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RESUMO

Compostos BTX f{benzeno, toiueno,é isdmeros do _)(ileno" {orto,

meta e para)] sdc aromaticos leves presentes na gasolina, sendo toxicos
e relativamente solGveis em agua, o que torna preocupante o seu efeito
potencial no ambiente. Experimentos de crescimento de culturas isoladas
de locais contaminados com derivados de petréleo, apds pré-
condicionamento, resultaram na selegdo de linhagens tolerantes a altas
concentragdes de BTX, que foram entéo avaliadas quanto a habilidade de
utilizagdo de p-xileno. Duas linhagens foram responsaveis por altos
percentuais de remogdo de p-xileno do meio de cultura, com 3 dias de
cultivo, o que foi atribuido & biodegradacgéo, uma vez que este composto
foi fornecido como fonte Unica de carbono e energia ao meio, sendo
capaz de promover aumento do nimero de células viaveis. Para a

determinagdo da concentragdo de BTX nas culturas, foram utilizadas

técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia -e ‘cromatografia

gasosa com detecgdo por ionizagdo em chama. Foi avaliada também a
produgdo de biossurfactantes das culturas, através das determinagdes
das atividades de emulsificacdo e dos indices de emulsificacao (E24) das

amostras. A emulsificacdo ndo se mostrou um fator importante para a

degradacdo, uma vez que as linhagens degradadoras nao mostraram

capacidade de produg&o de biossurfactante.




ABSTRACT

BTX compouds [benzene, toluene and xylene isomers (ortho, me'té_
and para)] are light aromatics present in gasoline. They are toxic and
relatively soluble in water. This high solubility in comparison with other
petroleum hydrocarbons explains their potential effect in the environment.
Experiments with pre-conditionated cultures, isolated from petroleum
contaminated sites, were carried out with the aim of selecting solvent-
tolerant strains able of growing in high concentrations of BTX. Those
strains were evaluated for their ability of p-xylene utilization. After 3 days '
of incubation, two strains were responsible for high percentages of p-
xylene removal from culture medium. It was concluded that these results
were related to biodegradation, since the strains were abie to grow in p-
xylene as the sole source of carbon and energy. High performance liquid
chromatography and gas chromatography with flame ionization detection
were used for BTX-determinations: Biosurfactant production from ‘the
cultures was also evaluated, by emulsifying activity and emulsifying index
(E24) determinations. Emulsification did not show any relationship with p-
xylene biodegradation.
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1 INTRODUGAO
1.1 Hidrocarbonetos do petréleo e compostos arométicos BTX

Hidrocarbonetos s&o moléculas hidrofébicas, compostas somente de
carbono e hidrogénio. Séo insoliveis ou apresentam solubilidade muito
baixa em agua. Podem ser ciclicos ou alifaticos; de cadeia curta ou longa,
linear ou ramificada: saturados (alcanos) ou insaturados (alcenos e alcinos).
Acredita-se que tenham sido originalmente sintetizados por organismos
vivos incluindo animais, plantas e microrganismos que, posteriormente,
sofreram os efeitos combinados de calor e pressao, formando reservatorios

macicos na Terra na forma de 6leo cru e carvao.

De acordo com CORCHO-SANCHEZ (2000), o dleo cru € uma .

mistura complexa de hidrocarbonetos contendo n-alcanos (parafinas),
alcanos ramificados, cicloalcanos e aromaticos e também podem conter
pequenas quantidades de fendis, &lcoois, cetonas e acidos graxos. A
composigdo do dleo cru ndo € apenas complexa, mas apresenta
considerével yariagéo mesmo em amostra_.s da mesma Iocalidade;. A
propor¢ao de cﬁmpostos de anel (aliciclicos e aromaticos) é ektremamente
variave! (2-40% do total).

Nas duas Ultimas centenas de anos, grandes quantidades de 6leo cru
tém sido extraidas da superficie terrestre e amplamente distribuidas e
consumidas, como resultado de uma necessidade de olec como

combustive!, lubrificante e principal matéria-prima da industria do petréleo.



Até o inicio da década de noventa, estimava-se que o “input’ global anual de
petréleo situava-se entre 1,7 e 8,8 milhdes de toneladas métricas, a maior
parte derivada de fontes antropogénicas (LEAHY & COLWELL, 1990). O
efeito ambiental dos hidrocarbonetos do petréleo surge principalménte de
liberagdes locais em larga escaia, tais como ocorrem quando um tanque de
o6leo acima ou abaixo do solo é danificado, ou ha um derramamento sem
controle de pogos petroliferos. Também, o transporie de produtos do
petréleo em navios, caminhdes e dutos regularmente leva a acidentes,
aumentando a guantidade de hidrocarbonetos descarregados nos sistemas
de aguas subterréneas, causando, em alguns casos, sérios problemas de
contaminagao.

Dessé 'forma,i a contaminagdo de Aaguas subterréneaé por -
hidrocarbonetos do petréleo -é uma - ocorréncia generalizada. Para
dimensionar o problema, estimava-se no inicio da década de 90, que
600.000 dos 2 milhdes de tanques subterraneos de gasolina nos Estados
Unidos estariam vazando. No Brasil, nao existem estatisticas de
vazamentos. Até agora, as maiores preocupagdes estéo focadas no estado
de Sao Paulo; onde o aqllifero subterraneo é usado por 70% da populagao.
Durante o crescimento ecohémico doé anos 70, o charﬁado “milagre
brasileira”, houve um grande aumento do nimero de postos de gasolina no
pais. Considerando que o tempo de vida médio dos tanques de
armazenamento é de cerca de 20 anos, 0 Brasil provavelmente Iogo-estaré

tendo problemas de contaminagdo do aqguifero subterranec semelhantes
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aqueles atualmente encontrados nos Estados Unidos e Europa (CORSEUIL
& ALVAREZ, 1996).

Ainda de acordo com CORSEUIL & ALVAREZ (1996), a maior
preocupacdc com o vazamento de tanques de gasolina Ié a mntamina§56
das aguas subterraneas pelo grupo mais sollivel dos hidrocarbonetos do
petréleo, os arométicos leves, conhecido comc compostos BTX, benzeno,
tolueno, e isémeros do xileno (meta, orto e para). Esses componentes sao
téxicos e relativamente sollveis em agua. Esses hidrocarbonetos tém
relativamente alto potencial de poluigdo devido a sua significante
concentracdo na gasolina, relativamente alta solubilidade em &agua e
toxicidade cronica. CORCHO-SANCHEZ (2000) menciona que,
especificamente no caso do benzeno, apesar desse componente -coristit-uir
uma minUscula fragdo do combustivel (ndo mais do.que 3% do.total),
quando ha uma derramamento, o benzeno constitui a maioria da fragao
dissolvida no ambiente aquético. O benzeno é o composto BTEX com a

maior solubilidade em agua {cerca de 1700 mg/L). Essa alta solubilidade em

comparagio com outros hidrocarbonetos do petrdleo, por exemplo, n-hexano

(somente 9 mg/L) explica o efeito potencial na qualidade das aguas
subterraneas. o o
Benzeno, tolueno, etilbenzeno, estireno e xileno estdo entre os 50
quimicos industriais produzidos em maior volume, cuja produgao figura na
ordem de milhdes de toneladas por ano. Esses compostos s&o largamente
usados como combustivel @ como solventes industriais (SMITH, 1990). Além

disso, eles e os compostos poliaromaticos servem como matéria-prima para
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a producéo de farmacéuticos, agroquimicos, polimeros, explosivos e muitos
outros produtos de uso comum no dia-a-dia (GIBSON, 1971).

Atualmen;e, 0S maiores prddutores de benzeno séo Estados Unidos,
Japdo e a Europa Ocidéntal, sendo que no iﬁicio da décadé de "90 a |
producdo mundial foi de 22 milhdes de toneladas anuais. Enquanto os
Estados Unidos produziram, em 1992, 4,5 milhdes de toneladas, o Brasil
produziu 600 mil toneladas (DE CARVALHO et al., 1995, apud COUTRIM et
al., 2000). Nos Estados Unidos, o tolueno ocupa a vigésima sétima posigéo
dentre os 50 produtos quimicos produzidos em maior volume, com 931
milhées de galdes (3,5 x 10° litros) de tolueno produzidos em 1994 (TAY et
al., 1998). A industria usa tolueno no refino da gasolina; produgio de tintas,
lacas e adesivos e alguns processos de impressao e de curtig;éo dé couro. O
tolueno é geralmente descartado como solvente usado. .- - - - ..

Todos os compostos BTX sdo poderosos depressores do sistema
nervoso central e 0 benzeno é mutagénico e carcinogénico, podendo causar
leucemia em humanos (CORSEUIL & ALVAREZ, 1996). Conseqlentemente,
BTX s#o0 poluentes prioritarios e sua ocorréncia tem levado ao
desenvolvimento de varios métodos fisicos, quimicos e bioldgicos para sua
rémoc;.éo. Dai a importancia ecolé'gica' de existirem orgéni'smos' qUe

degradem e portanto removam esses compostos do ambiente.



1.2 Destino dos hidrocarbonetos de petréleo no ambiente

Uma vez que tenha .ocorrido um derra.mamentolde petrdlec na -
superficie, a combinagao de pfocéssos fisicos, quimicos e biolégicos feﬁderﬁ |
a dispersar a contaminagdo. Os processos bioldgicos levam a degradacéo
de alguns componentes do petrdleo a diéxido de carbono e agua na
presenca de nutrientes dissolvidos e aceptores de elétrons. LEAHY &
COLWELL (1990) consideram que, apesar de que possam ocorrer
fendmenos fisicos e quimicos como volatilizag@o, fotodegradagéo e
lixiviago, a biodegradagdo por populagbes naturais de microrganismos
representa um dos _mecanismos principais através dos quais o petrdleo e
outros hidrocarbonetos sdo eliminados do ambiente e entre esses, as
bactérias desempenhariam- um papel dominante na degradagdo de
hidrocarbonetos.

Os componentes volateis dos hidrocarbonetos, alcanos de cadeia
curta, alcanos ciclicos e aromaticos sdo prontamente oxidados por muitos
tipos de bactérias (ATLAS, 1981). De acordo com LEAHY & COLWELL
(1990), as bactérias degradadoras de varios hidrocarbonetos, tanto em
ambiente marinho quanto téﬁestre s40; Acihetobactef, Alcaligenes,
Arthrobacter, Bacifius, Flavobacterium, Nocardia, Pseudomonas spp. e as

corineformes.
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1.3 Mecanismos de captagio dos hidrocarbonetos pelas bactérias

De modo a absorver esses substratos insollveis da fase aquosa e -
metaboliza-los, 0s microrganismos tlveram que desenvolver uma varledade'
de mecanismos especificos de absorgdo. Assim sendo, trés diferentes
mecanismos foram propostos por KAPPELI & FINNERTY (1979) para
explicar a absorg3o do hidrocarboneto pelas células microbianas, sendo que
todos os trés modelos séo baseados na captagio de um hidrocarboneto do
tipo alcano:

(1) absorggo somente de hidrocarbonetos dissolvidos na fase

aquosa.

(2) contato direto 'das células cbm_ Qoticulas de hidrqcérbonétos_

maiores do que as células (mécrogoticulas); ST -

(3) contato direto das células com microgoticulas de hidrocarboneto
“sseudo-solubilizadas” ou “acomodadas” {goticulas muito menores do que a
célula microbiana).

O primeirc mecanismo & considerado geralmente valido para alcanos
de cadeia curta, ou seja alcanos de baixo peso molecular (menores de Co).
.Os outros doss mecanlsmos provavelmente ocorrem smultaneamente e
envolvem a producdo de substancias surfactantes pelas células

(biossurfactantes).



1.4 Biossurfactantes

Bioésurfactantes s30 compostos com atividade superficial produzidos
biologicamente. fais compostos bromovem a emuisificag:éo-ou solubilizag:éo'
do hidrocarboneto, facilitando, em geral, a sua absérgéo pelas celulas
microbianas.

Microorganismos com a habilidade de degradar hidrocarbonetos tém
sido descritos € h4 um numero consideravel de trabalhos enfocando o papel
de biossurfactantes na degradacgdo de hidrocarbonetos alifaticos (KAPPELI
& FINNERTY, 1979; ROY et al., 1979; REDDY et al., 1982, 1983, SAR &
ROSENBERG, 1983; PINES & GUTNICK, 1984, HOMMEL, 1990,
OBERBREMER et al., 1990; WATKINSON & MORGAN, 1990; ZHANG &
MILLER, 1992, 1994).- Véarios trabalhos tém mostrado que o crescimento
microbiano em meios contendo hidrocarbonetos como fonte de carbono é
acompanhado da produgdo de biossurfactantes. ITOH & SUZUKI (1972)
apud HOMMEL (1990), mostraram que linhagens mutantes de
Pseudomonas aeruginosa que perderam a capacidade de produgao de
biossurfactantes n&o cresceram em hidrocarbonetos e que a capacic_iade de
crescer nes-se tipo de substrato s6 foi réstabelecida apos a 'adig;éo'd'o o
biossurfactante ramnolipideo ao meio de cultura. KOCH et al (1991)
encontraram resultados semelhantes aqueles descritos por ITOH & SUZUKI
(1972), utilizando mutantes de Pseudomonas aeruginosa PG201.

Tipos de biossurfactantes produzidos por microrganismos sao revistos

por COOPER & ZAJIC (1980) e NEU (1996). Em sua revisdo, NEU (1996)




considera o papel desses compostos ndo s6é na degradagdo de
hidrocarbonetos, mas também sua fungdo na adeséo e desadesdo das
células bacterianas a interfaces, na émulsificajc;éo de compostos insoldveis
em agua como substratos, na locomog&o de alguhas bactérias, na interagdo
célula-célula e propde ainda uma fungdo na regulagdo da hidrofobicidade
celular.

Os compostos com atividade superficial compreendem desde
pequenas moléculas, tais como glicolipideos e peptolipideos, até moléculas
de elevado peso molecular, que podem ser polimeros anfifilicos ou
polifilicos. Entretanto, a caracteristica comum desses compostos € que eles
sép molécullas anfipaticas, ou seja, possuem uma porcéo hidrofilica e uma
porcéo hidrofobica, dai a sua capacidade de interagir com -interface-s.

