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RESUMO

ISABELLA CAMPELO VILARDI ARGENTINO

BIOPROSPECCAO DE BACTERIAS TERMOFILICAS DA ANTARTICA
PRODUTORAS DE BIOSSURFACTANTE

Orientador: Alexandre Soares Rosado

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goées da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencéo do titulo de Bacharel em Ciéncias Biologicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Concluséo de Curso.

O continente antartico é conhecido por ser um ambiente extremo e por ser um dos
ecossistemas mais severos da Terra. Este continente apresenta diferentes habitats, como a llha
Deception, que é um vulcdo polar ativo. O ambiente desta ilha é singular: apresenta atividade
geotérmica, mesmo com 60% de seu territério coberto por geleiras. As diferentes
caracteristicas ambientais apresentadas por esta ilha a tornam um habitat Unico para o estudo
dos micro-organismos e seu potencial biotecnolégico. O presente estudo teve como objetivo
realizar a bioprospeccdo e identificacdo molecular de bactérias da Ilha Deception, capazes de
produzir biossurfactantes sob condi¢cdes termofilicas. Para realizar os procedimentos de
screening, amostras de solo foram coletadas de diferentes pontos geotérmicos em Fumarole
Bay e Whalers Bay, e analisadas no Laboratério de Ecologia Microbiana Molecular (LEMM-
UFRJ). Para o cultivo das bactérias termofilicas, foram utilizados seis meios de cultura
diferentes: Lysogeny Broth, Marine Agar, Glucose Yeast Malt, Meio heterotrofico para
Bacillus - DSMZ 260, Fitato de célcio e National Botanical Research Institute’s Phosphate, e
as placas foram incubadas a 55 °C. Foram obtidos 245 isolados bacterianos termofilicos que
foram depositados na Colecdo de Bactérias Antarticas (LEMM-UFRJ). Apds uma triagem
para selecionar as amostras produtoras de biossurfactantes pelo teste da gota, vinte e cinco
cepas foram selecionadas, incluindo 21 bacilos gram-positivos e quatro bacilos gram-
negativos.  Na analise  molecular, foram  encontradas  seis cepas de
Geobacillus stearothermophilus, quatro de Geobacillus caldoxylosilyticus, e seis de
Anoxybacillus flavithermus. Dois isolados ndo puderam ser identificados, pois suas
sequéncias foram relacionadas com bactérias ndo cultivaveis. O sobrenadante foi obtido por
crescimento em caldo Bushnell-Haas, suplementado com 2% de extrato de levedura e
incubado em um shaker a 55 °C, durante sete dias, a 165 rpm. Os testes realizados para
estudar a producdo de biossurfactante foram: teste de producéo de espuma, teste de hemdlise,
teste do colapso da gota, teste de deslocamento de 0leo e teste de emulsificacdo (E24) usando
oleo cru e diesel, e teste da estabilidade do biossurfactante a alta temperatura, também usando
oleo cru e diesel. Nos ensaios de screening, 22 isolados apresentaram boa producdo de
espuma, e 17 apresentaram resultados positivos no teste de deslocamento de 6leo. No teste da
hemolise, sete amostras apresentaram resultado positivo. Todos os resultados foram negativos
para o teste de colapso da gota e oito isolados apresentaram os melhores resultados no teste de



emulsdo (E24) usando petroleo bruto, e um com diesel. No teste da estabilidade do
biossurfactante em alta temperatura, quatro isolados apresentaram bons resultados usando
petréleo bruto, e um com diesel. Os outros isolados apresentaram caracteristicas diferentes,
como mudancas na agua e na interface 6leo/agua. Os resultados mostram que a llha Deception
apresenta bactérias termdfilas com um alto potencial para a producdo de biossurfantes, uma
informacg&o inovadora para este ambiente. Através de novas analises, como teste de tensdo
superficial, poderemos entender melhor os recursos benéficos desses micro-organismos, bem
como suas possiveis aplicagcdes nos processos de biorremediagao.

Palavras-chave: Ilha Deception, vulcéo polar, termofilicos, producéo de biossurfactante,
biorremediagéo.
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ABSTRACT

ISABELLA CAMPELO VILARDI ARGENTINO

BIOPROSPECTING OF BIOSURFACTANT PRODUCING THERMOPHILIC
BACTERIA FROM ANTARCTICA

Orientador: Alexandre Soares Rosado

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goées da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencéo do titulo de Bacharel em Ciéncias Biologicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Concluséo de Curso.

The Antarctica continent is known for its extreme environment and for being one of
Earth's most harsh. This continent presents different habitats, such as Deception Island, an
active polar volcano. The environment of this island is unique; it presents continuous
geothermal activity, even with 60% of its territory covered by glaciers. The different
environmental characteristics presented by this island make it a unique habitat for the study of
microorganisms and their biotechnological potential. The present study aimed to realize the
bioprospection and molecular identification of bacteria from Deception Island, capable of
producing biosurfactants under thermophilic conditions. To perform the screening processes,
soil samples were collected, from geothermal points on Fumarole Bay and Whalers Bay, and
analyzed in the Laboratory of Molecular Microbial Ecology (LEMM-UFRJ). For the
cultivation of thermophilic bacteria, six different culture media were used: Lysogeny Broth,
Marine Agar, Glucose Yeast Malte, heterotrophic medium for Bacillus - DSMZ 260, Calcium
Phytate and National Botanical Research Institute's phosphate, and the duplicate plates were
incubated at 55 °C. Morphological and molecular analysis, and Gram staining were performed
in order to characterize the isolates. By this isolation, 245 bacterial isolates that grew under
thermophilic conditions were obtained, and they can be found at Antarctic Bacteria Collection
(LEMM-UFRJ). After a screening to select as biosurfactant producing samples by the drop
test, twenty five strains were selected, including 21 gram-positive bacilli and four gram-
negative bacilli. In the molecular analysis, six strains of Geobacillus stearothermophilus, four
of Geobacillus caldoxylosilyticus, six of Anoxybacillus flavithermus, and two of sequences
that were related to non-cultivable bacteria were found. In each isolate, the supernatant was
obtained by growing in Bushnell-Hass broth, supplemented with 2% Yeast extract and
incubated in a shaker at 55 °C, for seven days, at 165 rpm. The tests carried out to study the
production of biosurfactant were: foam production test, hemolysis test, drop collapse test, oil
displacement test, emulsification test (E24) using crude oil and diesel, and test of the stability
of the biosurfactant at high temperature, also using crude oil and diesel. In the screening
assays, good foam 22 isolates presented production, and 17 presented positive results in the
oil displacement test. In the hemolysis test, seven samples showed positive results. All results
were negative for the drop collapse test, and eight isolates revealed the best results in the
emulsification test (E24) using crude oil, and one using diesel. In the test of the stability of the
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biosurfactant at high temperature, four isolates presented good results using crude oil, and one
using diesel. The other isolates showed different characteristics such as changes in water and
in oil/water interface. The results show that Deception Island presents thermophilic bacteria
with a high potential for biosurfactant production, an innovative information for this
environment. Through new analyzes, such as surface tension test, we will be able to better
understand the beneficial resources of these microrganisms, as well as their possible
applications in bioremediation processes.

Key-words: Deception Island, Polar volcano, Thermophiles, Biosurfactant production,
Bioremediation.
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1 INTRODUCAO

1.1 Antartica e seus ambientes termofilicos

Em consequéncia das suas condic¢Bes climaticas, a Antértica é conhecida por ser um
ambiente extremo e por ser um dos ecossistemas mais rigorosos da Terra (Cowan e Tow,
2004; Margesin e Miteva, 2011). Também € bastante conhecida por apresentar temperaturas
negativas, alta salinidade, radiacdo intensa, baixa disponibilidade de &gua e nutrientes,
periodos longos de auséncia de luz e ciclos onde ocorrem congelamento e degelo (Dieser,
Greenwood e Foreman, 2010; Cabrerizo et al., 2012).

Esse continente apresenta diferentes habitats com caracteristicas particulares, como
vales secos, lagos subglaciais, geleiras, fumarolas marinhas e ambientes geotermais polares
(Christner et al., 2014; Herbold et al., 2014; Goordial et al., 2016).

Essa atividade geotermal tem origem na transferéncia de calor do interior da Terra em
direcdo a superficie e pode se manifestar de diversas formas. Uma forma importante é a
atividade vulcénica (Boothroyd, 2009) e, na Antartica, a maior parte dos vulcdes ndo
apresenta sinais dessa atividade; somente quatro exibem habitats geotermais ativos. Estes
podem ser encontrados em Victoria Land — Montes Erebus, Melbourne e Rittmann, e um nas
Ilhas Shetland do Sul — Ilha Deception (Herbold et al., 2014), sendo os trés primeiros vulcdes
continentais e o Gltimo, uma ilha vulcanica.

