbono, sem inéculo bacteriano e com o corante, a fim
de verificar se haveria oxidagdo do meio mesmo sem qualquer tipo de agdo microbiana

(controle negativo).

4.8 Lipases

O teste de deteccdo de lipases consiste na avaliagdo semiquantitativa da
capacidade dos microrganismos de degradarem compostos lipidicos. Descrito por
Sierra (1953), as linhagens SDF0016 e SDF0075 foram inoculadas utilizando 10 uL
de suspensao de esporos com alca bacterioldgica em meio tributirina. Os indculos
foram feitos em triplicatas nas placas, depositando os 10 uL em trés pontos distintos
da placa, em trés placas. Os inéculos foram incubados a 28°C por 7 dias e apos o
tempo de incubacgao, foi verificado o aspecto e o didmetro das colbnias. O indice
enzimatico é calculado pela equagao da razéo entre o diametro do halo e o didametro

da colbnia:

__ DH
T DC

Na qual:
IE= indice enzimatico
DH= diametro do halo em centimetros
DC= diametro da colbnia
Determina-se que sao negativas para o teste as linhagens que néo
apresentarem halo, enquanto erdo consideradas boas produtoras de lipases as

linhagens que possuirem indice enzimatico > 2.
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4.9 Deteccao de biossurfactantes

A deteccdo de biossurfactantes consiste na avaliacdo semiquantitativa da
capacidade das bactérias em produzirem surfactantes através do teste de
emulsificacdo (BENTO; CAMARGO; GAYLARDE, 2008). As bactérias foram
cultivadas em meio Bushnell-Haas com 1% de 6leo diesel e/ou petrdleo (v/v) por 7
dias em temperatura de 28°C em agitagao de 200 rpm. Apds esse periodo, 2 mL de
cultura e 2 mL de hidrocarboneto foram adicionados em tubo de ensaio de fundo reto.
A solucado é agitada por 2 minutos e deixada em repouso por 5 minutos. Entéo, é
calculado o indice de emulsificagdo descrito por Cooper e Goldenberg (1986). O indice
sera obtido apds 5 minutos (E5) e 24 horas (E24) e calculado através da equacao (3)
onde a medida da altura da camada emulsificada é dividida pela altura total da coluna

do tubo vezes 100, tornando o resultado expresso em porcentagem.

| = He/Ht x 100 (2)

Na qual:
| = indice de emulsificagcao
He = altura da camada emulsificada
Ht= altura total da coluna do tubo
As linhagens serao consideradas positivas no teste de emulsificagdo quando

os indices de emulsificagao foram iguais ou superiores a 10%.

410 Adesao a hidrocarbonetos

Desenvolvido por Rosenberg e colaboradores (1980) o teste de adeséao
microbiana a hidrocarbonetos (do inglés Microbial Adhesion to Hidrocarbons- MATH)
€ um ensaio rapido que avalia a interacdo entre as células com hidrocarbonetos
liquidos através do uso de diferentes tempos de homogeneizagao e repouso.

Foram cultivadas em meio solido BH + extrato de levedura 10 uL de suspenséao
de esporos das linhagens SDF0016 e 0075 por 48 horas a 28°C. Apds esse periodo,
as células bacterianas foram coletadas e lavadas em 1 mL de tampao FUM, composto
por 22,2 g/L de K2HPOa4, 7,26 g/L de KH2PO4, 0,2 g/L de MgSO47H20 e 1,8 g/L de
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Ureia. As solugdes foram centrifugadas a 5000 g por 10 minutos e repetido o processo
de lavagem e centrifugacdo. Posteriormente, as células foram resuspendidas no
mesmo tampéo. A OD da suspensao de células foi corrigida para 0,4 a 400 nm (AO).
Em um tubo de ensaio, foram adicionados 2,4 mL da suspensao de células com a OD
corrigida e 0,4 mL de d6leo diesel S10 e incubado a temperatura ambiente por 10
minutos. Apds esse periodo, os tubos foram homogeneizados no voértex por 2 minutos
e deixado em repouso por 15 minutos. A fase aquosa foi recolhida para leitura em 400

nm e microscopia (A1). A hidrofobicidade é calculada segundo a equagao:

H9% = (1-2)x 100 (3)
Na qual:

H%= hidrofobicidade expressa em porcentagem

A1= Absorbancia da fase aquosa apos o teste de aderéncia

AO= Absorbancia da suspensao de células inicial (0,4)

A diminui¢cao da OD é correlacionada com a hidrofobicidade do microrganismo,
que nao esta mais presente na fase aquosa, e sim aderido ao hidrocarboneto. O teste
nao foi performado utilizando o petréleo bruto, pois devido a suas caracteristicas
fisicas como cor e espessura, nao seria possivel visualizar em microscopia as células

aderidas, bem como realizar a leitura espectrofotométrica da fase aquosa.

4.11 Lise bacteriana fisica e quimica

O rompimento da membrana celular para o extravasamento do material
proteico para analise protedmica foi obtido através de dois métodos utilizados em
conjunto: lise fisica e quimica. Para a lise quimica, os pellets foram lavados em tampao
de lise (100mM de Tris HCI, SDS 4% suplementado com comprimido de inibidor de
protease Roche®, pH 7,6). Posteriormente, foram submetidos a lise fisica no
Beadbeater (Biospec®) por 5 minutos e entao centrifugados por 15 minutos a 20 mil
gravidades, onde o sobrenadante é coletado e armazenado a -80°C.
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412 Quantificagado de proteinas totais

A quantificacdo de amostras de proteinas intracelulares e secretadas das
linhagens SDF0016 e SDF0075 foi realizada a partir do lisado de células dos cultivos
liguidos e o meio secretado, utilizando BH+EXT como controle, BH+ODS10 e
BH+PET. A concentracdo de proteinas totais presentes nas amostras foram
quantificadas utilizando o kit de quantificagdo Pierce Micro BCA (ThermoFisher).

A quantificacdo pelo método BCA baseia-se na redugéo de ions de cobre na
presenca de proteina em meio alcalino (propiciado pelo carbono de tartarato)
conhecida como reag¢ao do biureto, combinada com a adigdo do acido bicinconinico
(BCA) que reage ao cobre reduzido, produzindo a cor purpura. A intensidade da cor
produzida foi analisada no espectrofotometro CLARIOstar (BMG Labtech, Ortenberg,
Alemanha) em comprimento de onda de 562 nanémetros. Apds a construgao da curva
padrao utilizando a concentracao de albumina sérica bovina (BSA), a intensidade da
cor produzida € correlacionada com a concentragdo de proteinas presente na
amostra. O teste foi realizado em microplacas de 96 pog¢os seguindo as orientagdes

do kit e o resultado expresso em pg/uL.

413 Eletroforese desnaturante SDS-PAGE

A anadlise de perfil das proteinas secretadas e das proteinas intracelulares
foram realizadas por géis eletroforéticos (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrilamide Gel
Eletrophoresis-SDS-PAGE) de acordo com Laemmli (1970). O marcador utilizado foi
o Precision Plus Protein Dual Color (Bio-Rad, Califérnia) que abrange proteinas entre
10 e 250 kDa. Foram adicionados a amostra o tampao de amostra (glicerol 10%, -
mercaptoetanol 5%, SDS 2,3%, Tris-HCI 0,0625 M) que foram aquecidos por 5
minutos a 100°C e aplicadas no gel de poliacrilamida-bisacrilamida (30%) na
concentracao final de 12% e 1 mm de espessura. Para as corridas, foram aplicados
25 mA com voltagem constante em sistema Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad,
Califérnia) por aproximadamente 50 minutos. Apds a corrida, os géis foram corados
com Coomassie azul brilhante e nitrato de prata de acordo com Candiano e
colaboradores (2004) e Chevallet (2006). Posteriormente foram escaneados
digitalmente utilizando o fotodocumentador de géis L- PIX Chemi (Loccus).
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4.14 Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software PAST
(Palaeontological Statistics). Os dados foram primeiramente submetidos ao teste
Shapiro Wilk para observacao da normalidade e, posteriormente, aos testes One Way

Anova e Tukey’s Parwise Comparisions, todos com niveis de significancia P < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Bioprospecc¢ao

Foram selecionadas 50 linhagens SDF para cultivo e destas, 46 obtiveram
crescimento nos meios nutriente, LB ou BH+EXT, utilizados para indicar presenga de
material nas amostras de suspensao. As 46 linhagens SDF foram testadas no meio
BH+ODS10 sdélido e apds o tempo de incubagéo 7 dias a 28°C, 09 linhagens SDF
apresentaram formagao de colénias a partir do indculo da suspensédo de esporos
(Tabela 1).