Dentre os biossurfactantes ja isolados, o tipo-mais comum -sdo os
ramnolipideos (ZHANG & MILLER, 1992), sendo o ramnolipideo de
Pseudomonas aeruginosa um dos mais estudados (HISATSUKA et al., 1971
apud DEZIEL et al., 1996).

De acordo com GERSON & ZAJIC (1978), os biossurfactantes
_induzem os seguintes fendmenos:

(1) Eles diminuem o tamanho médio das particulas emulsificadas e
aumentam a extensdo da sua distribui¢éo de tamanho;

(2) Quando a concentragéo do surfactante aumenta, microgoticulas
do hidrocarboneto séo produzidas em maior escala. O consumo destas
goticulas de hidrocarboneto pelas células microbianas parece ocorrer de

dois modos: (a) as goticulas sdo fagocitadas ou (b) estas goticulas



umedecem a superficie do microrganismo e o hidrocarboneto se difunde por
capilaridadel através da parede celular para a membrana celular.
_P'resqmive'ilmente, 0s hidrocarbbnétbs'se dissolvem na membrana celular e
ficam assim disponiveis para as enzimas responsaveis pela oxida§éo destes
compostos dentro da célula. SIKKEMA et al. (1995) também consideram que
as evidéncias indicam que a absorg2o de hidrocarbonetos € um processo
passivo.

Os hidrocarbonetos presentes no petréleo passiveis de serem
degradados por microrganismos incluem moléculas com cadeias alifaticas
lineares ou ramificadas, longas ou curtas, hidrocarbonetos ciclicos e
aromaticos. Dentre os compostos acima citados, os hidrocarbonetos
alifaticos representam um Qrande, pétencial de substratos para os .
microrganismos (WATKINSON & MORGAN, 1980) e como mencionadd
anteriormente, a relagio entre hidrocarbonetos alifaticos e a produgao de
biossurfactantes e a sua influéncia nas taxas de degradag&o enconfra-se ja
muito bem documentada na literatura.

Em comparagdo com os dados disponiveis de estudos realizados com

hidro_carbonetos al_iféticos, as informagdes a respeito da degradacdo de
compostos arométicos s30 escassaé. Apesar de existirem ja algumas
informagdes detalhadas de algumas vias metabdlicas do catabolismo de
hidrocarbonetos aromdticos como benzeno, tolueno, xileno, naftaleno,
fenantreno e bifenil para um ndmero limitado de bactérias, principalmente do
género Pseudomonas (MOLLER & INGVORSEN, 1993; WILLIAMS &

SAYERS, 1994), pouco & conhecido a respeito da produgdo de
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biossurfactantes por microrganismos degradadores de aromaticos (DEZIEL

et al., 1996).
1.5 Biodegradac¢ao dos compostos aromaticos

A biodegradagéo dos compostos aromaticos pode ser considerada, de
um lado como parte do processo normal do ciclo do carbono, e, de outro
lado, como a remogdo do ambiente de poluentes fabricados pelo homem.
Esse processo envolve aspectos fisioldgicos, bioquimicos e moleculares,

que foram revistos por GIBSON (1971) e SMITH (1990).

1.5.1 Biodegradagéo do benzeno

SMITH (1990), em sua revisdo, menciona as vias de biodegradac;éb
do benzeno, os metabdlitos intermediarios formados e os sistemas
enzimaticos envolvidos. A Figura 1 mostra as duas vias divergentes
empregadas. Ambas dividem o mesmo modo de ataque resultando na
formag&o de catecol que é posteriormente catabolizado tanto pela catequ
1,2-dioxigenase l(clivagem orto ou intradiol) subseqﬂenteménte via B-
cetoadipato ou catecol 2,3-dioxigenase (clivagem meta ou extradiol). Ambas
as rotas tém sido descritas em diferentes linhagens utilizadoras de benzeno.
Apesar de terem havido relatos recentes do isolamento de novas cepas
bacterianas capazes de crescerem em benzeno {TSAO et al. 1998) as rotas

de biodegradagio s&o as mesmas das mencionadas na Figura 1.
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Flgura 1- Vias metabdlicas de degradagao aercbia de benzeno por bactenas |
()] meta-chvagem () orto-cllvagem (SMITH 1990). '

1.5.2 Biodegradagao do tolueno

SMITH (1990) discute que a introdugdo de grupo(s) substituinte(s) no
anel benzénico abré a possibilidade de modos alternativos de
biodegradacéo, tanto pelo ataque da. cadena lateral quanto pelo ataque do
anel. Tolueno, o mais simples desses benzenos substltmdos é
biodegradado pelo ataque do anel ou pela hidroxilagdo do grupo metilico
(Figura 2), posteriormente, é degradado via catecol e subsequentemente via
meta-clivagem por vérias linhagens de Pseudomonas por enzimas

codificadas por plasmideos, designados TOL.



Nos dltimos ancs, tem havido um enorme numero de trabalhos

publicados a respeito da biodegradagao codificada por plasmideo do tolueno
(WORSEY & WILLIAMS, 1975; MIKESELL et al., 1993; KUKOR & OLSEN,
1996; PARALES et al,, 2000, SENTCHILO et al., 2000, ARENGHI et al,,

2001, DINKLA et al., 2001, BUHLER et al., 2002).

OH

Figura 2- Vias metabdlicas iniciais de degradacio aerdbia de tolueno por
bactérias (MIKESELL et al,, 1993}.




1.5.3 Biodegradacgéo do xileno

Os isdmeros m- e p- do xileno sao b_iodegradados por certas
linhagens de Pseudomonas (notadamente aquelas éontendo o. plasmfdeo
TOL) pela oxidagéo inicial de um dos grupos metilicos aos correspondentes
metilbenzildlcoois, tolualdeidos, écidos toluicos e metilcatecol. A
biodegradagdo dos m- e p-xilenos aos metilcatecois correspondentes é
mostrada na Figura 3. Os catecdis resultantes entéo sofrem meta-clivagem.

Um modo alternativo de ataque dos p- e m-xilenos € via ataque direto
da dioxigenase ao anel aromatico originando ©o cis-dihidrodiol com
subsequente conversao aos catecis substituidos (3,6-dimetilcatecol do p-
xileno;-3,5-dimetilcatecol do m-xileno) por enzimas tipo desidrogenases.
Entretanto, apesar deste ser geralmente citado como uma via alternativa
para a degradagdo de xilenos, 0s catecdis resuitantes ndo sao
posteriormente degradados e esta rota deveria ser considerada como uma

reagao de biotransformagao (SMITH, 1990).
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Figura 3- Reagdes iniciais de degradag&o aerdbia de m- e p-xileno por

bactérias (SMITH, 1990).

1.6 Utilizagdo de altas concentragdes de compostos aromaticos BTX

por bactérias

Microrganismos capazes de crescerem em baixas concentragdes de

hidrocarbonetos aromaticos como fonte Unica de carbono e energia foram

identificados pela primeira vez no inicio do século XX (GIBSON &

SUBRAMANIAN, 1984), entretanto, apenas recentemente, pesquisadores
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”

tém voltado sua aten¢éo para a descoberta de novas linhagens de bactérias
resistentes e capazes de crescerem em altas concentragbes de solventes
arométicds como fonte Gnica de carbono e_energia (INOUE & HORIKOSHI,
1989; AONO et al., 1991; CRUDEN et al., 1992, AONO etal., 1995; ISKEN &
DE BONT, 1996; RAMOS et al., 1995; PINKART et al,, 1996; PINKART &
WHITE, 1997, apud ISKEN et al.,, 1999; LI et al., 1898; RAMOS et al, 1998,
ROJAS et al., 2001).
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2 OBJETIVOS

. Os objetivos deste trabalho foram:

Isolamento e caracterizagdo de linhagens de bactérias provenientes
de um sitio contaminado com derivados de petréleo, e com potencial
de degradagéo de benzeno, tolueno e xileno (BTX).

Verificagéo da capacidade das linhagens isoladas de crescimento em
meio mineral contendo altas concentragdes de misturas de BTX ou
fragdes individuais desses compostos, como fonte de carbono.
Verificagdo da produgdo de biossurfactantes dos isolados, quando
cultivados no meio descrito acfma.

‘Selecdo de linhagens com base no melhor desempenho quanto &
capacidade de produgéo de biossurfactantes efou crescimento.
Verificagdo da capacidade dos microrganismos selecionados para

utilizacdo de altas concentragdes de tolueno, xileno e p-xileno.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de coleta

Amostras de agua foram coletadas de local situado préximo a uma
distribuidora de combustiveis (Refinaria de Paulinea-REPLAN) nc municipio
de Paulinea —-SP. Esse local € um posto de lavagem de caminhdes-tanques
transportadores de derivados de petréleo em geral (gasolina, oleo diesel,
etc.). A agua de lavagem escorre para oito tanques de decantagio — do
primeiro para o segundo, do segundo para o terceiro e assim
sucessivamente — dos quais foram retiradas amostras da superficie em

frascos de vidro estéreis.

3.2 Isolamento de linhagens bacterianas com potencial para degradagéao

de compostos aromaticos

Apos a coleta, as amostras de agua foram imediatamente
tfanéportédés para o Iaboratério, onde foram fealizados a homo'gene'izagéo,'
diluigdes em série das amostras de agua, plaqueamento em meio LB (Luria-
Bertani) solido (triptona=10 g, extrato de levedura=5 g, NaCl=5 g, agar=20 g,
por litro de &gua destilada, pH 7,0), incubacdo a 30°C e procedimento de
purificagdo (técnica de esgotamento do indculo em superficie) para obtengao

de culturas puras, com base em diferentes morfologias de coldnias
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(SHIELDS et al., 19889; KOCH et al., 1991; JAIN et al., 1992). Os isolados
foram mantidos em agar LB inclinado, estocados a 4°C e repicados

mensalmente (PEDERSEN et al., 1997).
3.3 Detecgio (“screening”) da produc¢ao de biossurfactantes

A fim de se detectar a produgéo de biossurfactantes pelos isolados
microbianos, esses foram pré-cultivados em meio LB sélido, a 30°C por 24
horas. Apos esse periodo, o agar foi raspado com alga de platina com
diametro de 3 mm e uma alga cheia foi usada como inéculo em meio mineral
M1 liquido, suplementado com baixas concentragbes de extrato de levedura
e peptona (MgS047H20 =5;0 g KH.PO4~1,0 g; ',NéN03=3,0 g; extrato de
levedura=1,0 g; peptona=0,3 g por litro de agua destilada, pH 7,0), contendo
tolueno, nas concentragdes de 1% (dados néo mostrados) e 1,5% (viv). As
culturas foram incubadas em duplicatas em frascos Erlenmeyer de 125 mL
contendo 25 mL de meio, a 25°C, 150 rpm de agitagdo por 48 horas.

Apbs remogdo das células por centrifugagéo, 3,5 mL dos caldos de
cultura foram misturados com 2,0 mL de tolueno em tubos de ensaio com
dié.metro 'de 1 cm. Foram efetuadas as Ieitﬁrés das absorbém::ias‘a'610 nm,
entdo, os tubos foram vigorosamente agitados por 1 minuto. Apés a
agitagdo, os tubos de ensaio contendo a mistura foram deixados em repouso
a temperatura ambiente por 1 hora e a atividade de emulsificagdo das
emuisdes 6leo-em-agua foi determinada através do aumento da absorbancia

a 610 nm (JOHNSON et al., 1992). Apds 24 horas, a altura da camada da
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emulsdo agua-em-dlec foi medida e a atividade de emulsificagdo das
emulsbes ég_ua-em-c')!eo foi expressa em cm (COOPER & GOLDENBERG,
1987). |

A produgdo de biossurfactantes também foi detéctada étravéé da
determinacdo do indice de emulsificacdo (E24), de acordo com 1QBAL et al.
(1995) apud BICCA et al. (1999). O E24 das amostras das culturas foi
determinado adicionando-se 2 mL de hidrocarboneto a igual volume de
cultura, agitando-se com Vortex por 2 minutos e deixando-se em repouso
por 24 horas. O indice E24 é calculado em termos de porcentagem da altura

da camada emulsificada (mm) dividida pela altura total da coluna liquida.
3.4 Constitubilidade x indutibilidade da produgéo de biossurfactantes

Os isolados selecionados no “screening” da produgéo de
biossurfactantes por sua habilidade de produzirem altas atividades de
emulsificagdo em meio mineral contendo tolueno, foram também testados
quanto a habilidade de produzirem atividade -de emulsificagdo quando
cuitivados em meio mineral quuido com 1% de glicose (p/v), com o intuito de
se verificar se essa capacidade era constitu'tiva, ou indUz'idé pela presenca
do hidrocarboneto nc meio de cultura. As condigdes de cultura e a
metodologia para avaliagio da produgéo de biossurfactantes foram idénticas
aquelas utilizadas no “screening’. A composicao do meio também foi
idéntica, porém, a diferenga foi que, neste caso, a fonte de carbono foi

glicose ao invés de tolueno.



20

3.5 “Screening” de utilizagdo de tolueno pelos isolados

| Culturas puras das linhagens bacterianas previamente i'_solada's foram
avaliadas quanto a capacidade de utilizagdo de tolueno,- forhe-ciao- nal
concentragic de 1,5% {viv), através do decaimento das concentragGes
desse composto no meio de cuitura, em relagdo a frascos controles
abitticos, apds 48 horas de incubagao.

O meio de cultura utilizado e as condigGes de cultivo foram idénticos
aos adotados para os testes de *“screening” da produgdo de
biossurfactantes pelos isolados. Ap6s a remogdo das células por
centrifugat;éo, a 5000 x g, por 10 minutos, a 4°C, as concentragbes de
tolueno foram determinadas através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia  (CLAE), em cromatégrafo Shimadzu LC-6A, nas seguintes.
condigdes: coluna Nucleosil C18-fase reversa, 150 x 4,6 mm; detecgéo por
detector de UV (Shimadzu SPD-6A). 254 nm; fase movel: acetonitrila:agua
(50:50); fluxo: 0,8 m¥min, de acordo com GOULDING et al. (1988);
BARBIERI et al. (1993) ¢ RAMOS et al. (1995):

3.6 Utilizagéo de toluenb e de xileno pelos isolados

Culturas puras das linhagens bacterianas previamente selecionadas
por sua habilidade de produzirem altas atividades de emulsificagéo em meio
minera! contendo tolueno, foram também avaliadas quanto a capacidade de

utilizag@o de tolueno e de xileno, fomecidos individuaimente as culturas, nas



21

concentragdes de 1; 15 2 e 3% (viv), através do decaimento das
concentragdes desses compostos no meio de cultura, em relacéo a frascos
controles'apiéticos, apos 96 horas_ de incubacgao.