A Tlha Deception (62°58’S, 60°39°W) ¢é um vulcdo que tem forma de ferradura, e essa
forma se déa pelo extravasamento do magma. E rodeada por morros e suas bordas s&o caldeiras
inundadas pelo mar, formando uma bacia chamada de Port Foster (Barclay, Wilcock e Banez,
2009; Marti, Geyer e Aguirre-Diaz, 2013).

O ambiente dessa ilha é Unico, pois apresenta atividade geotermal continua e a ilha
tendo 60% de seu territorio coberto por geleiras, além da influéncia maritima. Essa atividade
geotermal se torna visivel por meio de emissdo gasosa das fumarolas, que conseguem
alcancar temperaturas acima de 100 °C (Llarch et al., 1997; Amenébar et al., 2013). As
diferentes caracteristicas ambientais apresentadas por essa ilha fazem com que seja um habitat
unico para estudo da microbiologia e de seu potencial biotecnologico (Bendia et al., 2015).

Apesar de o ambiente Unico dessa ilha dificultar o acesso e a permanéncia nesse local,
h& a presenca de estacGes de pesquisas operantes e ruinas de centros antigos, assim como

ruinas de antigas estacOes baleeiras, e é cada vez mais frequente esses ambientes naturais



serem afetados por situagbes como derramamento de combustiveis derivados do petrdleo
decorrentes de atividades humanas (Aislabie e Foght, 2010).

Essas atividades constituem bases de pesquisa cientifica (Llarch et al., 1997), onde um
grande numero de pesquisadores ocupa o local e esse combustivel € amplamente utilizado
para geracgao de energia e aquecimento nessas estacdes. Somado a isso, houve um crescente
aumento de turistas visitando a ilha (Aislabie, Saul e Foght, 2006; Tin et al., 2009), e ela se
tornou, ao longo dos anos, uma atracdo turistica devido as suas caracteristicas vulcanicas,
como as fumarolas e as aguas geotermais, e também pelas suas antigas bases baleeiras, onde
apresentam tanques baleeiros, ruinas de instalagbes humanas, assim como uma das maiores
col6nias de pinguins Chinstrap do mundo (Bartolini et al., 2014; Cabrerizo et al., 2016).

Devido a esses fatores, o vulcdo Deception apresenta ambientes contaminados por
hidrocarbonetos de petréleo, sendo os sitios Fumarole Bay e Whalers Bay 0s mais impactados
com este contaminante (Cabrerizo et al., 2016).

Em relacdo a microbiologia presente no vulcéo ativo Deception, poucos sdo 0s estudos
gue descreveram a comunidade microbiana, e estes sdo ainda mais escassos quando envolvem
microbiologia aplicada e utilizacdo biotecnoldgica como, por exemplo, micro-organismos
produtores de biossurfactante nesse ambiente de condi¢des extremas para serem utilizados em
processo de biorremediagéo.

Um dos poucos trabalhos encontrados na literatura sobre a producdo de
biossurfactantes na llha Deception é o de Coronel-Ledn e colaboradores (2015), que detectou
a producdo de biossurfactante pelo Bacillus licheniformis AL 1.1. A equipe realizou a
caracterizagdo quimica e analisou as propriedades emulsificantes, porém visou a sua

utilizacdo apenas na industria de cosméticos.

1.2 Biotecnologia

O termo “biotecnologia” foi utilizado pela primeira vez por um engenheiro hiingaro
chamado Karl Erkey, em 1919 (Verma et al., 2011). O conceito de biotecnologia ndo é para
ser entendido pelo o que é produzido, e sim, pelo tipo de tecnologia utilizada para que esses
produtos possam ser feitos (Paugh, 1997). Nessa nova era da industrializacdo, muitas
industrias classicas estdo sendo redirecionadas para uso de tecnologias emergentes, como para
a area da biotecnologia, abrindo véarias oportunidades de pesquisa (Banat, Makkar e
Cameotra, 2000).



De uma maneira geral, podemos definir biotecnologia como qualquer técnica que
utilize micro-organismos, partes destes ou as substancias produzidas por esses micro-
organismos para gerar produtos que possam melhorar a vida humana e o meio ambiente
(Albagli, 1998; Verma et al., 2011). Essas técnicas consistem em juntar e aplicar os principios
tanto da Biologia quanto da Engenharia, para que produtos possam ser criados ou
aperfeicoados e serem utilizados, por exemplo, em vacinas, alimentos, no aperfeicoamento de
plantas ou animais e 0s proprios micro-organismos para usos especificos (Albagli, 1998;
Verma et al., 2011).

Entre as principais tecnologias que surgiram desde a década de 1970, a biotecnologia é
a que mais tem chamado atencdo. Esse tipo de tecnologia foi primeiramente utilizado na
industria farmacéutica e ja afetou substancialmente a salde e a producdo de materiais
quimicos (Gavrilescu e Chisti, 2005).

A biotecnologia é bem versétil, amplamente empregada na ciéncia e no cotidiano, e
seus avancos tém sido muito réapidos. Atrelado a isso, 0 aumento da consciéncia por parte dos
consumidores tem tornado possivel o aumento da utilizacdo de ferramentas bioldgicas como
uma tecnologia chave para as industrias quimicas. Essas tecnologias ndo agridem o meio
ambiente, e podem ser utilizadas em diversos contextos, como por exemplo, em recuperagéo e
melhoramento de ambientes contaminados com petroleo (Belyaev et al., 2004).

Os hidrocarbonetos de petréleo sdo matérias-primas essenciais em nossa sociedade
atual, porém também representam um poluente ambiental muito dificil de tratar (Aulwar e
Awasthi, 2016). Devido a sua baixa solubilidade em &gua e alta tensdo interfacial, esses
compostos ndo podem ser facilmente removidos de &guas ou solos contaminados. Um dos
métodos utilizados na remediacdo desses ambientes contaminados é a biorremediacdo, que
nada mais é do que processos em que micro-organismos utilizam suas capacidades naturais a
fim de degradar esses residuos toxicos (Saenz-Marta et al., 2015; Jemil et al., 2016). Para
esses processos de biorremediagdo, os biossurfactantes séo ferramentas importantes, pois
auxiliam os micro-organismos nessas etapas (Dehghan-Noudeh, Housaindokht e Bazzaz,
2005).

1.3 Surfactantes
Surfactantes sdo moléculas organicas anfipaticas, possuindo porcdes hidrofilicas

(polar) e hidrofébicas (apolar) (Pacwa-Plociniczaket al., 2011) (Figura 1). Devido a essa

estrutura, essas moléculas se acumulam em interfaces imisciveis, ou seja, com diferentes



graus de polaridade e fluidez, como éleo/adgua ou ar/agua. Dessa forma, ocorre a reducdo das
tensbes superficial (ar-liquido) e interfacial (liquido-liquido), permitindo que as duas fases

distintas possam se misturar e interagir (Muthusamy et al., 2008; Banat et al., 2010).

Regido polar Regido apolar

Figura 1 — Molécula anfipatica (mondmero). Regido polar (hidrofilica) e regido apolar (hidrofobica). Fonte:
Adaptado de Santos et al., 2016.

Como resultado do acumulo do surfactante e da interacdo entre as duas fases, ha a
formagéo de micelas, que sdo os mondmeros aglomerados. Nesse contexto, a concentragdo
micelar critica (CMC) ¢ definida como a concentracdo minima do surfactante necessaria para
a formacdo das micelas (Menezes et al., 2011) (Figura 2). A formacdo de micelas permite
que o surfactante diminua a tensdo interfacial e superficial e, com isso, aumenta a solubilidade
e a biodisponibilidade de compostos organicos hidrofébicos (Pacwa-Plociniczak et al., 2011;
Rabiei et al., 2013; Souza, Vessoni-Penna e Oliveira, 2014; Varjani e Upasani, 2017).

»
>

Surface tension (mN/m)

Biosurfactant concentration (g/L)

Figura 2 — llustragdo da formacéo das micelas (concentragdo micelar critica). Fonte: Santos et al., 2016.



Por apresentarem essa caracteristica, os surfactantes sdo uns dos mais versateis
compostos quimicos existentes, muito utilizados para lavagem de solos contaminados
(Mulligan, 2005), ja que, alem da sua capacidade de diminuir a tensdo superficial, suas
caracteristicas conferem étimas propriedades de emulsificacéo, detergéncia e dispersao (Desali
e Banat, 1997).