Tabela 1. Crescimento bacteriano nos meios nutriente, LB, BH+EXT (Controle) e

BH+ODS10.
Llngagem Meio | yeio LB | BH+EXT | BH+ODS10
DF nutriente

0002 NT NT + -
0007 - - - NT
0008 NT NT + -
0009 + + + +
0010 + - + +
0011 + + + -
0013 NT + + -
0015 + + + -
0016 + + + +
0017 + + + -
0020 NT NT - -
0023 NT NT + -
0024 - + + +
0025 - - - NT
0027 + + + -
0028 + + + -
0037 - + - -
0055 + + +

0063 - - - -
0065 + + + -
0068 + + + +
0075 + + + +
0080 NT NT + -
0095 + - - NT
0119 + + + +
0133 + NT + -
0141 NT NT + -
0160 - + + -




0161 + + + -
0162 NT NT - -
0163 + + + -
0164 NT NT - -
0168 + + + -
0174 NT NT - -
0180 NT NT - -
0188 NT NT - -
0191 NT NT + -
0195 NT NT + -
0197 + + + -
0214 - - - NT
0216 + + + -
0220 + + + -
0227 NT NT + -
0236 + + + -
0256 + + - -
0259 - NT - -
0265 NT NT - -
0288 + + + -
0297 + + + -
NT: | 0302 + + + +

testado; (+): formagao de coldnias; (-): ndo houve crescimento bacteriano.
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As linhagens SDF que identificamos tendo efetividade no consumo de dleo

diesel S10 foram em sua maioria as bactérias da espécie Peribacillus simplex

(anteriormente denominada Bacillus simplex). Desta espécie, foram 5 linhagens com
crescimento positivo: SDF0009, SDF0016, SDF0024, SDF0068 e SDF0075. Além
dessas, espécies como Bacillus clausii (SDF0010), Bacillus aryabhattai (SDF055),

Bacillus cereus (SDF0119) e Bacillus amyloliquefaciens (SDF0302) também formaram

colonias no meio BH+ODS10.

Na caracterizacdo morfolégica das colbnias presentes no meio BH+EXT

(controle) pode-se observar coldnias grandes de 3 a 6 mm de didmetro e amareladas,

com aspecto cremoso e brilhante, forma circular, umbonada e com as bordas inteiras

(Sociedade Americana de Microbiologia, 2007). No periodo de 24 horas de incubagao

€ possivel observas as col6nias dispersas por toda a placa (Figura 4).
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Figura 4. Imagem de placa da linhagem SDF0075 apds 24 horas de incubacdo a 28°C em meio
Bushnell-Hass suplementado com extrato de levedura (BH+EXT) apresentando formag&o de col6nias

bacterianas de Peribacillus simplex. Fotografia realizada sob contador de colénias.

Quando comparadas ao meio BH+EXT, as colénias do meio BH+ODS10 sao
menores, esbranquigadas com bordas e tamanho irregulares (Figura 5).

Figura 5. Imagem de placa da linhagem SDF0075 apds 7 dias de incubagcdo em meio Bushnell-Hass
suplementado com 6leo diesel S10 (BH+ODS10) apresentando formagdo de coldnias bacterianas de
Peribacillus simplex, onde (A): fotografia da placa realizada sob contador de colbnias, (B): imagem
ampliada das col6nias bacterianas indicadas pela seta vermelha. Fotografia realizada sob contador de

colbnias.
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Das 09 linhagens SDF que cresceram em meio BH+ODS10 e assim foram
selecionadas para o cultivo em petréleo, 05 apresentaram formacéao de colbnias, tanto
na concentragao de 1% como 0,1%, todas pertencentes a mesma espécie Peribacillus
simplex (SDF0009, SDF0016, SDF0024, SDF0068 e SDFO0075). As colbnias
apresentam padrao de crescimento e caracteristicas semelhantes as col6nias no 6leo

diesel S10, sendo ligeiramente maiores (Figura 6).