O meio de cultura utilizado e as condigdes de cultivo fora.m idénticoé
aos adotados para os testes de “screening” da produgdo de
biossurfactantes pelos isolados. Apds a remogdo das células por
centrifugagdo, as concentragdes de tolueno foram determinadas através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), em condigdes idénticas as

adotadas no “screening” de utilizagio de tolueno pelos isolados.
3.7 “Time-course” da produgdo de biossurfactantes

Culturas puras das linhagens bacterianas previamente selecionadas
por sua habilidade de produzirem altas atividades de emulsificagéo em meio
mineral contendo tolueno, tiveram também a producéo de biossurfactantes
estimada periodicamente (24, 48, 72 e 96 horas de incubagio), através do
método da atividade de emulsificacdo das emuisbes Oleo-em-agua
(JOHNSON et al, 1992} e das emulsdes agua-em-6leo (COOPER &
GOLDENBERG, 1987). Uma alca cheia com diémetro de 3 mm de pré-
culturas puras, cultivadas em meio LB sdlido, a 30°C, por 24 horas, foi usada
como indculo em meio mineral M1 (anteriormente descrito), mas neste caso
contendo benzeno, tolueno ou xileno individuaimente, nas concentragbes

1,0; 1,5; 2,0 e 3,0% (v/v). As culturas foram incubadas em duplicatas em
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frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL de meio, a 25°C, 150 rpm de

agitacdo por 96 horas.
3.8 Monitoramento do crescimento

As culturas puras (anteriormente descritas) utilizadas nos
experimentos de “time-course” da produg¢ao de biossurfactantes, foram
também avaliadas, quanto a capacidade de crescimento, monitorado
através da leitura da densidade 6ptica {DO) a 540 nm, com zero e 96 horas

de incubacgdo, de acordo com BARBIERI et al (1993) e HAIGLER et al.
(1992).

3.9 Linhagens cedidas - -

Na segunda etapa deste estudo, foram utilizadas linhagens isoladas
de amostras de solo de local contaminado com derivados de petréleo,
préximo & Refinaria de Paulinea (REPLAN), e identificadas pela equipe da
Dra. Lucia R. Durrant (Tabela 1) e cedidas para a realizagdo dos
experimentos a seguir descritos. As Iinhagéné mngelédas foram reativédas
em meio LB liquido, transferidas para meio LB sdlido e estocadas (a) a 4°C
em tubos de ensaio contendo LB sélido inclinado, (b) em tubos de ensaio

com LB sdlido inclinado, com tampdes de algoddo dentro de um recipiente

de vidro hermeticamente fechado contendo atmosfera saturada de xileno.
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Tabela 1- Linhagens cedidas para a realizagdo dos experimentos.

Cédigo |Microrganismo |

5A2 quénia creme, bordo - liso, fqrma circular, - ndo
identificada

5B2 Actinobacillus lignieresii

5B4 Flavobacterium sp

5C2 Acinetobacter calcoaceticus

S5E1 Bastonetes gram negativos nao identificados

SE2 Moraxella nonliquefaciens

5E3 ndo identificada

4019 Aeromonas sp

4022 Enterobacter aerogenes

4022V |néo identificada

4023 Enterobacter aerogenes

'3.10 “Screening” da capacidade de crescimento

Cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (TTC) foi usado como indicador de
crescimento. Culturas incapazes de catabolizar o substrato-teste
permanecem incolores, enquanto que células capazes de catabolizar o
substrato-teste reduzem o TTC ao formazan vermelho, da seguinte maneira:

a oxidagBo do substrato forma NADH, que doa elétrons & cadeia de

transporte de elétrons, conseqglentemente reduzindo irreversivelmente o
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TTC, de sua forma incolor ao formazan vermelho (STRONG-GUNDERSON
& PALUMBO, 1994; EL-SAYED et al., 1996; ROQUE & MELO, 2000). As 11
linhagens descritas acima foram avaliadas quanto & capacidade de
crescimento em meio mi'nerél contendo 0,5% de' xileno (viv), 5% de BTX
(viv) e 5% de tolueno (viv), separadamente, como fonte de carbono e TTC
(2,5 mgl/L) como indicador de crescimento. O crescimento foi considerado
positivo quando as culturas foram capazes de modificar a coloragao do
meio, de incolor para vermelho ou variantes de vermelho, e negativo quando

as culturas foram incapazes de modificar a colora¢éo do meio.

3.11 Pré-condicionamento das culturas

As linhagens foram pré-cultivadas em meio mineral M2 (MgS0,4 0,20
g/l; CaCl, 0,02 ght; KHPO4 2,0 gfl; NH¢NO3 2,0 g/t; FeCla.6H20 0,05 gl;
K:HPO4 2,0 g/l.; pH 7,0) (BICCA et al., 1999) contendo fragdes individuais
ou misturas de hidrocarbonetos aromaticos BTX. Apds 48 horas de
incubagao a 30°C, sob agitagdo de 150 rpm, foram transferidos dessas preé-

culturas, volumes correspondentes a 2% de indculo, para meio novo.
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3.12 Experimentos de crescimento das culturas pré-condicionadas, em
meio mineral M2 liquido, contendo diferentes concentragdes de

misturas de BTX ou fragoes individuais desses compostos

As linhagens bacterianas acima descritas foram avaliadas, em
culturas puras quanto a capacidade de crescimento em meio mineral liquido
contendo compostos aromaticos BTX. Assim, as culturas pré-condicionadas
foram transferidas para meio novo, contendo fragdes individuais ou misturas
de hidrocarbonetos aromaticos BTX. Foram utilizadas as seguintes
concentracdes de compostos aromaticos:

a) 5% de BTX (1:1:1), sem adigéo de extrato de levedura;
b) 5% de BTX (1:1:1), com adi¢éo de 0,05% de extraté de levedura; |
¢) 0,5% de tolueno, sem adi¢do de extrato de levedura;
d) 1% de tolueno, sem adi¢&o de extrato de levedura;
e) 5% de tolueno, sem adigdo de extrato de levedura;
f) 0,5% de xileno, sem adigdo de extrato de levedura,
© g) 0,4% de p-xileno, sem adigéo de extrato de levedura;
h) 1% de p-xileno, sem adi¢éo de extrato de levedura
i) 2% de p-xileno, sem adicdo de extrato de levedura.

As culturas foram incubadas em duplicatas em frascos Erlenmeyer de
125 mlL, com tampa rosqueada, contendo 25 mbL de meio a 25°C, sob
agitacdo (150 rpm) pelo tempo necessario para observagéo de crescimento
(até 52 dias). Periodicamente, aliquotas de cada frasco foram plagueadas

em agar nutriente, para as determinages do crescimento microbiano
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através da avaliagio da biomassa viavel (ufc/ml), de acordo com CUNHA &

LEITE (2000).
3.13 Testes de utilizagao de p-xileno

Culturas puras das linhagens bacterianas selecionadas com base na
sua melhor capacidade de crescimento em fragdes individuais e em misturas
de hidrocarbonetos aromaticos BTX, foram avaliadas quanto a capacidade
de utilizagdo de p-xileno, através do decaimento das concentragbes desses
compostos em relagdo a frascos controles abidticos. As culturas foram pre-
condicionadas por 48 horas em meio mineral M2 (MgS040,20 g/l; CaCl2 0,02
g/l; KH,PO4 2,0 g/l; NH4NO3 2,0 gfl; FeCla;_GHzO 0,05 g/l; K2HPO4 2,0 gfi.; pH
7:0) (BICCA et al., 1999) contendo p-xileno, fornecido nas concentragbes de
0,4 e 1% (v/v), centrifugadas a 5000 x g, por 10 minutos, lavadas duas vezes
com tampdo fosfato e ressuspensas em meio novo. Volumes
correspondentes a 5% desse inoculo de céiulas lavadas foram transferidos
‘para meio novo contendo as mesmas concentragbes de p-xileno (EL-
SAYED, 1996)..

Apés a remogao dés' células por filtragio em filtros com poroé de 0,22
um, as concentracdes dos compostos foram determinadas na Central de
Analises Quimicas Instrumentais do Instituto de Quimica de S&o Carlos-
USP, através de; (a) especiroscopia de varredura na faixa do ultra-violeta
(MOLLER & INGVORSEN, 1993) (dados na mostrados), {b) cromatografia

gasosa em cromatografo a gas com detector por lonizagao em Chama, nas
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seguintes condi¢des: temperatura inicial 80°C, mantidos por 2,6 minutos
apds a inje¢do da amostra, com rampa de aquecimento de 14°C/min,
temperatura final de 250°C, volume de injecio de 2 pL. Paraa determinacao

do tempo de retengéo, foram preparadas solugbes de p-xileno em metanol.
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4 RESULTADOS

41 Isolamento .de linhagens bacterianas com potencial para

degradagao de compostos aromaticos

Os valores de densidade celular das amostras coletadas nos 8
tanques, determinada através de diluigdes em série e plagueamento em
duplicata em meio LB sdlido, apds 24 horas de incubagao, situaram-se entre
42.10° e 7,6.10° ufc/mi. Foram isoladas 28 linhagens bacterianas e 1 de

levedura, de acordo com a morfologia apresentada (Tabela 2).

Tabela 2. Descrigao morfologica das linhagens isoladas em meio LB.

Cultura Morfologia

SC1-1 |Bastonetes longos gram negativos, alguns com endosporos, individuais ou
agrupados em fileiras, col6nia creme clara, bordo ondulado, forma circular.

S§C1-2 | Coco-bacilos gram positivos, individuais ou em dupla, com mucilagem, coldnia
alaranjada, bordo levemente endulado, forma circular.

SC1-3 | Coco-bacilos gram positivos, individuais ou agrupados em fileiras, colonia creme,
bordo liso, forma circufar.

SC2-2 | Coco-bacilos, colonia creme clara translicida, bordo liso, forma circular, perfil
cONvexo. ' '

SC2-4 | Coco-bacilos gram positivos, individuais ou em cadeia, colonia creme, forma
circular, perfil iregularmente convexo.

SC2-5 | Coco-bacilos bem pequenos, gram negativos, coldnia creme, bordo levemente
ondutado, forma circular, perfil convexo.

SC3-1 | Bastonetes bem longos e finos gram positivos, coldnia amarela, bordo liso, forma
circular.

SC3-2 | Coco-bacilos individuais ou em dupla, com mucilagem, coldnia creme, bordo liso,

forma circular.
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5C3-3

Bastonetes extremamente finos e compridos, colonia creme, puntiforme, bordo
liso.

SC3-4

Coco-bacilos bem pequenos gram posilivos, individuais ou em cadeia, colbnia
creme, bordo ondulado, forma circular.

8C4-3

Bastonetes finos gram positivos, coldnia amarela, bordo liso, forma circular.

SC4-4

Bastonetes em dupla, com mucilagem, colonia creme, bordo liso, forma circular.

SC4-5

Coco-bacilos, colnia creme, puntiforme, bordo liso.

SC4-6

Coco-bacilos curvos, coldnia creme, bordo ondulado, forma circular.

SC4-7

Cocos em dupla, méveis, coldnia creme, puntiforme, bordo liso.

8C4-10

Cocos, coldnia amarela clara, bordo liso, forma circutar.

SC4-11

Cocos minisculos, colénia creme, bordo liso, forma circular.

SCa-14

Bastonetes curtos e finos, individuais ou em dupla, com mucilagem, coldnia
creme clara, bordo ondulado, forma circular.

SC4-15

Cocos minusculos, individuais ou em cadeia, com mucilagem, colénia creme,
bordo levemente ondulado, forma circular.

SC5-1 | Bastonetes bem finos, colonia amarela, bordo liso, forma circular, perfil convexo.
SC55 |Coco-bacilos individuais ou agrupados, com mucilagem, colonia creme, bordo
| levemente ondulado, forma circular, textura cremosa. ' _
SC5-6 | Coco-bacilos, colénia creme, lisa brilhante, bordo ondulado, perfil iregularmente

convexo EE ' ’
SC5-8 { Colonia creme, puntiforme.
SC7-3 | Levedura, colonia creme-amarelada, bordo liso, forma circular.
SC7-5 |Bastonetes curtos individuais ou em dupla, coldnia creme, bordo ondulado, forma
circular.
SC8-1 | Bastonetes bem finos e compridos, colfnia amarela, bordo liso, forma circular.
SC8-2 | Coco-bacilos, colénia creme, bordo ondulado, forma circular.
SC8-3 | Bastonetes bem finos, méveis, coldnia creme, puntiforme bordo liso.
SC8-5 |Bastonetes bem finos, colénia alaranjada, transparente, superficie lisa brilhante,

puntiforme, bordo liso.
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4.2 Deteccdo (“screening”) da producao de biossurfactantes

Do total de 29 linhagens isoladas inicialmente, 23 mantiveram-se
estaveis para cultivo em laboratorio. Essas 23 linhagens | foram entéb
cultivadas em meio minera! M1 liquido com 1,5% de tolueno (v/v) e avaliadas
quanto a capacidade de produgéo de biossurfactantes, determinada através
do método da atividade de emulsificagdo das emulsdes Oleo-em-dgua
(JOHNSON et al, 1992) e das emulsdes agua-em-Oleo (COOPER &
GOLDENBERG, 1987), permitindo, dessa forma, a selegdo de trés
linhagens {SC4-6, SC4-11 e SC8-3) com altas atividades de emulsificagao
para ensaios posteriores (Tabela 3 e Figura 4). Para efeito de classificagao
.da atividade de emulsifiéac;éo das emulséés égpa-em-éleo, adoto;l.u-se' 0
seguinte critério: altas atividades de emulsificagio s&o.maiores ou iguai a 1
cm e baixas atividades de emuisificacdo sdo menores do que 1 cm. Para
classificagdo da atividade de emulsificacdo das emulsbes dleo-em-agua, foi
adotado o critério de JOHNSON et al. (1992), que considera valores altos
como maiores ou igual a 1,0 e valores baixos, menores do que 1,0 (DO 610

nm).
4.3 “Screening” de utilizagao de tolueno pelos isolados
Na Tabela 3 sdo apresentados os resultados do “screeni'ng" de

utilizagdo de tolueno pelos isolados apods retirada das células por

centrifugagdo, determinada por CLAE-fase reversa, atraves da remogéo
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percentual em relagdo a frascos controles nZo inoculados. As linhagens

‘8C4-6 e SC4-11 foram responsaveis por altos niveis percentuais de

desaparecimento de tolueno do meio de cultura nas 48 horas de incubagéo

consideradas. Ja a linhagem SC8-3, apesar de ter sido responsavel por
niveis significantes de remocao de tolueno do meio de cultura durante o

tempo de duragdo do experimento, ndc demonstrou desempenho

comparavel ao das outras duas.