Essas moléculas podem ser classificadas como surfactantes quimicos, que possuem
origem quimica, sendo a maioria sintetizada a partir do petréleo, como o SDS (sodio n -
docenil sulfato), ou como surfactantes biolégicos, chamados de biossurfactantes, advindos de

micro-organismos (Jamil et al., 2016).

1.4 Biossurfactantes

Os biossurfactantes sdo moléculas sintetizadas por uma grande variedade de micro-
organismos, sendo estes produtos extracelulares ou partes da membrana celular, e possuem os
mesmos mecanismos de acdo dos surfactantes quimicos (Desai e Banat, 1997; Mulligan,
2005).

Essas moléculas sdo caracterizadas por apresentarem estruturas variadas, como
glicolipidios, lipopeptidios e lipoproteinas a &cidos graxos, lipidios neutros, fosfolipidios,
biossurfactantes poliméricos e particulados (Jemil et al., 2016).

Os biossurfactantes, diferentemente dos surfactantes quimicos que sao classificados de
acordo com a natureza do seu grupamento polar, sdo geralmente classificados pela origem
microbiana e composi¢do quimica (Pacwa-Plociniczak et al., 2011). Podem, também, receber
uma classificacdo em funcdo de seu peso molecular, estrutura molecular, propriedades fisico-
guimicas e mecanismo de acdo (Banat et al., 2010; Inese Dhouha, 2015).

Esses compostos podem ser divididos em duas classes principais (Neu, 1996): 1)
moléculas que possuem baixo peso molecular, chamadas de biossurfactantes, como o0s
lipopeptideos, glicolipidos, proteinas; e 2) polimeros de polissacarideos, e as moléculas de
alto peso molecular, chamadas de bioemulsificantes, como lipopolissacarideos ou
lipoproteinas (Smyth et al., 2010).

De acordo com o que foi proposto por Rosenberg e Ron (1999), pode-se obter um
melhor desempenho desses compostos nas areas em que sdo aplicados de acordo com a massa
molecular. As moléculas com baixa massa molecular possuem a capacidade de reduzir a
tensdo superficial de maneira mais eficiente, e os polimeros de alta massa molecular sdo

considerados os mais eficazes como agentes estabilizadores de emulséo.



Comparados aos surfactantes quimicamente sintetizados, os biossurfactantes oferecem
diversas vantagens, como baixa toxicidade, alta biodegradabilidade (Jemil et al., 2016),
aceitabilidade ecoldgica, por apresentar potencial de aplicacdo em protecdo ambiental
(Rahman et al., 2002), e atividade quando condicionados a temperaturas extremas, pH e
salinidade (Mulligan, 2005), capacidade de ser sintetizado a partir de matérias-primas
renovaveis (Nitschke e Pastore, 2006); esses compostos reduzem a tensdo superficial com
uma concentracdo micelar critica muito baixa (Muthusamy et al., 2008).

A principal vantagem do biossurfactante é pela sua baixa toxicidade e pelo pouco
impacto ambiental que é causado. Os biossurfactantes tém recebido uma maior atengdo uma
vez que ha a crescente preocupacdo da populacdo com os efeitos alérgicos dos produtos
artificiais. A baixa toxicidade dos biossurfactantes permite o seu uso em alimentos,
cosméticos e produtos farmacéuticos (Nitschke, 2002). Por esse motivo, e também devido os
surfactantes quimicos serem derivados do petréleo, gerando grandes problemas para 0 meio
ambiente, a procura pelos surfactantes naturais como uma alternativa aos surfactantes
quimicos, que sdo normalmente utilizados, tem aumentado cada vez mais (Nitschke e Pastore
2002).

no estudo realizado por Kanga e colaboradores (1997), foi observado uma vantagem
oferecida pelos surfactantes naturais, onde os glicolipidos de espécies Rhodococcus 413A
eram 50% menos toxicos do que Tween 80 em testes de solubilizacdo de naftaleno. Em outro
estudo, os lipideos de trealose, sintetizados por Rhodococcus erythropolis, apresentaram uma
boa atividade de solublizacdo para compostos hidrofobicos e grande potencial para serem
aplicados na biorremediacdo de ambientes com contaminacdo de PHAs
(Polihidroxialcanoatos) (Reis et al., 2013).

1.5 Producéo de biossurfactante

Os biossurfactantes sdo sintetizados principalmente, mas ndo exclusivamente, por
micro-organismos, como bactérias e fungos. O tipo de biossurfactante, assim como a
quantidade produzida, dependem, principalmente, do micro-organismo e da disposicdo de
fontes de carbono e nitrogénio, de fatores ambientais, podendo essa producgéo ser espontanea
ou induzida por variacdes no pH, temperatura, aeracdo e velocidade de agitacdo, pela
presenca de compostos lipofilicos ou quando o crescimento das células se d& em condiges de

estresse (Jara, Andrade e Campos-Takaki, 2013).



Para os processos de biorremediagdo em ambientes contaminados com petréleo, a fim
de mimetizar o ambiente, os hidrocarbonetos sdo a fonte de carbono escolhida para o
crescimento dos micro-organismos (Singer, 1985). Contudo, ndo sdo as Unicas fontes de
carbono que podem ser utilizadas. Estudos demonstraram a eficiéncia quando outros
substratos foram utilizados, como melaco e dleo de dendé, casca de batata, carboidratos e
6leos vegetais (Gautam e Tyagi, 2006).

Os fatores que afetam o crescimento bacteriano, como a disposicdo de carbono e
nitrogénio e fatores ambientais, acabam afetando diretamente a producdo do biossurfactante
(Desai e Banat, 1997; Mukherjee, Das e Sen, 2006), e a concentracdo da molécula vai
aumentando de acordo com o crescimento das culturas (Bustamante, Durén e Diez, 2012).
Muitos micro-organismos que possuem a capacidade de produzir biossurfactantes, e que séo
destinados para utilizacdo industrial, foram isolados de efluentes, dguas residuais e solos
contaminados por diferentes poluentes, entre eles, o petroleo (Saharan, Sahu e Sharma, 2012).

Entre os biossurfactantes mais reconhecidos estdo os ramnolipideos, que sao
sintetizados por Pseudomonas aeruginosa, a surfactina de Bacillus subtilis, 0 emulsan de
Acinetobacter calcoaceticus, assim como os lipopeptidios que sdo sintetizados por muitos
bacilos e outras espécies (Inés e Dhouha, 2015) e os soforolipidios de Candida bombiloca
(primeiramente descrita como Torulopsis bombicola), um dos tipos de biossurfactantes
produzidos por fungos (Cooper e Paddock, 1983). Esses micro-organismos sdo 0S mais
conhecidos, porém ndo sdo 0s Unicos capazes de produzir essas substancias. Mais
recentemente em um estudo realizado por Mani e colaboradores (2016), foi identificado um
Staphylococcus saprophyticus SBPS 15, isolado do litoral da india, aparecendo como um
promissor produtor de biossurfactante. Alguns metabdlitos secundarios produzidos por micro-
organismos desse género vém exibindo significancia biomédica e biotecnoldgica
(Eddouaoudaet al., 2012). Esse é um fato interessante uma vez que Staphylococcus é um
género bem conhecido por suas infeccbes em humanos e animais e, no caso de algumas
especies, serem comensais (Popowiczet al., 2006).

A razdo da producdo dessas moléculas por esses micro-organismos ndo € sempre tao
Obvia. Por exemplo, algumas bactérias que estdo presentes nos campos petroliferos e que
possuem a capacidade de degradar 6leo, produzem biossurfactantes extracelulares (Bouchez
et al., 1999; Yakimov et al., 1998). Nesse caso, esses compostos facilitam a absor¢do do 6leo
para que 0S micro-organismos possam degradar esses hidrocarbonetos (Koch et al., 1991,
Sekelsky e Shreve, 1999). Contudo, os micro-organismos gque ndo possuem a capacidade de

degradar oleo também séo capazes de produzir biossurfactantes (Cooper e Zajic, 1980). Uma



explicacdo possivel para esse fendmeno é que essas moléculas sdo produzidas como um
sistema de defesa para o ataque de outros micro-organismos (Morikawa, Hirata e Imanaka,
2000).

Os biossurfactantes apresentam vantagens em relacdo aos surfactantes quimicos.
Contudo, poucos acabam sendo produzidos em larga escala devido ao alto custo de producéo
(Vaz et al., 2012). Os altos custos provenientes da producdo em larga escala podem ser
reduzidos através da otimizacdo dos processos (Cunha e Leite, 2000) e atraves de processos
de engenharia econdmica (Makkar e Cameotra, 1997).