A B

Figura 6. Imagem da placa da linhagem SDF0075 apoés 7 dias de incubacdo em meio Bushnell-Hass
suplementado com 0,1% de petréleo (A) e com 1% de petrdleo (B) apresentando formacédo de coldnias

bacterianas de Peribacillus simplex. Fotografia realizada sob contador de coldnias.

Ao final dos sete dias de incubacao foi averiguado através da microscopia de
contraste de fase (MCF) que as bactérias ainda ndo tinham entrado em processo de
esporulagdo (Figura 7). Este fato pode ser correlacionado a boa utilizagdo dos
hidrocarbonetos como fonte de carbono, onde os microrganismos provavelmente nao
consideraram a falta de um nutriente convencional como fator determinante para a

esporulagao (Setlow, 2014).
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Figura 7. Imagem da microscopia por contraste de fase (MCF) da linhagem SDF0075 apés 7 dias de
incubacgéo a 28°C em meio BH+ODS10, onde: (A) fotografia realizada no microscépio com aumento de
100x e (B) imagem ampliada da microscopia para visualizagdo das células bacterianas indicadas pela
seta vermelha.

Peribacillus simplex, anteriormente denominada Bacillus simplex (GARRITY e
OREN, 2020) é uma espécie bacteriana onde a maioria das suas linhagens sao
aerdbias estritas e moéveis. E gram-variavel, possui formato bacilar com didmetro entre
0,7-0,9 um e os individuos podem se agrupar em cadeias, em pares ou permanecer
sozinhas. Os esporos desta espécie sao esféricos ou elipsoidais e podem ser
localizados na posi¢ao central, terminal ou subterminal. Possuem crescimento 6timo
entre 20-30°C e na faixa de pH entre 7 e 9. Sd0 oxidase-negativos e catalase-positivos
(LOGAN e de VOS, 2009). A Tabela 2 sumariza algumas das caracteristicas principais
das linhagens SDF0016 e SDFO0075.



49

Tabela 2. Caracteristicas das linhagens SDF0016 e SDF0075.

SDF0016 SDF0075
indice de similaridade 98% 99%
Hemodlise Negativa Negativa
Motilidade Positiva Negativa
Posicao do esporo Central/terminal Terminal
Formato do esporo Eliptico Oval
Coloragao de Gram positivo Variavel
Numero de acesso NCBI MH356301 MH356342

Fonte: Elaborado pelo autor com base em Magalh&es (2019) e Martins (2020).

Lipinska e colaboradores (2021) realizaram um estudo utilizando P. simplex em
consorcios microbianos e obtiveram éxito na aceleragéo da biodegradagéo de um HPA
presente no petroleo, o pireno. Além do pireno, Rabodonirina et al. (2019) avaliaram
a biodegradacéao de fluoreno e fenantreno por um consorcio contendo P. simplex e
obtiveram taxas de biodegradacgao de 65-86% e 86-95% para fluoreno e fenantreno,
respectivamente. A biodegradacdo de naftalenos, um hidrocarboneto aromatico,
também foi realizada por espécies de P. simplex (Nair et al., 2008).

Os consoércios microbianos sdo mais vantajosos em relacdo ao emprego de
somente um microrganismo na degradacado de petrolatos, pois possuem diversa e
extensa capacidade metabdlica oferecida pelos diferentes microrganismos utilizados.
Os diferentes individuos disponibilizam um arsenal enzimatico necessario para o
ataque dos diferentes componentes do petrdleo e seus derivados, visto que
dificilmente um organismo sozinho possui todo 0 maquinario enzimatico necessario
para a completa degradagao de um conjunto de hidrocarbonetos (Varjani, 2017). Em
contraponto, a adicdo de microrganismos diferentes para a atuagdo de um mesmo
processo metabdlico pode resultar na producdo de compostos que inibem o
crescimento ou desenvolvimento de culturas bacterianas, o que pode comprometer os
resultados esperados (Rosenberg et al., 2016).