Tabela 3. Detecgdo (“screening) da produgdo de biossurfactantes das
culturas em meioc mineral M1 liquido contendo tolueno 1,5%
como fonte de carbono, a 25°C, com 48 horas de incubacéo, sob

_ agitagéd de 150_' rpm, determinada através do método da
atividade .de emulsificagéo (AE) (JOHNSON et al, 1992 e
COOPER & GOLDENBERG, 1987). Remogdo percentual de

tolueno pelas culturas, em relagdo a frascos controles ndo

inoculados.
AE das . AE das
- Classificagao _

emulsdes . emulsdes _

Culturas | | , dasemulses | | | Remogéac (%)

agua-em-6leo’ ‘ i 6leo-em-agua | - .
agua-em-6leo*
‘ (cm) (DO 610 nm})

SC1-1 0 0,1 : NT
SC1-2 0 0,3 NT
SC1-3 0,7 + 0,2 12,7
SC24 0,2 ++ 0,2 NT
SC2-5 0 03 NT
SC3-1 0 0,2 19,8
SC3-4 0 0,3 NT
SC4-3 0 0 NT
SC4-5 0 0.1 NT
SC4-6 1,3 ++++ 0 95,3
SC4-7 0 0,4 NT
SC4-10 0 0,2 NT
SC4-11 17 ++++ 0 91,1
SC4-14 0 0,3 NT
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SC4-15 06 ++

) 02 NT
SCH1 0 0,1 NT
SC5-5 0 0.3 NT
SC56 0 02 NT
SC7-3 05 - S+t 0,2 34,2
SC7-5 | . 0 A NT
SC8-1 0 0,2 NT
SC8-2 0 0,2 NT
SC8-3 2,0 4+ 0,2 43,8

NT: nao testado.

Classificacdo das emulsdes agua-em-oleo™:

++ + + ++ +

SC83; AE=2cm §SC411; AE=17cm

Figura 4- Linhagens cultivadas em meio minerai M1 liquido com 1,5% de

tolueno (v/v) e avaliadas quanto & capacidade de producio de

biossurfactantes. AE: atividade de emulsificagdo das emulsbes
4gua-em-dleo (COOPER & GOLDENBERG, 1987).
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4.4 Constitubilidade x indutibilidade da producao de biossurfactantes

producdo de biossurfactantes pof sua hébilidadé de pfodu.z-irém altas.
atividades de emulsificacido em meic mineral contendo tolueno, foram
posteriormente testadas quanto a habilidade de produzirem atividade de
emulsificagdo quando cultivadas em meio minerai M1 liquido com 1% de
glicose como fonte de carbono, com o intuito de se verificar se essa
capacidade era constitutiva, ou induzida pela presenca do hidrocarboneto no
meio de cultura. Os resultados exibidos na Tabela 4 revelaram que apenas
SC8-3 tem a produgédo de biossurfactantes constitutiva, ou seja, ela produz
biossurfactantes mesmo quando n&o ha hidrocarbonetos presentes no meio..

As linhagens SC4-6, SC4-11 e SC8-3, selecionadas no “screening” da ‘
de cultura.
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Tabela 4- Deteccdo da produgdo de biossurfactantes das culturas
selecionadas, em duplicatas, em meio mineral M1 liquido
contendo dextrose 1% como fonte de carbono, a 25°C, com 48
horas de incubag&o, sob agitagdo. de 150 rpm, determinada
através do método da atividade de emulsificagdo (AE)
(JOHNSON et al., 1992 e COOPER & GOLDENBERG, 1987).

Cultura AE das emulsdes &gua- Classificagdo das AE das emulsdes dleo-
em-Gleo (cm) emulsbes agua-em-6leo* | em-agua (DO 610 nm)

SC46 02 rvwy o3

SC4-11 0 o

SC8-3 2,5 Fyr 0.1

Classificacdo das emulsGes agua-em-6leo™

( ’;é» g;;
7

i

¢
:

4.5 Crescimento em meio mineral M1 liquido contendo diferentes

concentragdes de benzeno

O crescimento das 3 linhagens foi monitora'dq através das leituras das
densidades 6pticas em comprimento de onda de 540 nm, no inicio e no final

do periodo de incubagéo (Tabela 5).
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Tabela 5- Crescimento de SC4-6, SC4-11 e SC8-3 em meio mineral M1
liquido contendo diferentes concentragdes de benzeno, avaliado
através das leituras das DO 540 nm.

Culturas _ DO 540 nm (0 h) DO 540 nm (96 h)
Benzeno 1% (viv)
SC4-6 0,2 0,3
SC4-11 0,1 0,2
SC8-3 0,1 0.2
Benzeno 1,5% (viv)
SC4-6 02 0.3
SC4-11 0.1 0,2
S5C8-3 01 g2
Benzeno 2% (viv)
SC4-6 0.2 0.3
SC4-11 0,1 0,2
SC8-3 _ ' 0,1 0,2
Benzeno 3% (viv) -
SC4-6 0.2 03
SC4-11 0,1 0.2
SC8-3 0.1 0,2

4.6 “Time-course” da produgido de biossurfactantes em meio mineral

M1 liquido contendo diferentes concentragdes de benzeno,

determinada 'pelo método da atividade de emuisificagao das emulsdes

4gua-em-6leo (COOPER & GOLDENBERG, 1987)

A Figura 5 mostra os resultados de produgdo de biossurfactantes

pela linhagem SC4-6 em meio mineral M1 liquido, contendo diferentes

concentragbes de benzeno. Pode-se observar por meio desta figura que a
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linhagem apresentou em geral, baixas atividades de emulsificag&o, sendo a
maior na concentrag;éo de 1% de benzeno (v/v). Apresentou curvas idénticas
nas concentragoes de 1,5% e 2% de benzeno (v/v) e ndo demonstrou

atividade de emulsn” icacdo com 3% de benzeno (viv) presente no meio de

cultura.
25
=
. BENZENO
E 204
o —u— 1%
3. -m---1,5%
8 154
e ome 2%
3 -—-m-- 3%
& 104
Q
T
Q
T
[
T
S
= ____________,__-l
[u] A |
= T T o T —» T .
24 48 72 96 120

tempo de incubagéo (horas)

Figura 5- “Time-course” da produgédo de biossurfactantes pela linhagem
SC46 em meio mineral M1 liquido, . contendo diferentes
concentragées de benzeno determinada pelo método da

-atnvndade de emulsnf cag.ao das .emulsdes agua-em-oleo .
(COOPER & GOLDENBERG 1987).

linhagem SC4-11 em meio mineral M1 liquido, contendo diferentes
concentragdes de benzeno. Neste gréafico, pode-se observar que a maior

A Figura 6 mostra os resultados de produgéo de biossurfactantes pela
atividade de emulsificacdo apresentada foi na concentraggo de 1% de
|
|
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benzeno (viv). Atividades de emulsificacdo foram  diminuindo
progressivamente com o aumento da concentragdo de benzeno presente no

meio de cultura.

257
BENZENO

201 —e— 1%
-- o= 1,5%

e 3%

atividade de emulsificagdo (cm)

tempo de incubagdo (horas)

Figura 6- “Time-course” da produgdo de biossurfactantes pela linhagem
SC4-11 em meio mineral M1 liquido, contendo diferentes
concentragbes de benzeno, determinada pelo método da
atividade de emulsificacdo determinada pelo método da
_atividade de emulsificagdo das . emulsdes agua-em-Gleo
(COOPER & GOLDENBERG, 1987). |

A Figura 7 mostra os resultados de produgio de biossurfactantes pela
linhagem SC8-3 em meio mineral M1 liquido, contendo diferentes

concentracées de benzeno. Por meio desta figura, observa-se que a

linhagem SCB8-3 apresentou altas atividades de emuisificagdo, com maior ou
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menor oscilagdo, dependendo da concentragdo de benzeno presente no
meio de cultura, mas nunca abaixo de 1,3 cm nas concentragdes avaliadas

~ durante o tempo de duragio dos experimentos.

BENZENO

251
3 —a— 1%
O
= & 1,5%
i : A A 2%

:,.‘::. ______________ —a. e ,--;:-‘-:" : _ -— 20,

é 1'5-::'-3‘ -------------- .. ._-.'-'-"-'-"—' a-- 3% |
i g
= 1 ‘
£
[ 1,04
4]
o
o |
=]
1] 0,5
=
=
ey
[11]

00 : . . . . — n

24 48 72 o6 120

tempo de incubagao (horas)

Figura 7- “Time-course” da produgédo de biossurfactantes pela linhagem
SC8-3 em meio mineral M1 liquido, contendo diferentes
cohcentragées de benzeno, determinada pelo metodo da
" atividade de  emulsificagdo "das emulsbes agua-em-6leo -
(COOPER & GOLDENBERG, 1987). |
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4.7 Crescimento em meio mineral M1 liquido contendo diferentes

concentragoes de tolueno.

O crescimento das 3 linhagens foi monitorado através das leituras das
densidades opticas em comprimento de onda de 540 nm, no inicio e no final

do periodo de incubagdo (Tabela 6).

Tabela 6- Crescimento de SC4-6, SC4-11 e SC8-3 em meic mineral M1
liquido contendo diferentes concentragbes de tolueno, avaliado
através das leituras das DO 540 nm.

Culturas/Substrato DO 540 nm {0 h) DO 540 nm {96 h)

Tolueno 1% (viv)
SC4-6 : - 03 . 0.4
SC4-11 0.2 03 o S |
SC8-3 0,2 0,4
Tolueno 1,5% (viv)
8C4-86 0,3 04
SC4-11 0.2 03
SC8-3 0,2 03
Tolueno 2% (viv)
SC4-6 | 03 04
SCa-11 02 0.3
SC8-3 .. 02 _ 04

" [Tolueno 3% (viv) . .,
SC4-6 0,3 0.4
SC4-11 0.2 03
5C8-3 0,2 0,4
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4.8 “Time-course” da producido de biossurfactantes em meio mineral
M1 liquido contendo diferentes concentragdes de tolueno, determinada
pelo método da atividade de émulsiﬁcagﬁo das emulsdes agua-em-6ieo

(COOPER & GOLDENBERG, 1987)

A Figura 8 mostra os resultados de produgao de biossurfactantes pela
linhagem SC4-6 em meio mineral M1 liquido, contendo diferentes
concentragdes de tolueno. Observa-se que esta linhagem apresentou, em

geral, baixissimas atividades de emulsificagao.

2,59

E
L TOLUENOI
‘?'-'; 2.0+ : . —=—1%
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Figura 8- “Time-course” da produgdo de biossurfactantes pela linhagem
SC46 em meio mineral M1 liquido, contendo diferentes
concentragcbes de tolueno, determinada pelo método da

atividade de emuisificagdo das emulsfes agua-em-Gleo |
(COOPER & GOLDENBERG, 1987).
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Na Figura 9 sdo mostrados os resultados de produgéo de
biossurfactantes pela linhagem SC4-11 em meio mineral M1 liquido,
contendo  diferentes concentragdes de tolueno. Esta linhagem SC4-11
épresentoﬁ atividades de emulsificagdo muito baixés nas 4 @ncéntragées

de tolueno testadas.
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Figura 9- ;'Time-course” da produgéo de biossurfactantes pela linhagem
SC4-11 em meio mineral M1 liquido, contendo diferentes
concentragbes de tolueno, determinada pelo método da
atividade de emulsificagdo das emulsbes agua-em-Gleo
(COOPER & GOLDENBERG, 1987).
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Como esperado, uma vez que a linhagem SC8-3 produz
biossurfactantes constitutivamente, esta apresentou aitas atividades de
emulsificagdo, quando cultivada em meio mineral contendo diferentes,

concentragbes de tolueno (Figura 10).

2,5 TOLUENO
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Figura 10- “Time-course” da produc;éo de biossurfactantes pela linhagem
SC8-3 em meio mineral M1 liquido, contendo diferentes -
concentracdes de tolueno, determinada pelo método da "
atividade de emulsificacdo das emulsbes &gua-em-0leo
(COOPER & GOLDENBERG, 1987).
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4.9 Crescimento em meio mineral M1 liquido contendo diferentes

concentragoes de xileno

O crescimento das 3 linhagens foi monitorado através das leituras das
densidades 6pticas em comprimento de onda de 540 nm, no inicio e no final

do periodo de incubagéo (Tabela 7).

Tabela 7- Crescimento de SC4-86, SC4-11 e SC8-3 em meio mineral M1
liquido contendo diferentes concentragbes de xileno, avaliado
através das leituras das DO 540 nm.