Para que os biossurfactantes possam de fato serem utilizados, é necessaria uma
metodologia fécil, rapida e confiavel para detectar essa producdo com um ndmero baixo de
falsos positivos e/ou negativos (Youssef et al., 2004). A producdo dessas moléculas é, por
vezes, detectada medindo o indice de emulsificacdo (Van Dyke et al., 1993, Makkar e
Cameotra, 1997), a atividade hemolitica (Carrillo et al., 1996, Banat, 1993, Mulligan e
Cooper, 1985), deslocamento do 6leo (Morikawa, Hirata e Imanaka, 2000), colapso da gota
(Jain et al., 1991) e a tensdo superficial (Bicca, Fleck e Ayub, 1999), por exemplo.

Ainda sdo poucos o0s estudos sobre biossurfactantes produzidos por bactérias
termofilicas (Sharafi et al., 2014). Alguns exemplos foram descritos por Banat (1993), onde
foi relatada a producdo de biossurfactante por uma cepa termofilica do género Bacillus, em
que as moléculas eram estaveis até a temperatura de 50 °C. Esse mesmo género também ja foi
capaz de produzir biossurfactante estavel em temperaturas até 80 °C (Joshi et al., 2008).

Bharali e colaboradores (2011) conseguiram extrair da bactéria termofilica
Alcaligenes faecalis, isolada do solo contaminado com petr6leo bruto, um biossurfactante
glicolipidico. Nesse mesmo ano, trés estirpes termofilicas que pertenciam aos géneros
Geobacillus, Bacillus e Brevibacillus, foram capazes de produzir esses surfactantes naturais

que suportavam temperaturas na faixa de 37-55 °C (Mnif, Chaabouni-Ellouzee Ghribi, 2012).

1.6 Aplicagdes do biossurfactante

Os biossurfactantes sdo moléculas que possuem diversas propriedades e, por esse
motivo, podem ser utilizados em muitas areas (Banat et al., 2010; Maier e Soberon-Chavez,
2000). As propriedades superficiais mais importantes dessas moléculas que tém potencial para
aplicacdo industrial sdo: redugdo da tensdo superficial e capacidade de formacdo e

estabilizagcdo da emulséo (Batista et al., 2006).



Essas moléculas podem ser aplicadas em diferentes vertentes, como a na inddstria
farmacéutica, de alimentos, cosméticos, na limpeza de residuos toxicos de origem industrial e
agricola (Banat et al., 2010; Sheet al., 2011; Saharan, Sahu e Sharma 2012), bem como na
area da salde como agentes antimicrobianos, imunorreguladores e imunomoduladores e
possivel papel na sinalizacéo e atividade citotdxica (Muthusamy et al., 2008).

Entretanto, a maioria dos trabalhos sobre biossurfactantes sdo sobre as aplicacdes na
biorremediacdo de poluentes (Ron e Rosenberg, 2001; Aradjo, 2014) e na recuperacdo de
ambientes contaminados com O6leo através da acdo microbiana (Rosenberg e Ron, 1999).
Esses compostos sdo 6timas ferramentas para auxiliar nesse processo de remediacdo, ja que
possuem a capacidade de alterar alguns componentes da superficie da célula bacteriana,
resultando no aumento da acessibilidade dos hidrocarbonetos a essas células (Desai e Banat,
1997; Pacwa-Plociniczak et al., 2011).

Entre as atividades realizadas pelas indlstrias petroliferas, com a utilizagdo de
biossurfactantes, estdo a Microbial Enhanced Oil Recovery (MEOR), que é a recuperacao
melhorada do dleo em reservatorios através da manipulacdo de suas estruturas por micro-
organismos (Shibulal et al., 2017). Os mecanismos do MEOR incluem: formacdo de gas,
producdo de acido, producdo de polimeros, reducdo da viscosidade do Gleo e das tensdes
superficial/interfacial. Algumas estratégias tém sido desenvolvidas para o uso de
biossurfactantes nesse processo. O uso de injecdo de micro-organismos produtores desses
compostos, junto com nutrientes necessarios para o suprimento dos mesmos, para que haja a
multiplicacdo desses micro-organismos in situ, e a injecdo de biossurfactantes produzidos
ex situ diretamente no reservatorio, sdo exemplos dessas estratégias (Pathak e Keharia, 2014).

Também € utilizado biossurfactantes na mobilizacdo e reducdo de residuos quando
lodo e fracBes de dleo pesado ficam retidos no fundo de tanques de armazenamento de 6leo
(Nitschke e Pastore, 2002; Reis et al., 2013), quando ha obstrucédo do fluxo em tubulacdes que
servem para passagem de 6leo, onde residuos muito viscosos, ou até mesmo na forma sélida,
ndo conseguem ser retirados por bombas convencionais (Ghurye, Vipulanandan e Willson,
1994; Makkar e Cameotra, 1997; Bognolo, 1999), assim como na biorremediagédo de solos
(Van Dyke et al., 1993) e de &guas subterraneas que foram contaminadas com
hidrocarbonetos e seus derivados (Ron e Rosenberg, 2001).

Uma vez que impactos ambientais relacionados a industria petrolifera acontecem
durante praticamente todas as etapas do processo (Wei, Mather e Fotheringham, 2005),
ambientes em todo 0 mundo acabam sendo afetados por hidrocarbonetos de petroleo advindos

dessas etapas (Atlas e Hazen, 2011). Portanto, € muito importante que processos de
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recuperacdo desses ambientes contaminados sejam desenvolvidos para que esses problemas
de poluicdo possam ser solucionados (Chaineau et al., 2003). As propriedades dos
biossurfactantes tém permitido o seu uso na remediagdo desses ambientes contaminados com
compostos organicos e inorganicos (Franzetti et al.,, 2006). A biodegradacdo de
hidrocarbonetos no solo é um processo complicado, porém esse processo pode ser auxiliado, e
até intensificado, pela adi¢do ou producéo in situ de biossurfactantes pelos micro-organismos
(Kosaric, 2001).

Nos processos de biorremediacdo in situ, dependendo das condicdes, é necessario que
0S micro-organismos sejam capazes de crescer e se adaptar em condi¢Oes extremas de
salinidade e temperatura (Nazina et al., 2005). Um exemplo € o lipopeptidio de
Bacillus licheniformis JF-2 que é estavel a temperaturas em torno de 75 °C por até 140 h
(Nitschke, 2002). Em outro estudo realizado em 2014 por Sharafi e colaboradores, foi
realizado o isolamento e identificacdo de uma estirpe de Aneurinibacillus thermoaerophilus
que foi capaz de produzir biossurfactante em condi¢cfes extremas de salinidade e temperatura.
Essas bactérias foram isoldas de aguas utilizadas em reservatorios de petroleo, e essas
substancias produzidas possuem varias aplicacfes industriais. Uma espécie termotolerante do
género Bacillus, que conseguiu crescer em temperaturas de até 50 °C em um meio contendo
hidrocarbonetos produziu biossurfactantes nessas condigdes, apresentando qualidades
necessarias para ser utilizado em processos de MEOR (Banat, 1993). Assim sendo, esses
micro-organismos produtores de biossurfactante, capazes de crescerem em condigdes
extremas, apresentam potencial utilidade na industria petrolifera (Couto, 2016).

Podem, ainda, ser utilizados em industrias de cosméticos, na formulacdo de
detergentes, em aditivos alimentares, como um uso combinado com enzimas para tratamento
de efluentes (Reis et al., 2013), e para o controle da formacao de biofilmes bacterianos, uma
vez que estudos comprovaram que biossurfactantes foram capazes de inibir a formacéo dessa
estrutura em superficies como poliestireno, plastico e vidro (Karimi et al., 2012; Pradhan
etal., 2013).
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2 JUSTIFICATIVA

O continente antartico é caracterizado por possuir condi¢cBes abidticas extremas,
influenciando diretamente todos os organismos que habitam esse local. Apesar de ser
reconhecido pela paisagem predominantemente gelada, vulcdes ativos também estdo
presentes no continente, como por exemplo, a llha Deception.

Devido ao mosaico de extremos ocasionados pelo proprio ambiente, a Ilha Deception
apresenta diferentes nichos, onde micro-organismos psicrofilicos, termofilicos e
hipertermofilicos podem ser encontrados. De fato, os micro-organismos extremofilicos,
principalmente os psicrofilicos, sdo amplamente detectados e estudados na Antartica,
entretanto, micro-organismos termofilicos e hipertermofilicos, associados principalmente a
sitios geotermais e fumarolas, respectivamente, ainda ndo sdo alvos de intensas pesquisas.