Portanto, a utilizagdo de diferentes linhagens da mesma espécie pode superar
o problema de culturas microbianas mistas, onde a competicido entre as espécies

pode afetar o metabolismo dos microrganismos envolvidos (Atlas, 1977).
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Os experimentos seguiram com as linhagens SDF0016 e SDF0075, pois foram

capazes de crescer em ambos os meios testados.

5.2 Curva de crescimento

O crescimento bacteriano foi avaliado em duas linhagens de Peribacillus
simplex, SDF0016 e SDF0075 em dois meios diferentes, BH+ODS10 e extrato de
levedura (controle). Foram incubados por 5 dias e as leituras foram realizadas a cada
1 hora, por 120 horas. E possivel observar que o crescimento em meio com 6leo diesel
(BH+ODS10) € menor quando comparado ao meio controle rico em nutrientes (extrato
de levedura). O crescimento da linhagem SDF0016 (Figura 8) no meio controle

apresentou OD maior do que 1, enquanto no meio BH+ODS10 nao ultrapassou 0,2.
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Figura 8. Crescimento de Peribacillus simplex (SDF0016) quando inoculada nos meios de cultura
Bushnell Haas suplementado com déleo diesel S10 a 1% (BH+ODS10) e extrato de levedura onde OD=
densidade 6ptica obtida através da leitura espectrofotométrica e tempo= leituras realizadas no tempo
total de incubacéo da bactéria.

O mesmo padrao de crescimento pode ser visualizado na linhagem SDF0075
(Figura 9), porém no meio contendo éleo diesel a OD néo ultrapassa 0,1, enquanto no
meio rico a OD supera 1. Essa linhagem também entrou em fase estacionaria mais

rapidamente quando comparada com a SDF0016.
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Figura 9. Crescimento de Peribacillus simplex (SDF 0075) quando inoculada nos meios de cultura
Bushnell Haas suplementado com éleo diesel S10 a 1% (BH+ODS10) e extrato de levedura, onde OD=
densidade 6ptica obtida através da leitura espectrofotométrica e tempo= leituras realizadas no tempo
total de incubacéo da bactéria.

A diferencga entre o crescimento observado quando cultivado em Erlenmeyers
(dados ndao mostrados) durante a bioprospecc¢ao e quando inoculado na leitora de
placas pode ser devido a falta de controle de aeragcdo adequada, ja que sao
microrganismos que dependem de grande disponibilidade de oxigénio para se
desenvolver. A entrada rapida em fase estacionaria (menos de 20 horas depois da
inoculagao) indica que as bactérias podem ter iniciado o processo de esporulagéo. A
disponibilidade de oxigénio devera ser um dos fatores a serem corrigidos nos
proximos experimentos realizados para que se obtenham valores mais proximos ao

que é observado quando cultivado de forma manual.

5.3 Biodegradacgao de hidrocarbonetos

O reagente utilizado para o teste de biodegradagdo de hidrocarbonetos, o
DCPIP, possui coloracao azul em seu estado reduzido, e quando oxidado pela agao
das bactérias, o meio torna-se incolor. Ao final dos 7 dias de incubagao, nao foi
possivel observar a mudanga da cor esperada, de azul (reduzida) para incolor
(oxidado) nos meios testados. Porém, a auséncia da mudanga de cor durante os 7
dias testados ndo pode ser determinante para considerar que 0s microrganismos nao

sao biodegradadores de hidrocarbonetos.
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Alguns autores consideram que o tempo de aclimatagao e longos periodos de
incubagdo sao necessarios para observar os primeiros sinais de biodegradacéao
realiza por bactérias. Lipinska et al., (2021) constatou que os microrganismos
utilizados, entre eles P. simplex também utilizado no presente estudo, levaram até 8
semanas para degradar o carbono presente no pireno. De acordo com Abdulsalam et
al (2011), os microrganismos podem necessitar de pelo menos 10 dias para adaptar-
se ao ambiente poluido (aclimatizacdo) e levar até 70 dias para apresentarem bons
indicios de biodegradacdo. Utilizando petroleo cru, o as bactérias do estudo de
Marinescu et al (2017) levaram pelo menos 21 dias para que a biodegradagcao
pudesse ocorrer, enquanto Liu e seu grupo (2012) constataram que os maiores niveis
de biodegradacdo de oleo diesel ocorrem nos primeiros 100 dias, sendo os 38
primeiros os mais criticos.