Culturas/Substrato DO 540 nm (0 h) DO 540 nm {96 h)
Xileno 1% (viv)
SC4-6 0,1 0,3
SCa-11 0.1 . 0,3
SC8-3 0,1 0,2
Xileno 1,5% (viv)
SC4-6 0.1 0,2
SC4-11 0,1 0,3
SC8-3 0.1 0.2
Xiteno 2% (viv)
SC4-6 02 0,4
SC4-11 - 01 0.2
SC8-3 0,1 . 0,2
Xileno 3% (viv) B . .
SC4-6 0.1 023
SC4-11 0,1 02
SC8-3 0.1 0,2
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4.10 “Time-course” da produgédo de biossurfactantes em meio mineral
M1 liquido contendo diferentes concentragdes de xileno, determinada
pelo método da atividade de emulsificagdo das emuisées agua-em-6leo

{(COOPER-& GOLDENBERG, 1987)

A linhagem SC4-6 apresentou, em geral, altas atividade de

emulsificagdo nas 4 concentracdes de xileno testadas (Figura 11).
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Figura 11- “Time-course” da produgdo de biossurfactantes pela linhagem =

SC4-6 em meio mineral M1 liquido, contendo diferentes
concentragSes de xileno, determinada pelo método da
atividade de emulsificagdo das emulsdes agua-em-Oleo
(COOPER & GOLDENBERG, 1987).
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A Figura 12 mostra os resultados de produgéo de biossurfactantes
pela linhagem SC4-11 em meio mineral M1 liquido, contendo diferentes
concentragbes de xileno. A Iinhagem SC4-11 n&o apresentou atividade de
emulsificagdo com 24 horas de incubag&o em nenlhlljma dés 4 édncentrag:ées |
testadas. No entanto, apés este periodo foram detectadas altas atividades,
com AE maximas em 72 h (1,6; 2,1; 1,6 e 1,3 cm) para as concentracdes 1;
1,5; 2 e 3% de xileno (viv), respectivamente. A mais alta AE observada foi na
concentragdo 1,5% (viv) com 72 horas de incubagdo (2,1 cm).
Aparentemente, SC4-11 precisou de um tempo para indugéo da produgao de

biossurfactantes de, no minimo 24horas.
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Figura 12- “Time-course” da produgdo de biossurfactantes pela linhagem
SC4-11 em meio mineral M1 liquido, contendo diferentes

concentragdes de xileno, determinada pelo método da

atividade de emulsificagdo das emulsdes &agua-em-Gleo
(COOPER & GOLDENBERG, 1987).




A Figura 13 mostra os resultados de produg&o de biossurfactantes

pela linhagem SC8-3 em meio mineral M1 liquido, contendo diferentes
concentragdes de xileno. SCB8-3 apresentou altas atividades de
emulsificacdo, com maiores ou menores oscilagdes, dependendo da

concentrac&o de xileno, mas nunca inferior a 1,2 cm.
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Figura 13- "Time-course”. da produgdo de biossurfactantes pela linhagem
SC8-3 em meio mineral M1 liquido, contendo diferentes
concentragdes de xileno, determinada pelo método da
atividade de emulsificacdo das emulsdes éagua-em-0leo
(COOPER & GOLDENBERG, 1987).

As emulsbes agua-em-6leo produzidas pelas linhagens SC4-6, SC4-

11 e SCB8-3 apresentaram variagées quanto & densidade e coesao das
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bolhas formadas, de acordo com a concentragdo e o composto aromatico

utilizado. Essas variagbes s&o relatadas a seguir (Tabelas 8, 9 e 10).

Tabela 8- Classificacdo das emulsbes agua-em-Olec apresentadas pelas

linhagens SC4-6, SC4-11 e SC8-3, nas 4 concentragbes de
benzeno testadas.

Culturas/Substrato Classificagdo da
emulsado®

SC4-6/B1% +H+4
SC4-6/B1,5% b4
SC4-6/B 2% +++
SC4-6/B3% 0
sSC4-11/B1% +4++
SC4-11/B1,5% ++++
SC4-11/B 2% ++r+
SC4-11/B3% +++
SC8-3/B1% ++44+
SC8-3/B1,5% ++++
SC8-3/B2% +H+4
SC8-3/B3% +++

B: benzeno

Classificagdo da emulsao™:

P 4
i

+ 4+ + ++ + + + i
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Tabela 9- Classificagdo das emulsdes agua-em-Oleo apresentadas pelas

linhagens SC4-6, SC4-11 e SCB8-3, nas 4 concentragbes de

tolueno testadas.

Culturas/Substrato C|assiﬁcaE:§0 da
emulsao®

SC4-86/T1% 0
SC4-6/T1,5% ++
SC4-6/T 2% ++
SC4-8/T 3% it
SC4-11/T 1% ++++
SC4-11/T1,5% ++
SC4-11/T2% ++
SC4-11/T 3% ++
SC8-3/T1% +H++
SC8-3/T1,5% - ++++
SC8-3/T 2% it
SC8-3/T 3% ++++

T: tolueno

Classificagdo da emulséo™

+ 4+ + +++ - + + +
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Tabela 10- Classificagdo das emulsbes agua-em-6leo apresentadas pelas
linhagens SC4-6, SC4-11 e SC8-3, nas 4 concentragbes de
xileno testadas.

Culturas/Substrato Classificagao da
emulsdo*

SC4-6 /X 1% +HH+4
SC4-6/X1,5% ++4+
SC4-6/X 2% +H++
SC4-6 /X 3% +++
SC4-11/X1% ++++
SC4-117X1,5% +H++
SC4-111X2% +H+t
SC4-11/X 3% e+t
SC8-3/X1% ++++
SC8-3/X 1,5% +4++
18C8-3/X2%. +++t
B SC8-3/X3% 4

X: xileno

Classificagdo da emulséo™

?"(
\

&
tb%

7
¢
b

+ + + + + 4+ 4+ . + + +

As'atividades de emulsificag@o das emulsdes c’)leo-en")-égua formadas
pelos sobrenadantes dos caldos de cultura ceﬁtrifugados fbram
determinadas através do aumento da absorbancia a 610 nm (JOHNSON et
al., 1992) em intervalos de 24 horas e revelaram valores considerados muito
baixos, que variaram entre 0,01 e 0,35, no caso do benzeno, considerando-

se as 4 concentragdes testadas [1; 1,5; 2 @ 3% {(v/v)] e entre 0,04 e 0,26, nos

casos do tolueno e do xileno.
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4.11 Utilizagao de tolueno e de m-xileno pelos isolados

Culturas puras de SC4-6, SC4-11 e SC8-3 foram avaliadas quanto a
capacidade de utilizagdo de tolueno e de xiléno, através do decaimento das
concentragdes desses compostos no meio mineral liguido em relacéo a
frascos controles abidticos, com 96 horas de incubagdo. Apds a remogéo |
das células por centrifugacdo, as concentracbes dos compostos foram

determinadas por CLAE-fase reversa (Tabela 11).

Tabela 11- Remogéo percentual em relagio aos frascos controles abicticos,
de diferentes concentragbes de tolueno e de m-xileno do meio
de cultura M1 quuido por SC4-6, SC4-11 e 30843, com 96 horas

de incubagéo, avaliada por CLAE-fase reversa.

Remogao do composto aromético apés 96h de incubagdo (%)
Composto aromatico SC 4-6 SC4-11 SC8-3
Tolueno 1% 21,0 NT 17,7
m-Xileno 1% 22,0 0 : 0
Tolueno 1,5% 4] 8,3 NT
m-Xileno 1,5% - — 0 _ 32,0 215
Tolueno 2% 13,7 ' NT ' 16,5 -
m-Xileno 2% 338 0 0
Tolueno 3% 0 NT 0
m-Xileno 3% NT NT NT

NT: Nao testado.
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Como observado na Tabela 11, as linhagens, ou simplesmente nao
removeram nada do composto aromatico, ou foram capazes de remover
pequenas quantldades desses compostos do meio de cultura no periodo
avaliado, o que foi um fato mesperado uma vez que no expenmento de
“screening” de biodegradacdo de tolueno (Tabela 2), essas culturas, em
idénticas condigbes de cultivo, foram capazes de remover quantidades
significativas desses compostos do meio, com apenas 48 horas de
incubacdo. Essa ocorréncia, aliada ao fato de que no experimento de
“screening” de produgdo de biossurfactantes em meio mineral liquido com
tolueno 1,5% como fonte de carbono (Tabela 2), as 3 linhagens produziram
altas atividades de emulsificag@o e durante a realizagdo dos experimentos
de “time-coursé" de pi‘odugéb de bioséurfactantes em meio mineral liquido
com diferentes concentragbes de tolueno, as cuituras SC4-6 e SC4-11
produziram atividades de emulsificagdo muito baixas, levou a adocgao de
outro tipo de abordagem na condugdo dos experimentos. Essas linhagens
foram entdo deixadas de lado e iniciou-se uma série de experimentos de
crescimento de outras bactérias, também isoladas de locais contaminados
~ com derivados do petroleo, em meio mineral liquido M2 (BICCA et al., 1999)
contendo diferentes concehtragc")es de misturas de BTX 6u fragdes

individuais desses compostos.



4.12 “Screening” de linhagens capazes de crescimento em meio
mineral liquido M2 (BICCA et al, 1999) contendo diferentes
concentragdes de misturas de BTX ou ffagﬁes individuais desses

compostos e indicador de crescimento

As linhagens 5 A2 (ndo identificada), Actinobacillus lignieresii 5B2,
Flavobacterium sp 5B4, Acinetobacter calcoaceticus 5C2, SE1 (nao
identificada), Moraxella nonfiquefaciens SE2, S5E3 (ndo identificada),
Aeromonas sp 4019, Enterobacter aerogenes 4022, 4022V (n&o identificada)
e Enterobacter aerogenes 4023, foram avaliadas, em culturas puras quanto

a capacidade de crescimento em meio mineral M2 liguido contendo:

a) 0,5% de xileno (v/v) como fonte Gnica de carbono e energiae TIC

(2,5 mg/L) como indicador de crescimento.

b) 5% de BTX {(viv) como fonte Unica de carbono e energia TTC

(2,5mg/L) como indicador de crescimento.

| c) 5% de tolueno (viv) como fonte Gnica de carbono e energia e TTC
(2,5 mg/L) como indicador de cresc':imento.

Uma a1§a cheia raspada de cada cultura estocada em LB~incIinado, foi
utilizada come indculo em meio mineral M2 liquido. Apds 48 horas de
incubacdo a 30°C, sob agitagdo de 150 rpm, foram transferidos dessas pre-
culturas, volumes correspondentes a 2% de indculo, para meio novo. Apés
24-48 horas, observou-se a coloragdo das culturas. Culturas com

capacidade de crescimento apresentaram coloracdo avermelhada ou
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variantes de vermelho e culturas sem capacidade de crescimento

continuaram incolores. Os resultados s&o mostrados na Tabela 12.

Tabela 12- Crescimento das culturas em meio mineral M2 liquido (BICCA et

al,

1999) contendo fragdes

individuais ou misturas de

hidrocarbonetos aromaticos BTX, apds 48 horas de incubagdo a

30°C, sob agitagao de 150 rpm.

Substrato Culturas

5A2 [5B2 |5B4 [5C2 |5E1 |5E2 ([5E3 (4019 [4022 |4022V 4023
0,5% + — — + + + + - + —_ —
xileno
5% BTX [+ + NT + NT. [+ - - NT - -
5% + + - + + + - - + - -
tolueno

Dessa forma, foram selecionadas as linhagens 5 A2, 5 B2, 5 C2, S5E1,

5 E2 e 4022, que foram consideradas tolerantes, para ensaios posteriores de

+: crescimento positivo / —; nenhum crescimento. B

crescimento em meio liquido com altas concentragdes de hidrocarbonetos

aromaticos BTX como fonte de carbono. Mesmo'dentre as linhagens _qué

mostraram-se sensiveis, 5 B4, 5 E3, 4019, 4022V e 4023, tentou-se fazer

um pré-condicionamento com 5 B4, 4019 e 4023 para utilizacao em ensaios

‘ posteriores.




4.13 Experimentos de crescimento em meio mineral liquido M2 (BICCA
et al., 1999) contendo diferentes concentragdes de misturas de BTX ou

fracOes individuais desses compostos

Nos experimentos de crescimento, os isolados foram pré-
condicionados em meio mineral liquido M2 (BICCA et al., 1999) contendo
fragBes individuais ou misturas de hidrocarbonetos aromaticos BTX. Apds 48
horas de incubagdo a 30°C, sob agitagdo de 150 rpm, foram transferidos
dessas pré-culturas, volumes correspondentes a 2% de inoculo, para meio
novo.

Foram utilizadas as seguintes concentragdes de compostos aromaticos:
a) 5% de BTX (1:1:1) (v/v), sem adicdo de extrato de Ievedufa;
b) 5% de BTX (1:1:1) (v/v), com adigao de 0,05% de extrato de levedura;
c) 0,5% de tolueno (viv), sem adigéo de extrato de levedura;
d) 1% de tolueno (v/v), sem adigéo de extrato de levedura;
e) 5% de tolueno (viv), sem adigéo de extrato de levedura,
fy 0,5% de xileno (v/v), sem adi¢do de extrato de levedura;
- 9) 0,4% de p-xileno (viv), sem adigao de extrato de levedura;
h) 1% de p-xileno (vlv), sem adicdo de extratd de levedura

i) 2% de p-xileno (v/v), sem adi¢do de extrato de levedura.

As Figuras 14 e 15 mostram as curvas de crescimento de 5 A2 em meio
M2 liquido com 5% de BTX, sem e com extrato de levedura,

respectivamente. A adigdo de extrato de levedura ao meio de cultura,
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aparentemente, retardou ligeiramente o inicio da fase exponencial de

crescimento.

5% BTX s/EL
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Figura 14- Crescimento da linhagem 5 A2 em meio mineral M2 (BICCA et

al., 1999) com 5% de BTX (v/v) como fonte unica de carbono e

energia.
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Figura 15- Crescimento da linhagem 5 A2 em meio mineral M2 (BICCA et
al., 1999) com 5% de BTX (v/v) e 0,05% de extrato de levedura.

A Figura 16 expressa a curva de crescimento de 5 A2 em meio M2

liquido com 0,5% de xileno (v/v), sem extrato de levedura. Essa linhagem
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mostrou crescimento mais rapido neste composto, nesta concentragéo, do

que nos compostos e nas concentracdes anteriormente testadas.
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Flgura 16- Crescimento da linhagem 5 A2 em meio mineral M2 (BICCA et
al., 1999) com 0, 5% de xlleno {(viv) como fonte Unica de carbono

e energia.