As temperaturas nos sitios geotermais presentes na llha Deception atingem cerca de
50 a 65 °C na superficie, e nas fumarolas esses valores superam 100 °C. Os aspectos de
temperaturas elevadas, com caracteristicas vulcanicas e influéncia maritima, somado ao
ambiente possuir geleiras e neve permanente, tornam a Ilha Deception um ambiente Gnico na
Antartica, porém dificultam o acesso e a permanéncia nesse local, tornando os estudos sobre
0S micro-organismos presentes nessa area ainda escassos.

Além do caréter taxondmico, os estudos realizados nessa area visam explorar o
potencial biotecnoldgico dos micro-organismos presentes nesse ecossistema, como o presente
estudo, que tem como objetivo o0 possivel uso desses micro-organismos na producdo de
biossurfactantes e sua aplicagdo em processos de biorremediacdo, uma vez que auxiliam a
acdo de espécies degradadoras de hidrocarbonetos de petréleo durante a remediacdo de
ambientes contaminados.

Até a presente data, poucos sdo os estudos que relatam a microbiologia da ilha
vulcanica Deception seja por métodos de cultivo ou independentes de cultivo, e ainda mais
escassos trabalhos de microbiologia aplicada a industria. Somado a isso, até 0 momento,
trabalhos avaliando o potencial de estirpes isoladas de sedimentos da llha Deception em
relacdo & producéo de biossurfactantes também sdo bem restritos.

E importante que trabalhos com a finalidade de fornecer novas informagdes sobre os
micro-organismos presentes nesse local e 0 seu potencial biotecnoldgico sejam realizados,
uma vez que regides polares sdo remotas, e a remediacdo de solos contaminados realizada no

préprio local ou perto do local contaminado € bastante desejado. Por esse motivo, a
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biorremediacdo acaba se tornando uma opcao bastante atrativa, uma vez que é cada vez mais
frequente a ocorréncia de derramamento de combustiveis derivados de petroleo nessa ilha.

A proposta do presente trabalho esta inserida em um projeto intitulado “Bioprospec¢ao
de bactérias termofilicas da ilha vulcanica Deception, Antartica”, realizado pela doutoranda
Junia Schultz (2015-2019) pelo Programa de Pds-Graduacdo em Biotecnologia Vegetal e
Bioprocessos na Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), também orientada pelo Prof.
Dr. Alexandre Soares Rosado.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O presente estudo tem como objetivo verificar a producgéo de biossurfactantes a partir
de bactérias termofilicas da Antértica, visando aplicacdo biotecnoldgica em processos de

biorremediacdo de ambientes contaminados por petréleo.

3.2 Objetivos especificos

1. Isolar bactérias termofilicas de amostras de sedimento vulcanico da Antéartica e incluir
os isolados na Colecdo de Bactérias Antarticas do Laboratorio de Ecologia Microbiana
Molecular (LEMM);

2. Caracterizar os isolados bacterianos termofilicos, através da morfologia e coloracéo de
Gram;

3. Caracterizar molecularmente as amostras selecionadas para os testes de screening,
através do sequenciamento do gene que codifica a subunidade 16S do RNA
ribossomal;

4. Verificar a producdo de biossurfactantes dos isolados selecionados, através dos testes
de screening: teste da producdo de espuma, teste da hemdlise, teste do colapso da gota,
teste do deslocamento do 6leo, teste de emulsificacdo (E24);

5. Auvaliar a estabilidade do biossurfactante quando submetido a alta temperatura (97 °C);
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Todos os procedimentos que foram realizados nesse trabalho estdo esquematizados, de

maneira simplificada, nesse fluxograma experimental (Figura 3).

t Coleta do sedimento ]

l

Cultura e
isolamento de
bactérias antarticas

/ N\

Caracterizacéo
morfol6gica

[ Isolados puros ]
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e Producdo de espuma
\L e Teste da producdo de hemolise
e Teste do colapso da gota
. e Teste de deslocamento do 6leo
Screening de T e Teste de emulsificacdo (E24)
producdo de e Avaliacdo da estabilidade do
biossurfactante biossurfactante quando
submetido & alta temperatura
(97 °C)

Figura 3 — Fluxograma experimental. —
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4.1 Area de estudo e amostragem

A busca por bactérias termofilicas que possuem a capacidade de produzir
biossurfactantes se deu em diferentes ambientes geotérmicos da ilha vulcanica de Deception,
pertencente ao arquipélago das llhas Shetland do Sul, noroeste da Peninsula Antartica
(Figura 4).

ITha Deception

Figura 4 — Imagem da llha Deception. Fonte: Schultz, 2016.

Os locais amostrados foram Whalers Bay e Fumarole Bay (Figura 5), sendo o primeiro
uma pequena baia que se situa proximo a Unica entrada da Ilha Deception e a baia Port Foster,
enguanto o segundo € onde estdo localizadas as Unicas bases de pesquisa cientifica operantes
na llha — estacfes da Argentina e Espanha.
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Figura 5 — Imaens dos sitios geotérmicos de Whalers Bay (a squerda) e Fumarole Bay (a direita). Fonte:
imagens pessoais de Yuri Pinheiro (2016).

As coletas foram realizadas no verdo austral de 2015/2016 na XXXIV OPERANTAR
e, aproximadamente, 500 g de sedimento (0-5 cm de profundidade) foram coletados e
transferidos para sacos plasticos estéreis (Whirl Pack®). Na Tabela 1 é possivel observar as

caracteristicas de cada sedimento coletado.

Tabela 1 — Relacéo das amostras coletadas em diferentes locais da 1lha Deception, Peninsula
Antértica.

Temperatura (°C)

Local Amostra Coordenadas Matriz
do local na coleta
Sedimento ndo coesivo e
62°58°47.5” S PR
Whalers Bay WB 1 60°33°20” W com pouca influéncia do 50
mar
Sedimento ndo coesivo e
62°58°45.7” S . .
Whalers Bay WB 2 60°33°20.8” W com pouca influéncia do 60
mar
62°58°02.4” S Sedimento ndo coesivo a
Fumarole Bay FB1 60°42°36.4” W 40 cm da fumarola 55
62°58°02.4” S Sedimento ndo coesivo a
Fumarole Bay FB2 60°42°36.4” W 30 cm da fumarola 70
62°58°02.4” S Sedimento ndo coesivo a
FumaroleBay FB3 60°42°36,4” W 20 cm da fumarola 80
FumaroleBay FB 4 62°58°02.4” S Sedimento ndo coesivo a 100
10 cm da fumarola

60°42°36.4 W

Fonte: Schultz (2016).
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As amostras de sedimento coletadas foram estocadas levando em consideragdo sua
finalidade de estudo, sendo que as amostras destinadas para cultivo foram acondicionadas em

geladeira a 4 °C.
4.2 Isolamento, caracterizacdo e selecdo de bactérias termofilicas antérticas

Para o cultivo das bactérias presentes no sedimento coletado da Antartica, as amostras
foram armazenadas em geladeira a 4 °C no Laboratério de Ecologia Microbiana Molecular
(LEMM) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

As amostras de sedimento dos diferentes sitios geotérmicos foram homogeneizadas e
10 g foram transferidas para Erlenmeyers contendo 90 mL de solucéo salina (0,85%) e 3 g de
pérolas de vidro, e esses Erlenmeyers foram agitados por 2 horas em um agitador orbital
automético (shaker). Ap6s, foram realizadas diluicSes seriadas, com 100 pL, de 10*a 10 em
microtubos de 1500 pL contendo 900 pL de solugdo salina estéril.

O plagueamento desse material foi realizado pela técnica de spread plate
(espalhamento em superficie), em duplicata, em placas de Petri. Cada placa continha um dos
seis meios de cultura sélidos escolhidos para esse processo: Lysogeny broth, Marine Agar,
Glicose Yeast Malte, meio heterotrofico para Bacillus — DSMZ 260, Fitato de calcio, National
Botanical Research Institute’s phosphate (NBRIP). A composi¢do dos meios serem utilizados

esta descrita no Quadro 1.

Quadro 1 — Meios de cultura utilizados, descrigéo e a quantidade dos componentes.