Portanto, ndo € possivel concluir com indubitabilidade que as linhagens
utilizadas no presente estudo ndo degradam petroleo bruto e 6leo diesel S10.
Possivelmente, realizar este mesmo experimento com modificacbes poderdo propor
novos resultados frente a essas duas linhagens. Sdo modificagdes futuras que sao
sugeridas, pois entre os experimentos realizados por diversos autores, ndo ha um
consenso entre tempo de cultura e concentracdo de corante DCPIP (Habib et al,,
2017; Kubota, 2008; Oliveira, 2021). Esses dois fatores podem ser trabalhados para

que se obtenha resultados promissores frente a biodegradagéo de hidrocarbonetos.

5.4 Lipases

As lipases (EC 3.1.1.3) sdo enzimas da classe hidrolase que catalisam reacdes
de hidrolise, esterificacdes, alcodlises e amindlises. Estdo envolvidas também na
sinalizagdo celular, na adaptagcado celular incitada por implicacbes externas e
mudangas da composi¢gdo da membrana celular. Sdo alvos biotecnoldgicos utilizados
na industria quimica, alimenticia, farmacéutica e cosmética. A atividade lipasica em
linhagens de Bacillus ja foram estudadas (Bala et al., 2020; Femi-Ola et al., 2018;
Mahale et al., 2015) assim como o aumento da atividade em solo contaminado com
oleo diesel (Margesin; Walder; Schinner, 1999) e o uso da atividade como monitoragcao

de biodegradacéao de 6leo diesel (Margesin; Zimmerbauer; Schinner, 2000).
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Ao final dos 7 dias de incubagdo em meio tributirina 1% (fonte de gordura) foi
verificado que havia crescimento com formagao de colénias, porém os halos (zonas
claras ao redor da colbnia) estavam ausentes. Ambas linhagens apresentaram
coldénias de aproximadamente 1,5 +0,2 centimetros, com aspecto brilhoso, de cor
clara, com forma circular, bordas irregulares e elevacgao puntiforme rosada (Figura 10).
Na imagem representada por (B), é possivel observar uma ligeira zona clara ao redor
da colbnia, porém, devido ao tamanho da colénia, espera-se de uma bactéria
produtora de lipase um halo de aproximadamente 3 cm de diametro (indice Enzimatico
> 2).

Figura 10. Imagem das placas do inéculo em meio tributirina da linhagem SDF0016 (A) e SDF0075 (C)
e suas respectivas imagens das colénias ampliadas (B e D) indicadas pela seta em vermelho.

Como nao houve a presenga de halos, considera-se que as linhagens testadas
nao sao produtoras da enzima lipase pelo método de estriamento em placa.
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5.5 Deteccgao de biossurfactantes

O teste de producédo de biossurfactantes foi realizado utilizando as linhagens
SDF0016 e SDF0075 em meio contendo ODS10, PET e extrato de levedura como
controle de crescimento. Nao foi possivel observar camada emulsificante nos tubos
testes com 5 minutos (E5) e nem com 24 horas de teste (E24). Esse resultado propde
que essas duas linhagens podem possuir outra forma de entrar em contato com os
hidrocarbonetos para entéo utiliza-los como fonte de energia, como por exemplo o
contato direto com o 6éleo. Um estudo conduzido por Bouchez-Naitali e Vandecastelee
(2008) mostrou que 47% dos isolados de uma mesma amostra de solo contaminado
por petréleo faziam contato direto com o 6leo, enquanto o restante (53%) produzia
biossurfactantes, evidenciando que as duas formas sao possiveis de coexistir em um

mesmo ambiente.

5.6 Adesao a hidrocarbonetos

O teste de aderéncia a hidrocarbonetos (MATH) é uma forma rapida de verificar
a hidrofobicidade das células e se ha interagdo com os hidrocarbonetos. No teste,
quando homogeneizados no vortex, forma-se rapidamente duas fases: a fase aquosa,
composta por a suspensao de células e a fase emulsificada, onde o hidrocarboneto
utilizado fica sobreposto. Para que o teste seja positivo, a absorbancia (correlacionada
com a massa de células) da fase aquosa (A1) deve ser diminuida, considerando que
se ha interagao positiva entre 6leo-célula, as células deverao estar presentes na fase
emulsificada pelo vortex. No teste performado utilizando as duas linhagens SDF0016
e SDF0075, foi observado que as absorbancias de A1 ndo diminuiram conforme o

esperado quando as células bacterianas aderem ao hidrocarboneto (Tabela 3).