As Figuras 17 e 18 indicam o crescimento de 5 B2 em meio M2

liquido com 5% de BTX (viv) sem e com extrato de levedura,

15, observa-se que esta linhagem exibiu crescimento mais rapido do que 5

‘ respectivamente. Comparando-se estas duas Figuras com as Figuras 14 e
‘ A2. nas mesmas condigdes de cultivo.
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Figura 17- Crescimento de Actinobacillus lignieresii 5 B2 em meio mineral

M2 (BICCA et al., 1999) com 5% de BTX (v/v) como fonte tinica
de carbono e energia.
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Figura 18- Crescimento de Actinobacillus lignieresii 5 B2 em meio mineral

M2 (BICCA et al., 1999) com 5% de BTX e 0,05% de extrato de
levedura.

A Figura 19 indica o crescimento de 5 B2 em meio M2 liquido com
0,5% de tolueno {v/v) sem adigao de extrato de levedura. Assim como nas
Figuras anteriores, também observa-se crescimento rapido, porém com

pouco aumento em termos de densidade celular.
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Figura 19- Crescimento de Actinobacillus lignieresii 5 B2 em meio mineral
M2 (BICCA et al., 1999) com 0,5% de tolueno (v/v) como fonte
Ginica de carbono e energia.

A Figura 20 indica o crescimento de 5 B2 em meio M2 liquido com 1%
de tolueno (v/v) sem adigcéo de extrato de levedura. Assim como nas Figuras
anteriores, também observa-se crescimento rapido, com melhor aumento em.

termos de densidade celular comparado com 0,5% de tolueno (viv).
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Figura 20- Crescimento de Actinobacillus fignieresii 5 B2 em meic mineral
M2 (BICCA et al.,, 1999) com 1% de tolueno (viv) como fonte
tnica de carbono e energia.
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A Figura 21 representa o crescimento de 5 B2 em meio M2 liquido
com 1% de p-xileno (v/v) sem adigdo de extrato de levedura. Nesta Figura
observa—se uma longa fase lag, ‘com declinio Qa densidade celular no inicio
e, depois, crescimento com pouco aumento de densidade celular. Esta cﬁrva
de crescimento foi obtida concomitantemente a avaliag&o de biodegradacao

de p-xileno por 5 B2 (Tabela 13).
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Figura 21- Crescimento de Actinobacillus lignieresii 5 B2 em meio mineral
M2 (BICCA et al., 1999) com 1% de p-xileno (v/v) como fonte

unica de carbono e energia.

A Figura 22 representa o crescimento de 5 E1 em meic M2 liquido
com 2% de-.p-xiléno (viv) sem adigdo de extrato de'levedura.-Aqui, -6bser-va-
se uma fase lag relativamente curta e crescimento relativamente rapido, com
consideravel aumento da densidade celular, quando se compara com outras
linhagens crescendo em p-xileno. Ao contrario das curvas obtidas, que,
como se vera a seguir, mostraram-se caracteristicas de linhagens crescendo

em p-xileno, ndo se observa declinio inicial da densidade celular.
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Figura 22- Crescimento da linhagem 5 E1 em meio mineral M2 (BICCA et
al., 1999) com 2% de p-xileno (v/v) como fonte Unica de carbono

e energia.

A Figura 23 representa o crescimento de 5 E2 em meio M2 liquido
com 0,5% de tolueno (v/v) sem adigdo de extrato de levedura. Observa-se

crescimento rapido, com consideravel aumento da densidade celular.
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Figura 23- Crescimento de Moraxella nonliquefaciens 5 E2 em meio mineral
M2 (BICCA et al., 1998) com 0,5% de tolueno (viv) como fonte

unica de carbono e energia.
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A Figura 24 representa o crescimento de 5 E2 em meio M2 liquido
com 1% de tolueno (viv) sem adi¢ido de extrato de levedura. Observa-se
crescimento rapido, com consideravel aumento da densidade celular e

duracéo da fase de crescimento maior do que quando se compara com 0,5%

de tolueno (v/v).
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Figura 24- Crescimento de Moraxella nonliquefaciens 5E2 em meio mineral

M2 (BICCA et al.,, 1999) com 1% de tolueno (v/v) como fonte
Unica de carbono e energia.

A Figura 25 representa o crescimento de 5 E2 em meio M2 liquido
com 5% de tolueno (v/v) sem adicdo de extrato de levedura. Observa-sé
crescimento bem lento, com consideravel aumento da densidade celular ao
final do periodo de crescimento. Comparando-se as Figuras 24 e 25, nota-se

que, aumentando-se a concentragao de toluenc de 1% para 5% (v/v), ha um

retardamento de aproximadamente vinte dias no inicio da fase exponencial.
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Figura 25- Crescimento de Moraxella nonliquefaciens 5E2 em meio mineral

M2 (BICCA et al,, 1999) com 5% de toluenc (v/v) como fonte
Gnica de carbono e energia.

A Figura 26 representa o crescimento de 5 E2 em meic M2 liguido
com 0.4% de p-xileno (v/v) sem adigdo de extrato de levedura. Observa-se
uma Ic_:ngg fase lag, lcom declinio da densidade celular no inicio e, depois,
crescimento com pouco aumento de densidade celular. Esta curva foi obtida -

concomitantemente & avaliagdo de biodegradagdo de p-xileno por 5 E2

(Tabela 13).
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Figura 26- Crescimento de Moraxelfa nonliquefaciens 5E2 em meio mineral

M2 (BICCA et al,, 1999) com 0,4% de p-xileno (vfv) como fonte
inica de carbono e energia.
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A Figura 27 indica o crescimento de 4022 em meio M2 liquido com
0,5% de tolueno (v/v) sem adigdo de extrato de levedura. Observa-se

crescimento rapido, porém com pouco aumento em termos de densidade

celular.
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2 1.0E|05L./I’/.—'_—. w4022
-
S 1,0E+04 e —
@ 0 2 4 6 B 10 12 14

tempo de incubagdo (dias)

Figura 27- Crescimento de Enterobacter aerogenes 4022 em meio mineral

M2 (BICCA et al,, 1999) com 0,5% de tolueno (v/v) como fonte
Unica de carbono e energia.

A Figura 28 indica o crescimento de 4022 em meio M2 liquido com
1% de tolueno (v/iv) sem adigdo de extrato de levedura. Assim como na
Figura anterior, também observa-se crescimento rapido, com melhor

aumento em termos de densidade celular comparado com 0,5% de tolueno

(viv).
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Figura 28- Crescimento de Enterobacter aerogenes 4022 em meio mineral

M2 (BICCA et al., 1999) com 1% de tolueno (v/v) como fonte
Unica de carbono e energia.

A Figura 29 indica o crescimento de 5 B4 em meio M2 liquido com 1% |
de tolueno (v/v) sem adi¢do de extrato de levedura. Durante este estudo, 5
B4 foi considerada uma linhagem sensivel a altas concentfa’géés de
solventes Observa-se crescimento rapido,-porém com pouco aumento em

termos de densidade celular e declinio na densidade celular apds 2 dias de

incubagéo.
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Figura 29- Crescimento de Flavobacteriurm sp 5B4 em meio mineral M2

(BICCA et al., 1999) com 1% de tolueno (viv) como fonte Unica
de carbono e energia.
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As Figuras 30, 31, 32 e 33 indicam as curvas de crescimento de 4019
e 4023 em meio M2 liquido com 0,5 e 1% de tolueno (v/v), respectivamente,
sem adicdo de extrato de levedura. Durante este estudo, estas foram
conS|deradas linhagens sensivels a altas concentracdes de solventes. Assm -
como para a outra linhagem sensivel (5 B4), observou-se crescimento,
porém com pouco aumento em termos de densidade celular e apds 2 dias

de incubagdo as culturas entraram em fase de declinio e morte.
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Figura 30 Crescumento de Aeromonas sp 4019 em meio mineral. M2 (BICCA
et al, 1999) com 05% de tolueno (viv) como fonte umca de
carbono e energia.
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Figura 31- Crescimento de Aeromonas sp 4019 em meio mineral M2 (BICCA
et al., 1999) com 1% de tolueno (v/v) como fonte unica de
carbono e energia.
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Figura 32- Crescimento.de Enterobacter aerogenes 4023 em meio mineral
M2 (BICCA et ai., 1999) com 0,5% de tolueno (v/iv) como fonte

Unica de carbono e energia.
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Figura 33- Crescimento de Enterobacter aerogenes 4023 em meio mineral

M2 (BICCA et al.,, 1999) com 1% de tolueno (v/v) como fonte
Unica de carbono e energia.

A linhagem 5 C2, apesar de ter provocado mudanga na coloragao dos
meios M2 contendo 0,5% de xileno (v/v), 5% de BTX (viv) e 5% de tolueno_
{v/v), com indicador de crescimento (TTC), ndo demonstrou aumento de -.
nimero de células viaveis .(ufcme) quando cultivada nas mesmas
condigdes. O numero de células vidveis (ufc/mil) foi monitorado por 10, 15 e
22 dias, respectivamente em cada um desses experimentos (dados nao

mostrados), mas este periodo ndo foi suficiente para 5 C2 demonstrar

quaisquer indicios de crescimento.

4.14 Produgdo de biossurfactémtes

Das 11 linhagens, 7 foram ensaiadas para produgao de
biossurfactantes, através da determinagao do indice de emulsificagao (E24),
de acordo com IQBAL et al. (1995) apud BICCA et al. (1999). O indice E24 é

calculado em termos de porcentagem da altura da camada emulsificada
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(mm) dividida pela altura tota! da coluna liquida. Foram testadas amostras de
culturas de 5 B2, 5 E2, 4019, 4022 e 4023 crescidas em M2 contendo 0,5%
e 1% de tolueno (v/v), separadamente e 5 B4 crescidas em M2 contendo 1%
de tolueno {(v/v). Apés 7 dias de cultivo, nenhuma das cQIturas fo.i capaz -de
produzir atividade de emulsificagdo. Também foram testadas amostras de
culturas de 5 B2 crescidas em M2 contendo 1% de p-xileno (v/v); de 5 E2
crescidas em M2 contendo 0,4% e 1% de p-xileno {(v/v) e de 5 E1 crescidas
em M2 contendo 2% de p-xileno (v/v). Dessas, apenas 5 E1 foi capaz de

produzir atividade de emulsificagéo (E24 = 65%).

4.15 Estudos de biodegradagdo

A partir dos experimentos anteriores, foram escolhidas 2 linhagens
com crescimento mais répido para testes de biodegradagdo do composto
aromatico (5B2 e 5E2). Para a realizagéo desses testes, culturas de 5 B2 e
de 5 E2 foram pré-condicionadas em M2 liguido (BICCA et al,, 1999) com

0,4% e 1% de p-xileno (viv) como fonte de carbono. Apés 48 horas de

mcubag:ao a 30°C e 150 rpm de agﬂag,ao as células crescidas foram_

separadas por centnfugag;ao lavadas duas vezes com tamp3o fosfato e

ressuspensas em meio novo. Volumes correspondentes a 5% de indculo
dessas células lavadas, foram transferidos para meio nove contendo p-
xileno. As curvas de degradagdo foram obtidas através do decaimento das
concentragdes dos compostos no meio liquido-em relaggo a frascos

controles ndo inoculados. Apds a remocgdo das células por filtragao, as
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concentragfes dos compostos foram determinadas por cromatografia

gasosa (Tabela 13 e Figura 34).

Tabela 13- Biodegradacao percentual de p-xileno' em relacio a contrbies
abidticospor5B2e S E2

Biodegradagao (%)
Culturas
Oh 20h 72 h
5B2 em 1% p-xileno (viv) 0 0 80,8
5E2 em 0,4% p-xileno (v/v) 0 77,4 796

Na Figura 34 observa-se a degradag@o de p-xileno ao longo do
crescimento de 5 E2 em M2 liquido com 1% de p-xileno {v/v), ap6s uma fase

lag na qual houve declinio na densidade celular.
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Figura 34- Teor residual de p-xileno determinado por cromatografia gasosa,
em % (m). Crescimento de Moraxella nonliquefaciens 5E2 em
meio mineral M2 (BICCA et al., 1999) com 1% de p-xileno (v/v)

como fonte Unica de carbono e energia, em ufc/ml (o).
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5 DISCUSSAO
5.1 _Consideragées gerais

Sabe-se que a biodegradacdo pelos microrganismos representa um
dos mecanismos principais através dos quais o petréleo e outros
hidrocarbonetos s&o eliminados do ambiente (LEAHY & COLWELL, 1990).
Em muitos casos esse processo €& acelerado pela adaptag@o dos
organismos devido & exposigdo cronica a esses poluentes (HEITKAMP et
al., 1988). VAN DER MEER et al. (1992) fizeram uma revisao dos
mecanismos moleculares da adaptacéo genética a compostos xenobidticos
através das seguintes reépos'tas: (a) indugao de enzimas especificas; (b)
crescimento de uma subpopulaggo .. especifica - de uma comunidade
microbiana capaz de captar o substrato e metaboliza-lo; e (c) selegao
adaptativa de mutantes com especificidades enzimaticas alteradas ou novas
atividades metabdlicas.

Por esse motivo, durante este estudo utilizou-se como inéculo para o
isolamento, agua de tanques contaminados por compostos derivados do
petroleo. Esses indculos foram utilizados a fim de se isolar e caracterizar
bactérias com capacidade de crescimento e utilizagio de hidrocarbonetos
aromaticos BTX. Compostos BTX utilizados por bactérias foram escolhidos
como objeto de estudo deste trabalho, por constituirem-se esses solventes,
poluentes ambientais de alta prioridade em escala global (LEAHY &

COLWELL, 1990). Além disso, s&o toxicos, depressores do sistema nervoso
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central e o benzeno é mutagénico e carcinogénico (CORSEUIL & ALVAREZ,
1996).