Meio de cultura Componentes do meio
e Extrato de levedura — 59
e Peptona—10g
Lysogeny Broth (LB) e NaCl-10g
(Bertani, 1951) e Agar bacteriolégico — 20g
e Para 1000mL de agua destilada
e Peptona—5g
e Extrato de levedura — 19
o Citrato férrico — 0,19
) e Cloreto de magnésio — 8,89
Marine Agar — DIFCO 2216 (MA) e Sulfato de sédio — 3,249
(Zobell, 1941) e Cloreto de célcio - 1,8¢
e Cloreto de potassio — 0,55¢
e Bicarbonato de sodio — 0,169
e Brometo de potassio — 0,089
e Cloreto de estroncio — 34mg
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Acido bérico — 22mg

Silicato de sodio — 4mg
Fluoreto de sédio — 2,4mg
Nitrato de aménio — 1,6mg
Fosfato dissodico — 8 mg

Agar bacteriolégico — 159

Para 1000mL de agua destilada

Glucose Yeast Malt (GYM)
(Méndez et al., 1985)

Glicose — 4g

Extrato de levedura — 49
Extrato de malte — 10g
Carbonato de calcio — 2g

Agar bacteriologico — 20g

Para 1000mL de agua destilada

Meio heterotrofico para Bacillus (HBA)
(DSMZ* 260)

Na,HPO,4 x 2 H,0 — 4g
KH,PO,- 1,59

NH4Cl - 1g

MnSO4x H,0 — 0,019

MgSOZ X 7 H,0O — 0,2g

CaClyx 2 H,0 - 0,019

Citrato de amonia férrica — 5mg
Solucao traco SL-6 — 3mL
Piruvato sédico — 1,5¢

Para 1000mL de agua destilada

Fitato de calcio (FCA)
(Richardson e Simpson, 2011)

Glicose — 10g

(NH4)QSO4 — 0,5g

KCI-0,2¢

MgSO4 x 7 H,0 - 0,19

Fitato de calcio — 2g

Extrato de levedura — 0,5¢g
MnSO, — 0,005g

FeSO, — 0,005¢g

Agar bacterioldgico — 1,59
Para 1000mL de agua destilada

National Botanical Research Institute’s
Phosphate (NBRIP)
(Nautiyal, 1999)

Glicose — 10g

Fosfato de calcio — 5¢

MgCl;, x 6 H,0 — 5¢

MgSQO,4 x 7 H,0 — 0,259
KCI-0,2g

(NH4)2804 - 0,1 g

Agar bacterioldgico — 1,59
Azul de bromofenol — 0,025¢
Para 1000mL de agua destilada

Todos esses meios de cultura foram selecionados para conseguir isolar o maior

namero possivel de bactérias, com os mais diversos metabolismos. Isso assim foi pensado

levando em consideragéo o ambiente extremo em que essas amostras foram coletadas e todas
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as diferentes estratégias que essas bactérias desenvolveram para conseguirem se nutrir e
crescer.

As placas foram incubadas em estufa por 48 h a 55 °C, e ap0s esse periodo foi
realizada a contagem de coldnias em cada placa. Somente as placas que apresentarem de 10 a
50 coldnias foram utilizadas para a realizacdo do isolamento em placas de Petri pela técnica
de esgotamento. A partir desses isolados bacterianos, foi realizada a caracterizagédo
morfologica e coloragcdo de Gram.

Com as colbnias puras, para fins de estocagem, uma col6nia de cada amostra foi
transferida para um tubo (tipo Falcon) de 50 mL contendo 5 mL de meio LB em caldo para
enriquecimento. Quando um crescimento significativo foi detectado, uma aliquota de 100 pL
foi transferida para um criotubo contendo 20% vv™* de glicerol e meio LB em caldo, e este foi
armazenado em geladeira a 4°C por 20 minutos, seguido de 30 minutos no freezer a -20 °C e,
por fim, estocado no freezer a -80 °C. Essas amostras entraram na Cole¢cdo de Bactérias
Antérticas presente no Laboratério de Ecologia Microbiana Molecular — UFRJ.

Adicionalmente foram escolhidas, aleatoriamente, 100 amostras. Uma aliquota de
100 uL de cada amostra, enriquecidas em caldo, foi transferida para placas (duplicata)
contendo meio Bushnell-Hass (BH) com adicdo de 2% de 6leo cru, com o intuito de
selecionar isolados bacterianos capazes de degradar petréleo (Tabela 2).

Tabela 2 — Composic¢do do meio Bushnell-Haas.

Componentes do meio Concentragéo
CaClyx 2 H,0 0,02gL*
MgSO4x 7 H,0 02gL™
K,HPO, 1gL™?
KH,PO, 1gL*
NH;NO? 1gL™?
FeClsx 2 H,0 0,05gL™

Fonte: Atlas (1995).

As bactérias que apresentaram crescimento em placa com meio BH e 6leo foram
enriquecidas em caldo do mesmo meio e submetidas ao teste da gota, descrito por Youssef e
colaboradores (2004). Em uma placa de 24 poc¢os, 2 mL do meio BH, uma gota de 6leo cru
(aproximadamente 20 pL) e 160 pL dos micro-organismos crescidos, foram adicionados,

nessa ordem. O teste foi realizado em triplicata para cada amostra, e uma triplicata de controle
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negativo por placa. As placas foram incubadas em estufa a 55 °C e foram monitoradas
diariamente para observar se 0 meio estava evaporando muito rapido devido a alta
temperatura da estufa. Os resultados foram anotados em sete, 14 e 21 dias.

Esse teste foi realizado para avaliar de forma qualitativa a degradacdo do 6leo pelos
isolados bacterianos e para selecionar os que seriam utilizados para o screening de bactérias
produtoras de biossurfactante, com base nos resultados mais significativos quando

comparados ao controle negativo.

4.3 Identificagdo molecular das bactérias termofilicas da Antartica

Com a finalidade de identificar as cepas bacterianas isoladas nesse trabalho, foi
realizada a amplificacdo e sequenciamento das regibes de DNA codificadoras do RNA

ribossomal 16S (gene rrs). As etapas dessa metodologia estdo descritas nos topicos a seguir.

4.3.1 Extracdo do DNA gendmico das amostras

Para a extracdo do DNA gendmico, foi transferida uma col6nia da placa para um tubo
(tipo Falcon), de 15 mL, com 5 mL de caldo BH suplementado com extrato de levedura 2% e
foi incubado em estufa a 55 °C por 48 h. Ap6s esse periodo, 1 mL dessa cultura foi utilizada
para a extracdo através do kit comercial Wizard® Genomic DNA Purification Kit
(PROMEGA), seguindo as instrucdes fornecidas pelo fabricante.

Uma vez realizada a extracdo, o DNA foi quantificado usando o kit Qubit® 2.0
Fluorometer dsDNA (Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA) de acordo com as instrugdes do
manual. A qualidade do DNA extraido foi avaliada em gel de agarose 1% contendo DNA
SYBR® Safe DNA gel Stain da Life Technologies™, na propor¢ao de 3 pL para 100 mL de
agarose, aplicando-se 3 puL da amostra com 2 pL de corante Loading Dye para eletroforese de
DNA. Os geis foram submetidos a uma tenséo elétrica de 90V em tampé&o TBE 0.5X durante

1 h, e apds a corrida foram visualizados por transluminacao de luz ultravioleta.

4.3.2 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para amplificacdo parcial do gene que
codifica a subunidade 16S do RNA ribossomal (rrs)

As reacOes de PCR foram feitas utilizando um termociclador (Applied Biosystems).

Foi realizada a reacdo de PCR com um volume final de 55 pL, utilizando os iniciadores
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universais 27f (5’-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG - 3°) (Lane, 1991) e 1492r (5>-TAC
GGY TAC CTT GTT ACG ACT T-3’) (Turner et al., 1999). Os reagentes, suas respectivas

quantidades e concentracao final na solucédo estdo descritos na tabela a seguir.

Tabela 3 — Reagentes a serem utilizados na reacéo de PCR.

Reagentes Quantidade (uL) Concentracéo final
Tampéo 10 5X
Primer Forward 27f 0,5 10 uM
Primer Reverse 1492r 0,5 10 uM
Desoxirribonucleotideos
(dNTP) 1 200 uM
Enzima Tag-polimerase
(Phire Hot Start 11®) 0,5 1U/uL
De acordo com a
Amostra (DNA) 5 quantificacdo do DNA do
) isolado
Agua milli-Q estéril 325 i
Total 50 -

A mistura foi submetida a uma etapa inicial de aquecimento a 94 °C por 3 minutos,
seguida de 30 ciclos de 40 segundos a 94 °C para desnaturacdo da fita de DNA, 1 minuto a
56 °C para anelamento dos primers, 2 minutos a 72 °C para extensdo e uma extensao final a
72 °C por 10 minutos. Apo6s a reacdo da PCR, as amostras foram estocadas em freezer a -
20 °C e a anélise da amplificacdo foi realizada através de eletroforese em gel de agarose.