Tabela 3. Comparacgéo entre as absorbancias da suspenséao inicial e apos o teste de
adesao.

Linhagem SDF A0 A1
SDF0016 0,41+0,02 0,583+0,06
SDF0075 0,42+0,04 0,660+0,06

AOQ: OD da suspenséo inicial; A1: OD da suspensao apds o teste de adesao.



55

O aumento da absorbancia se deve provavelmente pela interferéncia do d6leo
diesel. Apesar disso, na microscopia de contraste de fase (MCF) foi possivel observar

células aderidas ao 6leo diesel (Figura 11).

Figura 11. Imagem de microscopia de contraste de fase das células bacterianas da linhagem SDF0016
(A) e SDF0075 (C) aderidas ao 6leo diesel S10 e suas respectivas imagens das coldnias ampliadas (B
e D) indicadas pela seta em vermelho. Aumento de 1000 vezes.

Na imagem acima € possivel observar as células englobadas por microgotas
de dleo diesel apds serem submetidas a sucessivas agitagdes no vortex, indicando o
contato direto entre as células e o 6leo diesel.

A biodisponibilidade, ou seja, o nivel de interagdo entre os compostos e os
organismos, é de extrema importancia para a rapida utilizagdo do hidrocarboneto
pelos microrganismos, pois a diminuigdo da distancia entre o organismo e o substrato

€ uma vantagem para a utilizacdo deste como fonte de energia. A adesao das células
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a superficies hidrofébicas € uma estratégia que os organismos utilizam para superar
a baixa biodisponibilidade dos hidrocarbonetos (Abbasnezhad et al., 2011).

O uso de contador de células poderia superar o problema causado pela
interferéncia do hidrocarboneto ao estimar as células n&o aderidas (Zoueki et al.,
2010).

5.7 Quantificacao de proteinas totais

Foram realizadas as quantificacbes das amostras de proteinas intracelulares e
secretadas das linhagens SDF0016 (Figura 12) e SDF0075 (Figura 13).
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Figura 12. Histograma comparativo da concentracdo de proteinas intracelulares e secretadas em
diferentes meios de cultura da linhagem SDF0016.
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Figura 13. Histograma comparativo da concentracdo de proteinas intracelulares e secretadas em
diferentes meios de cultura da linhagem SDF0075.

A linhagem SDFO0016 apresentou concentragcbes meédias de proteinas
intracelulares de 1,33%0,15 ug/uL (BH+EXT), 0,82+0,11 pg/uL (BH+ODS10) e
0,4410,14 ug/uL (BH+PET). As proteinas secretadas apresentaram as concentragcoes
de 1,85+0,02 pg/uL (BH+EXT), 0,22+0,02 ug/uL (BH+ODS10) e 0,18+0,01 pg/pL
(BH+PET).

Ja a linhagem SDF0075 apresentou concentragdes médias de proteinas
intracelulares de 1,87+0,04 pg/uL (BH+EXT), 0,43+0,01 ug/puL (BH+ODS10) e
0,38+0,01 ug/pL (BH+PET). As proteinas secretadas apresentaram as concentragbes
de 1,69+0,07 pg/uL (BH+EXT), 0,20+0,005 pg/pL (BH+ODS10) e 0,20+0,006 pg/uL
(BH+PET).

E possivel observar a diminuicdo da concentracdo das proteinas totais
intracelulares e secretadas quando as duas linhagens s&o cultivadas na presenca de
hidrocarbonetos, tanto 6leo diesel como o petrdleo, em relacdo ao meio controle. Esse
padrao observado pode fornecer dados importantes em analises protedmicas mais

robustas.