Assim, na prlmelra etapa foram seiecnonadas 3 Ilnhagens com
capacidade de crescimento em meio mlneral liquido contendo altas
concentragdes de benzeno, tolueno, e xileno, separadamente, como fonte de
carbono em culturas puras. As trés apresentaram niveis significantes, e,
dentre as trés, duas delas apresentaram altos niveis de remog&o de toluenoc
do meio de cultura, num primeiro momento (“screening”), porém, ao longo dq
desenvolvimento da parte experimental deste estudo, essa capacidade foi
perdida, o que serd discutido posteriormente. Na segunda etapa deste
estudo, foram avaliados os crescimentos de Ilnhagens também isoladas de
locais contaminados com compostos xenobiéticos. Cinco Imhagens
mostraram-se tolerantes e trés linhagens sensiveis a altas concentragdes de -
compostos BTX. As linhagens tolerantes foram Actinobacillus lignieresii 5B2,
Moraxella nonliquefaciens 5E2, Enterobacter aerogenes 4022, e duas
linhagens nao identificadas (5A2 e 5E1). As linhagens sensiveis foram
' Flavobacterium sp 5B4, Aeromonas sp 4019 e Enterobacter aerogenes -

4023.
5.2 Produgao de biossurfactantes

Varios trabalhos tém mostrado que o crescimento microbiano em
meios contendo hidrocarbonetos como fonte de carbono é acompanhado da

produgdo de biossurfactantes (REDDY et al., 1982; WATKINSON &
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MORGAN, 1990, HOMMEL, 1990; KOCH et al.,, 1991; RATLEDGE, 1992
NEU, ‘!998)._ Das 23 linhagens microbianas testadas inicialmente durante a
primeira etapa e das 7 testadas durante a segunda etapa deste estudo, 4
culturas mostraram 'capacidadé de produc;étl)- de a-ltas atividades de
emulsificagdo (emulsGes agua-em-dleo): SC4-6, SC4-11 e SCB-3 e 5 E1.
Portanto, do total de 30 linhagens testadas, apenas 4 (aproximadamente
13%) produziram altas atividades de emulsificagdo. HOMMEL (1990) discute
que, (a) em contraste com o grande numerc de microrganismos
degradadores de hidrocarbonetos, hd somente um numero limitado de
bactérias e fungos conhecidos que produzem biossurfactantes , e que (b} os
principios regulatorios da sintese de biossurfactantes sdo diferentes e
respondem a diferentes tipos de limitaggo de nutrientes. As eﬁzimas
envolvidas na biossintese sdo normalmente reprimidas em células em
crescimento ativo. A exaustdo das fontes, tanto de carbono, como de
nitrogénio ou fésforo & considerada um fator que leva a desrepressdo das
enzimas do metabolismo secundario. Portanto, as bactérias testadas neste
estudo que ndo produziram biossurfactantes, ou no teriam a informagao
genética para produgio, ou ndo encontraram as condigdes necessarias para
a desrepressao das enzimas envolvidas no bro'césso. Para saber ao éerio
qual seria a hipdtese mais provavel, seria necessaria a realizacdo de
estudos mais detalhados utifizando outras técnicas de detecgdo, estudos
genéticos e regulatdrios da biossintese, o que fugiria do proposito deste

estudo.
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5.3 Constitubilidade x indutibilidade da produgzo de biossurfactantes

.A produgéo de atividade emulsificante por algumas bactérias quando
crescidas na presenga de glicose como fonte Unica de .carbcl)no.i.ndica que-
esses metabdlitos sdo constitutivos (GUERRA-SANTOS et al,, 1984). Em
outros casos, a produgdo de biossurfactantes é aparentemente induzida
pela presenca de substratos insolliveis em é&gua (RATLEDGE, 1988).
Durante este estudo, verificou-se que duas das linhagens selecionadas
(SC4-6 e SC4-11) produziram baixos niveis de atividade de emulsificag&o
quando glicose foi utilizada como fonte de carbono, porém altos niveis
guando xileno foi utilizado. A linhagem SC8-3 produziu altos niveis de
atividade de emulsificagéo tanto com glicos.e quanto com benzeno; tolueno -
ou xileno como fonte .de carbono. Este resultado indica que_para as -
linhagens SC4-6 e SC4-11, o xileno induz ou maiores quantidades, ou a
produgdo de um agente emulsificante quimicamente diferente, mais efetivo
do que & sintetizado na presenga de glicose somente. Ja SC8-3 tem a
producdo de biossurfactantes expressada constitutivamente. Essa
observagao, similar & encontrada por GUERRA-SANTOS et al.(1984),
inaicaria q-ue o biossurfactante expréséado conétitutivamente poederia
desempenhar outros papéis que ndo sejam relacionados com a
solubilizacdo do substrato hidrofébico, tais como uma fungéo na adesao e
desades3o das células bacterianas a interfaces, na locomog&o, na interagao

célula-célula, ou ainda uma fungéo na regulagdo da hidrofobicidade celular
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(NEU, 1996). HOMMEL (1990), comenta ainda que alguns biossurfactantes

teriam propriedades antimicrobianas.
5.4 “Time-course” da producgdo de biossurfactantes

Resultados de culturas com capacidade de produgdo de
biossurfactantes apontam para vérias possibilidades de aplicaggo. Nos
Gltimos anos tem havido um crescente interesse nos biossurfactantes, os
quais, além do uso na biorremediag&o, tém sido apontados como potenciais
substitutos para surfactantes sintéticos em aplicagbes no solo e em
pProcessos indusgriais, agricolas e de alimentos, uma vez que eles sao
ecologicamente mais aceitaveis (sdo biodegradaveis e.geralment_e h_é'lq-
toxicos) e podem ser produzidos por fermentacéo de substratos -de baixo
custo (BANAT et al., 1991; ROCHA et al., 1992, BENTO & GAYLARDE,
1996). Outras vantagens apresentadas pelos biossurfactantes
incluem: diversidade de estrutura e fungdo para diferentes aplicagdes e
seletividade para interfaces especificas de hidrocarbonetofagua (COOPER
& ZAJIC, 1980).

De modo geral, SC4—6 pféduziu baixas atividades de emulsificagéo
nas 4 concentracdes testadas, tanto de benzeno como de tolueno e altas
atividades de emulsificagéo nas 4 concentragbes testadas de xileno como
fonte de carbono em meio mineral liquido.

A linhagem SC4-11 produziu baixas atividades de emulsificacao

quando crescendo em qualquer das 4 concentragdes testadas de tolueno e
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em benzeno 2% e 3% (v/v) e altas atividades de emulsificagdo quando
crescendo em xileno nas 4 concentrages e em benzeno 1% e 1,5% (v/v).
Apesar de SC4-11 ter produiido altas atividades de emulsificagao quando
xileno foi a fonte de carboﬁo, pafece ter réqueridd um tempo de indugéo
para a produg&o de biossurfactantes maior quando comparado com SC4-6.

A linhagem SC8-3, produziu altas atividades de emulsificagéo quando
crescendo em benzeno, tolueno e xileno, em todas as concentragdes.

Verificou-se, portanto, que para SC4-6 e SC4-11, a emulsificagao foi
dependente da fonte de carbono e da concentragéo utilizada. O composto
responsavel pelas mais altas atividades de emulsificacéo foi xileno, tanto
quantitativa (atividade de emulsificago) como qualitativamente (coesao das
bolhas). .

A linhagem 5 E1, crescendo em meio contendo 2% de p-xileno (viv)
como fonte de carbono, produziu alta atividade de emuisificagao (E24=65%),
formando uma emulsdo com alto grau de coesdo das bolhas e capaz de

permanecer estavel por muitos dias.
5.5 Avaliagédo da utilizagdo de tolueno, m-xileno e p-xileno

Durante a primeira etapa deste estudo, somente coldnias muito
pequenas foram observadas em placas contendo benzeno, tolueno e xileno
como fonte de carbono e energia, dessa maneira, houve muita dificuldade
em se cultivar e manter os isolados em meio sélido, uma vez que nao era

possivel obter-se biomassa suficiente para a realizagéo dos experimentos.
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Apbs varias tentativas de manter os isolados em placas contendo BTX como
fonte de carbono, optou-se pela manutencdo dos isolados em meio nao
seletivo, de acordo com SHIELDS et al. (1989), KOCH' et al. (1991) e JAIN
et al. (1992). Essa esco!hé, no entanto, aéarretou um outro lproblema, pois
sabe-se que, de modo geral, compostos BTX séo degradados via enzimas
codificadas por plasmideos e que, quando bactérias so cultivadas em meio
rico, esses podem ser perdidos, o que, entdo explicaria a perda da
capacidade de utilizagéo de tolueno pelas linhagens SC4-6, SC4-11 e SC8-
3, observada durante este estudo. Entdo, iniciou-se uma série de
experimentos com outras linhagens e, dessa vez, estas foram mantidas
congeladas em glicerol, reativadas em LB e foi feito um pre-
condicionamento das cu!tufas, de acordo com EL-SAYED et al. (1996),
antes dos experimentos. Apdés 3 dias de incubacdo, culturas pré-
condicionadas de 5 E2 foram capazes de crescer e de remover 79,6% de p-
xileno do meio com concentracdo de 0,4% (v/v); 73,3% de p-xileno do meio
com concentragdo de 1% (viv) e culturas pré-condicionadas de 5B2 foram
capazes de crescer e de remover 80,8% de p-xileno na concentragéo de 1%
(viv) presente no meio.- O pré-condicionamento das amostras revelou-se
muito importante, pois as cdlturas, mesmo as tolerantes, quasernéo haviam
crescido sem pré-condicionamento (dados nao mostrados). Similarmente,
EL-SAYED et al. (1996), observaram a importancia do pre-condicionamento
das culturas de Acinetobacter, Pseudomonas e Arthrobacter, crescendo em
combustivel de Jet-A e dleo de motor. Da mesma forma, RAMOS et al.

(1995) estudando a scbrevivéncia de celulas de Pseudomonas putida DOT-
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T1 apos choque de tolueno e a indutibilidade da tolerancia a solventes,

discutiram a importancia do pré-condicionamento das culturas. E ainda,

RAMOS et al. (1998) estudaram Pseu_domonas putida DOT-T1E, uma

linhagem tolerante a tolueno e m-xileno, porém sensivel a benieno, “
discutiram a sobrevivéncia a curto prazo das células, pré-condicionadas e
ndo pré-condicionadas apds choque de solvente e a indutibilidade da
toleraéncia a solventes.

Os mecanismos pelos quais 0s microrganismos atuam sobre
compostos xenobidticos incluem biotransformagdc (cometabolismo),
bicacumulagdo e biodegradagdo. Desses processos, apenas a
biodegradagdo é capaz de promover o crescimento da populagao

microbiana em ndmero ou biomassa, uma vez que a biotransformagéo

. consiste da agdo mibrobiana que modifica a estrutura quimica sem -

rendimentoc de energia para crescimento (REINEKE, 1984, apud
NAKAYAMA, 1999). Portanto, os dados obtidos neste estudo indicam que

pelo menos parte do desaparecimento de p-xileno do meio seja resultado da

- degradacéo, apesar de que possa ter havido também bioacumulagao em

algum grau, uma vez que esse composto € lipossolivel e tem afinidade

pelas membranas lipidicas.

Diversos trabalhos tém mostrado amplas variagées nos tempos
necessarios para biodegradagdo de compostos BTX, de acordo com as
condigdes de cultivo, as concentragdes utilizadas e os organismos usados
como indculo. BURBACK & PERRY (1993) demonstraram que

Mycobacterium vaccae JOB-5 degradou completamente tolueno na
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concentragdo de 100 ppm [0,01% (v/v)] em 48 horas, e benzeno na

concentracdo de 50 ppm em 72 horas. GOULDING et al. (1988) utilizaram

~uma cultura mista composta de linhagens de Pseudomonas, Klebsiella,

Rhodococcus e 2 linhagens de fungos, que foram capazes de remover
totalmente tolueno na concentracdo de 200 mg/l em 72 horas. SOLANO-
SERENA et al. (1999}, observaram a completa degradagio de benzeno,
tolueno e m-xileno, fornecidos na concentra¢cdo de 150 mg/l, por uma
suspens&o microbiana obtida de lodo ativado, em 2 dias.

CUNHA & LEITE (2000) obtiveram de 49,1 a 53,7% de degradagéo
de tolueno presente na gasolina, fornecida na concentragéo de 5% (viv), por
culturas mlstas em 72 horas de incubag&o.

TSAO et al. (1998) venflcaram que vapores de tolueno (3 pl / g de
splo) tornaram-se totalmente exauridos sem fase lag com uma semana de
incubacdo. A degradagdo de benzeno, o-xileno e p-xileno apresentaram
fases lag de aproximadamente 5 dias, devido a isso, as exaustdes foram
completas somente por volta do 13° dia de incubago.

As porcentagens de degradagdo apds 3 dias de incubagio, obtidas

neste estudo, foram menores do que as obtidas por BURBACK & PERRY

(1993); GOULDING et al. (1988) e SOLANO-SERENA et al. (1999), que

utilizaram baixas concentragdes de BTX, porém mais aitas do que as
obtidas por CUNHA & LEITE (2000) e TSAO et al. (1998).
Neste estudo, a emulsificagdo ndo se mostrou um fator importante

para a degradagéo, uma vez que as linhagens degradadoras ndo mostraram

capacidade de produgéo de biossurfactante.
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5.6 Avaliagdo do crescimento

Neste estudo foi usado cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (TTC) como |
um indicador geral de crescimento. Células capazes de catabolizar o
substrato-teste reduzem o TTC ao formazan vermelho, enquanto que
culturas incapazes de catabolizar o substrato-teste permanecem incolores
(STRONG-GUNDERSON & PALUMBO, 1994; EL-SAYED, 1996; ROQUE &
MELO, 2000). Neste estudo, avaliou-se o crescimento de 11 linhagens em
meio mineral contendo 0,5% de xileno (viv), 5% de BTX (viv) e 5% de
tolueno (v/v), separadamente, como fonte de carbono € TTC como indicador
de crescimento. Das 11 linhagens, 6 foram selecionadas como tolerantes (5
A2, 5B2 5 C2','5 E1, 5 E2 e 4022) e 5 foram consideradas éensiveis (5 B4,
. 5E3, 4019, 4022V e 4023) a altas concentragGes de solventes.: .