Para verificar se houve a amplificacdo do gene e sua integridade, uma aliquota de 3 pL
de cada amostra foi submetida a eletroforese em gel de agarose (1,2%), contendo o corante
SYBR® Safe, com tampdo TBE 1X, a 100V por 40 minutos. O gel foi observado apods essa

etapa em um transiluminador de luz ultravioleta.
4.3.3 Sequenciamento parcial do gene que codifica a subunidade 16S do RNA ribossomal
Apds a PCR, 90 pL dos produtos obtidos foram submetidos a eletroforese em gel de

agarose 1,2% em TBE a 80 V por 1 h com o marcador de SYBR® Safe, sendo exposto a luz

UV, no sistema de captura de imagem (Fisher Science Thermo Life, modelo 88A). Os
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fragmentos foram extraidos do gel e purificados com o auxilio do GFX PCR DNA e Gel Band
Purification Kit (GE Healthcare), de acordo com o protocolo. Para fazer a quantificacdo do
produto da PCR purificado, foi utilizado o fluorimetro Qubit® (Invitrogen).

O método de Sanger foi utilizado para sequenciar parcialmente o gene que codifica a
subunidade 16S do RNA ribossomal, sendo realizado em sequenciador automatico modelo
ABI 3730XL (AppliedBiosystems), utilizando os iniciadores universais PAf (5’-AGA GTT
TGA TCC TGG CTC AG-3’) e PHr (5-AAG GAG GTG ATC CAG CCG CA-3),
desenhados por Edwards e colaboradores (1989), bem como o iniciador universal 341f (5’-
CCT ACG GGA GGC AGC AG-3’) (Muyzer, De Waal e Uitterlinden, 1993).

O sequenciamento de Sanger das amostras foi realizado no Australian Genome
Research Facility (AGRF), na Universidade de Queensland, Australia, por meio da parceria

bilateral entre 0 LEMM e o Laboratdrio de Ecologia Microbiana do Prof. Paul Dennis.

4.3.4 Andlises das sequéncias

A qualidade das sequéncias obtidas pelo sequenciamento foi verificada por meio do
programa Phred (Ewing e Green, 1998) e as sequéncias de alta qualidade de cada isolado
foram montadas usando o programa BioEdit (Hall, 1999). As sequéncias obtidas foram
comparadas com as depositadas em bancos de dados néo redundantes. Para isso, as sequéncias
nucleotidicas encontradas foram comparadas com aquelas depositadas no banco de dados
NCBI (National Center for Biotechnology Information website), utilizando o programa
BLAST para pesquisa das espécies. A identificacdo das espécies foi determinada baseada no
melhor valor de resultado obtido quanto a similaridade.

Com os isolados identificados, foi construida uma arvore filogenética com o objetivo
de observar as relacBes evolutivas entre as bactérias deste trabalho. Para a montagem da
arvore filogenética e determinacdo dos vizinhos mais proximos, as sequéncias dos organismos
mais similares foram adquiridas a partir da ferramenta BLAST e os dados reunidos em um
unico arquivo fasta. O alinhamento de todas as sequéncias foi realizado através da ferramenta
ClustalW e posterior constru¢do dos filogramas, ambos realizados no programa MEGA 7.0
(Kumar, Stecher e Tamura, 2016). Para tal, foi adotado o algoritmo Neighbor-Joining
(Gascuel e Steel, 2006), o valor de bootstrap de 1000 replicatas (Kumar, Stecher e Tamura,
2016) e a raiz da arvore filogenética foi formada pela arquea Desulfurococcus fermentans

COMO grupo externo.
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4.4 Screening de bactérias produtoras de biossurfactante

A partir das amostras bacterianas isoladas na etapa anterior e dos resultados mais
significativos no teste da gota, 25 isolados foram selecionados e reativados do estoque. Para
isso, as amostras foram retiradas do freezer -80°C e mantidas a temperatura ambiente para
descongelamento. Em seguida, uma aliquota de 3 pL de cada amostra foi retirada do criotubo
e transferida para um tubo (tipo Falcon), de 15 mL, contendo 5 mL de meio BH em caldo
suplementado com 2% de extrato de levedura. Essas amostras foram incubadas em estufa a
55 °C por 48 h, e assim que foi observado um crescimento significativo das culturas, estas
foram utilizadas para a obteng&o do sobrenadante (vide subtopico 4.4.1).

Com estas 25 bactérias termofilicas foram realizados procedimentos de screening para
verificar a capacidade das mesmas em produzir biossurfactantes, tais como: teste da espuma,
teste da hemolise, teste do colapso da gota, teste de deslocamento do O6leo, teste de
emulsificacdo (E24) e a avaliagdo da estabilidade do biossurfactante quando submetido a alta

temperatura (97 °C). Todas as metodologias empregadas estao descritas a seguir.

4.4.1 Obtencéo do sobrenadante

Com a finalidade de realizar outras metodologias para o screening das amostras, foi
necessaria a obtencdo do sobrenadante das mesmas. Para tanto, a suspensdo microbiana foi
obtida pelo cultivo de cada amostra, em triplicata, em Erlenmeyers com volume final de
150 mL de caldo Bushnell-Haas suplementado com 2% de extrato de levedura, e incubados
em um agitador orbital automatico (shaker) a 55 °C, por 7 dias a 165 rpm (Mani et al., 2016).
Apdbs a obtencdo do crescimento, 1 mL das amostras passou por centrifugacdo durante 15
minutos a 13.000 x g e o sobrenadante foi utilizado na realizacdo dos ensaios, descritos a

sequir.

4.4.2 Teste da producéo de espuma

A produgdo de espuma também é um indicativo da presenca de biossurfactante. O
teste € bem simples e ajuda na confirmacgéo da presenca de biossurfactante quando os outros
testes também sdo realizados (Pathak e Keharia, 2014; Atuanya, Dunkwu-Okafor e
Udochukwu, 2016).
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Esse fator pode ser observado, apds o preparo do inoculo, por meio da agitagdo dos
Erlenmeyers, durante 30 segundos. Se, apds a agitacdo ocorrer a formagdo de espuma, sera
um resultado positivo, enquanto que o resultado sera interpretado como negativo quando

houver auséncia de producéo.

4.4.3 Teste da hemolise

Para verificar a producdo de hemolise, foi utilizada a metodologia descrita em 1984
por Mulligan, Cooper e Neufeld. Ap6s a obtencdo do sobrenadante (vide tépico 4.4.1), 10 uL
foram inoculados em placas contendo o meio sélido Agar Sangue (sangue desfibrinado de
carneiro a 5% - LABORCLIN), assim como os controles positivo (SDS a 1%) e negativo
(dgua destilada). Para a melhor visualizacdo da producdo de hemolise, os isolados foram
inoculados em spot.

As placas foram incubadas em estufa por 48 h a 55 °C. Ap0s esse periodo a presenga
de um halo transparente (zona de hemolise) ao redor das col6nias foi verificada, e na presenca

do mesmo, sugere-se um resultado positivo.

4.4.4 Teste do colapso da gota

O sobrenadante obtido das amostras, como ja descrito no item 4.4.1, foi submetido ao
teste do colapso da gota (Jain et al., 1991).

Em uma lamina de vidro, uma gota de 6leo cru foi espalhada, e 10 pL do sobrenadante
centrifugado de cada amostra foram adicionados. Uma lamina com os controles positivo (SDS
a 1%) e negativo (agua destilada) também foi preparada, sequindo 0 mesmo volume de 10 pL.

Na presenca do biossurfactante, a gota do sobrenadante tendera a se espalhar sobre a
superficie oleosa devido a reducdo da tensdo superficial do liquido. Para ser confirmada a
auséncia do biossurfactante, a gota terd que permanecer estavel, sem apresentar nenhuma
mudanca em sua forma. O resultado foi observado em até um minuto apos a realizagdo do

teste.

4.4.5 Teste do deslocamento do 6leo

Como descrito por Morikawa, Hirata e Imanaka (2000), 10 pL de dleo foram

adicionados em uma placa de Petri contendo 40 mL de &gua destilada. Posteriormente, 10 pL
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do sobrenadante obtido das amostras, conforme indicado no item 4.4.1, foram adicionados no
centro da camada de dleo. Placas com os controles positivo (SDS a 1%) e negativo (agua
destilada) também foram preparadas nas mesmas proporcdes. Na presenca de biossurfactante,
0 Oleo ¢ deslocado e torna-se possivel observar a formacdo de um circulo de cor mais clara.

Na auséncia do biossurfactante, essa zona circular mais clara ndo é formada.