5.8 Eletroforese desnaturante SDS-PAGE

As amostras lisadas e secretadas foram aplicadas no gel de eletroforese SDS-

PAGE utilizando 10 pug de proteinas e 30 ug de proteinas, respectivamente. As



58

linhagens SDF0016 (Figura 14) e SDF0075 (Figura 15) apresentaram diferengas no

perfil protedbmico tanto entre as linhagens, como entre os tipos de proteomas
analisados.
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Figura 14. Geis de eletrofose SDS-PAGE da linhagem SDF0016 de proteinas intracelulares e
secretadas quando cultivada nos meios BH+ETX, BH+ODS10 e BH+PET.
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Figura 15. Geis de eletrofose SDS-PAGE da linhagem SDF0075 de proteinas intracelulares e
secretadas quando cultivada nos meios BH+ETX, BH+ODS10 e BH+PET.

Observa-se por estes géis de eletroforese as diferengas, tanto no proteoma
intracelular quanto no secretado. Esse achado inicial € importante para futuros testes

que identifiquem os perfis protedbmicos das bactérias biodegradadoras, como a
espectrometria de massas.
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6 CONCLUSAO

E possivel observar esforcos para a utilizagdo de microrganismos como
remediadores de petroleo desde o inicio do século XX que se permeiam até o
presente, uma vez que atualmente no Brasil ha apenas 3 produtos registrados que
podem ser utilizados em casos de derramamentos de petroleo. Por isso, a
investigacdo a procura de novas bactérias hidrocarbonoclasticas e entender seus
mecanismos regulatérios sao de suma importancia para o andamento da busca de um
sistema biorremediador eficaz e sua devida implementacéo.

Das 50 bactérias utilizadas neste estudo, 9 apresentaram capacidade de formar
colénias em meio contendo 6leo diesel S10 (9) e petroleo (5). Foi observado que essas
linhagens se aderem ao hidrocarboneto para entdao degrada-los. As diferencas entre
meios de cultivo tradicional e os suplementados com hidrocarbonetos foram
evidenciadas pelas coldnias presentes nos meios, a concentracao de proteinas e os
perfis protebmicos nos géis de eletroforese.

As limitagbes de tempo de cultivo disponivel utilizada para a bioprospecgao das
bactérias em petrdleo e 6leo diesel foi um dos fatores considerados como entrave para
a descoberta de mais linhagens degradadoras de petréleo. Apesar disso, as
expectativas iniciais impostas sobre este estudo foram cumpridas, onde foram
encontradas 9 linhagens que consomem hidrocarbonetos.

Dentre as diversas caracterizacbes ja feitas das linhagens das Bactérias
aerdbias formadoras de enddsporos presentes na colecao CBafes, a capacidade de

crescer em meio contendo petroleo e 6leo é adicionada.
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7 PERSPECTIVAS

A robusta e extensiva busca por bactérias degradadoras de oleo diesel e
petréleo, onde foram utilizadas uma grande quantidade de linhagens bacterianas, em
conjunto com os estudos preliminares acerca dos mecanismos de biodegradacgao e a
protedmica inicial composta pela quantificacdo da concentragdo de proteinas e géis
de eletroforese, proporcionam diversas possibilidades promissoras de estudos
aprofundados utilizando as duas principais linhagens aqui trabalhadas.

Ainda existem melhorias e modificagcbes a serem feitas na metodologia aqui
apresentada, sobretudo na identificacdo de atividade enzimatica e perfil de
biodegradacdo. E necessario compreender melhor os mecanismos utilizados por
estas bactérias ao apresentarem a capacidade de crescer em diferentes meios, assim
como explorar a possibilidade da atuagdo sinérgica entre as linhagens aqui
trabalhadas.

Portanto, em relagao a protebmica, a possibilidade de identificar as proteinas
presentes nas diferentes condicbes testadas através de espectrometria de massas,
tanto em presencga do oleo diesel como do petréleo, integra os estudos aqui obtidos,
possibilitando o entendimento acerca dos processos envolvidos na biodegradagao do
petréleo pelas linhagens SDF.

A biblioteca de bactérias utilizada ainda possui uma vasta possibilidade de
estudos acerca da biodegradacdo de petréleo. A descoberta de novas bactérias,
pesquisas protedmicas aprofundadas, assim como a construcdo de um consorcio
bacteriano utilizando as linhagens aqui estudadas sdo idealizagbes para a

continuidade do trabalho iniciado.
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