Experimentos de crescimento de 3 linhagens sensiveis apGs pré-
condicionamento, mostraram que 5 B4 em 1% de tolueno (v/v), e 4019 e
4023 em 0,5 e 1% de tolueno (v/iv) como fonte Gnica de carbono e energia,
apresentaram leve capacidade de crescimento, porém depois de 2 dias de
incubagéo, as-culturas entravam em fase de declinio e morte.

Das !inﬁagéns considerédas tolerantes, quase todas foram capazes
de crescer nas fontes de carbono testadas, com algumas variagbes nos
periodos de tempo necessario para inicio e duragéo do crescimento e nos
rendimentos em termos de células viaveis. A Unica excecdo foi 5 C2, que
nao foi capaz de crescer em meio M2 contendo 0,5% de xileno (v/v}, 5% de

BTX (v/v) e 5% de tolueno {viv), separadamente, como fonte unica de
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carbono e energia. O nimero de células viaveis (ufc/ml) foi monitorado por
10, 15e 22 dias, respectivamente em cada um desses experimentos (dados
nao mostr_a;los), mas este periodo n&o foi su_fic’:iente para 5 C2 demonstrar
quaisquer indicios de crescimento. | o

Quanto as exigéncias nutricionais, as bactérias tolerantes mostraram-
se pouco exigentes, pois foram capazes de crescer em meio mineral sem a
adicdo de quaisquer fatores de crescimento. No caso especifico de
Enterobacter aerogenes 4022, essa é uma caracteristica do grupo.
STANIER et al. (1986) relatam que apesar de ser costumario o cultivo de
bactérias entéricas em meio complexo, as exigéncias nutricionais minimas
desses organismos sd0 geralmente simples. Nos casos de Enterobacter,
~ assim como d-e membros do grup'o (Escherichia, Serrétia e muitas espéciés
de Salmonella), nenhum fator de crescimento-é necessario. - - -

Quase todas as culturas apresentaram fases lag, com maior ou
menor duragdo, dependendo das concentragbes de hidrocarbonetos
utilizadas. Os maiores periodos lag foram verificados quando foram
- utilizadas concentragdes de 5% (viv), tanto de BTX, sem e com extrato de
levedura, quanto de tplueno (10, 15 e 22 dia_s_l,- para 5A2 e 5 E2,
résﬁectivéméhtej. Interessante notar qué o-auh'iento'de fo'rnecimentb de
tolueno no meio de cultura de 1% para 5%, resultou em crescimento muito
mais lento da linhagem 5 E2 (aumento da durag@o do perido lag em
aproximadamente 20 dias). Fato interessante aconteceu também com as
culturas 5 B2 e 5 E2, que n3o mostraram fase lag evid_ente quando

crescidas em 1% de tolueno (viv); porém, quando crescidas em 1% de p-
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xileno (v/v), mostraram um periodo lag inicial com morte celular, apds o qual
seguiu-se o_periodo de crescimento exponencial. Resultados semelhantes
foram obtidos por CRUDEN et al. (1_992),'que, durante_crescimento de P.
putida Idaho em p-xileno [20% (viv)], observaram um periodo lag inicial
acompanhado por morte celular. De todas as linhagens cultivadas em p-
xileno, a Unica que n&o apresentou diminuicdo do nimero de células vidveis
no periodo lag inicial, foi 5 E1. De forma parecida, TSAQ et al. (1998) nao
observaram periodos lag de degradacdo de tolueno por bactérias do sclo,

porém observaram periodo lag quando se utilizou p-xileno.

5.7 Utilizagdao de altas concentracdes de solventes organicos por

bactérias

A sensibilidade de microrganismos a solventes organicos téxicos &
relacionada ao logaritmo do coeficiente de particdo do solvente em uma
mistura de octanol e agua (log Pow). Hidrocarbonetos aromaticos com um
log Pow entre 1,5 e 3,5 tais como benzeno, tolueno e xilenos, s8o
- extremamente toxicos aos organismos vivos. Esses compostos quimicos
dissolvem a niembrana citoplasmatica, desorganizam-na e cblapsém 0
potencial da membrana celular; isto, juntamente com a perda induzida de
lipideos e proteinas, levam a dano irreversivel resultando na morte da célula
(SIKKEMA et al., 1995). Como exemplo da importancia dessa correlagao, no

estudo de RAMOS et al. (1998) foi encontrado que, p-xileno, consistente

com seu valor mais baixo de log Pow (log Pow = 3,1), foi mais téxico do que
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n-hexano (log Pow = 3,9), de modo que Pseudomonas aeruginosa PAO1 foi
incapaz de crescer na presencga de p-xileno 1% (v/v) ou mesmo 0,5% (v/v),
apesar de ter crescido bem em hexéno 2% (viv). |
Considerando-se todas essas informagdes, ndo € surpresa, poﬁanto,
que microrganismos capazes de crescerem em baixas concentragbes de
hidrocarbonetos arométicos como fonte Unica de carbono e energia tenham
sido identificados pela primeira vez no inicio do século XX (GIBSON &
SUBRAMANIAN, 1984) e no entanto, bactérias capazes de crescerem na
presenca de altas concentragbes de solventes aromaticos tenham sido
relatadas apenas recentemente, conforme discutido anteriormente.
Atualmente, as concentragdes dos compostos BTX comumente
utilizadas na maioria dos trébalhoé de biodegradagéo situam-se entre 1,1uM
e'22,8 mM, que correspondem a 0,0000125% e 0,3% (viv) (SHIELDS, et al., -
1989: BARBIERI et al., 1993; MIKESELL et al., 1993; CORSEUIL &
ALVAREZ, 1996; SOMMER, et al., 1998; TAY et al., 1998, BOLOGNESE et
al., 1999 GOUDAR et al., 1999; ISKEN et al., 1999, SOLANO-SERENA et
al., 1999; KHANG et al., 2000). Exemplos de concentragdes comparaveis as
utilizadas neste trabalho somente foram encontrados em investigagoes de
Iinhagehs tolerantes a altas concehtragﬁes [z 1% (vdll\}ol)] de solvenie
(INOUE & HORIKOSHI, 1989; AONO et al, 1991, CRUDEN et al., 1992,
AONO et al, 1995, ISKEN & DE BONT, 1996, RAMOS et al., 1995
PINKART et al., 1996: PINKART & WHITE, 1997, apud ISKEN et al., 1999,

LI et al., 1998; RAMOS et al, 1998; ROJAS et al,, 2001).
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Porém, com freqgiiéncia, quando bactérias sdo capazes de crescer em
altas concentragées, elas ndo sdo capazes de utilizar esses compostos, e,
portanto, s&@o ne_cessérias outras fontes del carbono e energia. Como
exemplo, Pseudomonas putida IH-2000 (INOUE -& HORIKGSHI, 1989) é
capaz de crescer em meio de cultura contendo mais do que 50% de tolueno
(volivol), no entanto, P. putida IH-2000 é incapaz de utilizar tolueno como
nutriente. Na verdade, dentre os trabalhos utilizando altas concentragdes de
solvente acima citados, apenas nos de CRUDEN et al. (1992), RAMOS et.
al. (1995) e RAMOS et. al. (1998), as linhagens bacterianas séo capazes de
crescer as expensas do composto aromatico. Os demais trabalhos discutem
outros aspectos relacionados com o crescimento de bactérias em altas
concentragdes de solventes.

RAMOS et al. (1995) estudaram as modificagbes estruturais das
células de Pseudomonas pulida DOT-T1 crescidas em altas concentragOes
de tolueno, tais como aumento do espago periplasmico e evaginagdes da
membrana; e o catabolismo de tolueno. Nesse estudo eles observaram que ,
apesar da linhagem DOT-T1 ser tolerante a altas concentragbes de m- e p-
xileno, esses hidrocarbonetos néo puderam ser utilizados como fonte tinica
de carbono para créscimento.

ISKEN & DE BONT (1996) investigando os mecanismos de
resisténcia a solventes organicos da linhagem Pseudomonas putida $12,
obtiveram evidéncias da presenca de um sistema de exportagdo dependente

de energia responsavel pela resisténcia a tolueno.
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PINKART et al. (1996) estudaram as mudangas nos envoltdrios
celulares de linhagens de Pseudomonas putida sensiveis e tolerantes a
solventes apds exposicéo a o-xileno. Amba_s linhagens produziram &cidos
graxos trans-insaturados. A linhagem tolerante hostrou aumento em écidc-)s'
graxos totais, aumento em &cidos graxos saturados e lipolissacarideos
modificados, sugerindo que essas modificagdes no envoltério suprimiriam os
efeitos dos solventes na estabilidade das membranas ou limitariam sua taxa
de difusdo para o interior celular, aumentando a sobrevivéncia em altas
concentragdes de solventes.

PINKART & WHITE (1997) citados por ISKEN et al. (1999) relataram
taxas aumentadas de biossintese de fosfolipideos, aumentando a velocidade
dos processos de reparo. |

RAMOS et al. (1998) estudando Pseudomonas putida DOT-T1E, uma
linhagem tolerante a tolueno e m-xileno, porém sensivel a benzeno,
mostraram aumento da rigidez da membrana celular de celulas expostas a
tolueno na fase gasosa e duas bombas de efluxo, uma expressada
constitutivamente e uma induzida por hidrocarbonetos aromaticos. Comenta
ainda que o sistema de efluxo de solventes exclpi tolueno; m-xileno; 1,2,4-
triclorobeﬁzeno, mas ndo funciona com benzeno.

LI et al. (1998) estudaram os mecanismos que conferem tolerancia a
altas concentracbes de p-xileno em Pseudomonas aeruginosa. Os
resultados obtidos por esses pesquisadores indicaram que essa propriedade
resulta principalmente da atividade de 3 sistemas de efluxo multidrogas,

dependentes de energia, de ampla especificidade, ou seja, que, além de



85

responderem a muitas classes de antibidticos, corantes e detergentes,
responderiam também a solventes organicos. Esses pesquisadores
 acreditam que os sistemas de efluxo multidrogas acessariam os solventes
de maneira similar aos antibidticos, ou seja, os antibidticos, por serem—
geralmente moléculas anfipaticas, particionam na camada interior (maioria
dos antibidticos) ou exterior (B-lactamas) da membrana citoplasmatica, de
onde eles sdo acessados pelos sistemas de efluxo. Dado que solventes
organicos sd0 conhecidos por dissolverem nas membranas lipidicas e que
seu efeito letal provavelmente envolve comprometimento do funcionamento
da membrana citoplasmatica, seria aceitdvel que esses sistemas de efluxo
também acessassem solventes prgénicos do interior da bicamada lipidica.

ROJAS et al. (2001) relatam a identificacéo e caracterizago de Uha_
terceira bomba de efluxo presente em P. putida DOT-T1E, ndo relatada
anteriormente.

Até o presente momento, os relatos de linhagens tolerantes a altas
concentracdes de solventes sdo de Pseudomonas (a maioria P. putida) e de
Escherichia coli (AONO et al., 1991 e AONO et al.,; 1995). Até onde se sabe,
néo existem relatos de linhagens 'de. Moraxelfla, de-Actinob_aciﬂus e de
Enferobacter reéistentes e capazes de crescerem em éltas conceﬁtraéées de
tolueno e de xileno como fonte Unica de carbono e energia, essa descoberta
abre uma ampla variedade potencial de estudos, pois surgem varias
questdes. Por exemplo, se, estas linhagens, quando crescendo em
solventes, apresentariam também, modificacdes estruturais tais como as

observadas por RAMOS et al. (1995) em linhagens de P. putida; ou
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modificacdes nos envoltérios celulares, como verificado por PINKART et al.
(1996) e RAMOS et al. (1998) em linhagens de P. putida; ou ainda, sistemas
de efll._[xo dependentes de energia, tais como observados em linhagens de P.
putida e de P. aeruginosa (INKEN & DE BONT, 1996; RAMOS e;t al., 1998;
Ll et al., 1998 e ROJAS et al., 2001). Além disso, ha a potencial aplicag&o
em biorremediagdo, ha interesse econdmico na conversdo desses
compostos aromaticos em compostos tais como cis-diéis, epdxidos e indigo,
entre outros. Finalmente, o entendimento dos mecanismos de tolerancia aos
solventes poderiam ser aproveitados no futuro para gerar microrganismos

com potencial biocatalitico aumentado.
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6 Conclusoes

1. As atividades de emulsificagdo das linhagens SC4-6 e SC4-11 foram
dependentes da fonte de carbono e da concent'ragéb'empregada. 0

composto responsavel pelas mais altas AE foi xileno.

2. A linhagem SCB8-3 produziu altas AE quando crescendo tanto em
benzeno, quanto em tolueno, ou xileno e também em glicose, indicando que
a produgdo de biossurfactante por esta linhagem € expressada

constitutivamente.

3. A linhagem 5E1 produziu altas AE e-foi a linhagem com melhor

crescimento em p-xileno como fonte de carbono.

4. Experimentos de crescimento realizados com 11 linhagens mostraram, 6
linhagens que foram consideradas tolerantes (5 A2, 5 B2, 5 C2, 5 E1, 5E2 E
4022) e 5 que foram consideradas sensiveis (5 B4, 5 E3, 4019, 4022V e

4023) a altas concentragdes de solventes.

5. O pré-condicionamento das culturas mostrou-se importante para o
crescimento das linhagens em altas concentragbes de solventes, com
excecdo das linhagens sensiveis, para as quais o pré-condicionamento néo

teve efeito no sentido de incrementar o crescimento.
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6. Apés 3 dias de cultivo, culturas pré-condicionadas de 5 E2 foram capazes
de remover 79,6% de p-xileno do meio, fornecido na concentragao de 0,4%
{viv) e 73,3%, na concentragédo de 1% (v/v) de p-xileno fornecido ac meio.
Enquanto que, culturas pré-condicionadas de 5 B2, forah capazes de
remover 80,8% de p-xileno, fornecido na concentragéc de 1% (v/v) no meio.
Este fato foi atribuido & biodegradacéo deste composto, pelo menos em
parte, uma vez que ele foi adicionado ao meic como fonte Unica de carbono

e energia e foi capaz de promover aumento do nimero de células viaveis.

7. A emulsificagdo ndo se mostrou um fator importante para a degradagao,
uma vez que as linhagens degradadoras ndo mostraram capacidade de

producgdo de biossurfactante.
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