4.4.6 Teste da emulsificacéo (E24)

O teste de emulsificacdo seguiu o protocolo proposto por Wei et al. (2005), utilizando
6leo cru e diesel. Toda a vidraria teve que estar estéril e livre de qualquer residuo para que
ndo houvesse comprometimento dos resultados.

Apds etapa descrita no item 4.4.1, 200 uL do sobrenadante foram transferidos para um
tubo de vidro contendo 600 uL de &gua destilada e 1,2 mL de 6leo cru/diesel. O mesmo
procedimento foi realizado com os controles: SDS (1%) e &gua destilada, seguindo o volume
equivalente do sobrenadante. Os tubos foram agitados por 1 minuto em vortex, e os resultados
foram analisados apds 24 horas.

Para o célculo do indice de emulsificacdo, a seguinte formula foi utilizada (1):

h (emulsificacio)

0 =
% E h (total)

x 100 (1)

Na qual h representa a altura da camada de emulsificacdo e a altura da coluna total,

respectivamente (Cooper e Goldenberg, 1987).

4.4.7 Avaliacdo da estabilidade do biossurfactante quando submetido a alta temperatura
(97 °C)

Este teste foi realizado com o intuito de averiguar a resisténcia e a estabilidade do
biossurfactante quando submetido a alta temperatura. Para tanto, alguns dos isolados testados
no teste de emulsificagdo (E24) foram utilizados, tanto com éleo cru quanto com diesel, e 0
mesmo procedimento do item 4.4.1 foi realizado para a obtengdo do sobrenadante. Porém,
antes de o adicionar aos tubos de ensaio, 0 mesmo foi aquecido a 97 °C por 15 minutos em
banho-maria (Couto, 2016).
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5 RESULTADOS

5.1 Isolamento, caracterizacao e selecdo de bactérias termofilicas antarticas

Um total de 245 bactérias termofilicas foram isoladas de diferentes amostras
provenientes da Ilha Deception, utilizando diferentes meio de cultura. Todos esses isolados
foram caracterizados quanto a sua morfologia e coloragdo de Gram e, dessas, 100 foram
escolhidas aleatoriamente para a selecdo de espécies degradadoras de 6leo cru. Destes, 81
isolados foram degradadores e posteriormente submetidos ao teste da gota para a selecdo dos
melhores degradadores.

A partir dos resultados observados no teste da gota e na caracterizacdo morfologica,
25 isolados foram selecionados para a identificacdo molecular, bem como submetidos aos
testes de screening para verificar a producgéo de biossurfactante.

Os resultados obtidos nessa parte do trabalho estdo resumidos na Tabela 4.

Tabela 4 — Resumo dos resultados de isolamento, caracterizacdo e selecdo de bactérias
termofilicas antéarticas.

o - Teste da gota
Caracterizacdo morfologica

Amostra . Coloragdo de Gram (resultados em
macroscopica -
triplicata)
76 Colbnias com bordas bem irregulares, Bacilo gram + --1+
beges, brilhosa, pouco crescimento.

77 Col6nias pequeno-médias, borda

irregular, beges claras, bastante Bacilo gram + +++ [+ [ 4+
crescimento.
79 Colbnias bem pequenas, brilhosas, Bacilo gram + -+ ]+
marrom-claro, bordas irregulares.
Col6nias marrons, pequenas, bordas
82 irregulares, crescimento escureceu o Bacilo gram - -t [+
meio.
87 Col6nias pequeno-médias, bege claro, Bacilo gram + ++ [ ++ [ +++
brilhantes, bordas regulares.
94 Colbnias beges, grandes, brilhosas, bordas Bacilo gram + +/+/+
regulares, crescimento escureceu 0 meio.

105 Colbnias brilhosas e pequenas, bege Bacilo gram + +/+/+
amarronzado, bordas regulares.

118 Col6nias médio-grandes, brilhosas, Bacilo gram + -1-1-
bordas regulares, cortou o &gar.

126 Col6nias bem pequenas, beges Bacilo gram + +/-/+

amarronzadas, brilhosas, borda regular.
133 Col6nias pequeno-médias, beges, Bacilo gram + -1-1-

presenca de capsula, borda regular.
148 Coldnias médias, brilhosas, bordas Bacilo gram + -1-1-
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150 Col6nias pequenas, beges, bordas Bacilo gram - -1-1-
irregulares, brilhosas.
157 Col6nias pequenas, brilhosas (pouco), Bacilo gram + +/-/+
borda regular.
159 Coldnias médio-grandes, capsula, borda Bacilo gram + +/-/-
irregular, bege e brilhosa.
160 Coldnias médio-grandes, borda irregular, Bacilo gram + -1-1-
bege e brilhosa.
Coldnias médias, brilhantes, mais escuro
175 no centro, bordas regulares e Bacilo gram + ++ [+ [+t
transparentes.
185 Col6nias bem pequenas, brilhantes, borda Bacilo gram + +/+/+
regulares, quase transparentes.
Col6nias com bordas irregulares, bege
202 forte (mais forte no meio), elevacao nas Bacilo gram - +/+/++
bordas.
Col6nias com bordas irregulares, bege
203 forte (mais forte no meio), elevacao nas Bacilo gram + +/+/+
bordas.
Colbnias alaranjadas, brilhosas. Fez um
204 corte no meio de cultura e houve Bacilo gram + +++ [+ ++
crescimento nesse corte.
Col6nias pequeno-médias, brilhosas,
208 beges, bordas irregulares e mais claras, Bacilo gram - ++ [+ ++
pouco crescimento.
Col6nias pequenas, pouco brilhosas, -1-1-
223 bordas irregulares. Bacilo gram +
224 Col6nias pequenas, pouco brilhosas, Bacilo gram + -1-1-
bordas irregulares, 6timo crescimento.
Col6nias pequeno-médias, beges,
225 brilhosas, presenca de capsula, bordas Bacilo gram + +++ /- [ +++
irregulares e mais claras.
Col6nias médio-grandes, beges, brilhosas, Bacilo gram + -/-1-
233 bordas irregulares, pouco crescimento.
Ndo houve grande diferenca entre as amostras em relacdo a caracterizacdo

morfologica. Apenas a amostra 204 apresentou uma caracteristica interessante, que foi a

capacidade de cortar o meio e conseguir crescer nesse corte. Esta mesma amostra apresentou

também uma cor alaranjada, o que € bastante diferente das outras amostras que apresentavam

cor bege e um tom mais amarronzado.

Quanto a caracterizacdo em microscopio, todas as amostras foram identificadas como

bacilos, sendo 21 dessas amostras classificadas como gram-positivas e quatro como gram-

negativas.

No teste da gota, as amostras 77, 87, 175, 204 e 208 obtiveram os melhores resultados

entre as 25 estirpes analisadas. Para ter um resultado mais confidvel, seria necessario realizar
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0 teste novamente para as amostras 82, 126, 157 e 225, as quais obtiveram resultado negativo

em uma das triplicatas.
A Figura 6 ¢ representativa de alguns resultados obtidos na etapa de isolamento (em

cima) e no teste da gota para as amostras degradadoras (embaixo).

Figura 6 — Isolamento das bactérias termofilicas (em cima) e teste da gota das amostras degradadoras (embaixo).

Fonte: imagens de Jania Schultz (2017).

5.2 Identificagdo molecular dos isolados termofilicos da Antartica

Para a realizagdo da PCR, e posterior sequenciamento, foi efetuada a extracdo do DNA
gendmico dos isolados selecionados. A quantificagdo do material obtido esté representada na
Tabela 5.
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Tabela 5 — Quantificacdo de DNA dos 25 isolados termofilicos.

Amostra Quantificacéo
76 14,6 pg/mL
77 14,6 pg/mL
79 1,50 pg/mL
82 0,605 pg/mL
87 0,241 pg/mL
94 8,26 pg/mL
105 18,5 pg/mL
118 0,864 pg/mL
126 5,46 pg/mL
133 30 pg/mL
148 0,906 pg/mL
150 4,23 pg/mL
157 2,49 pg/mL
159 1,72 pg/mL
160 1,83 pg/mL
175 14,5 pg/mL
185 3,21 pg/mL
202 3,02 pg/mL
203 2,71 pg/mL
204 1,34 pg/mL
208 47,3 pg/mL
223 0,575 pg/mL
224 2,49 pg/mL
225 6,27 pg/mL
233 0,734 pg/mL

Através do sequenciamento parcial do gene que codifica a subunidade 16S do RNA
ribossomal, e da comparacdo com sequéncias homdlogas depositadas no GenBank, 0s 25
isolados bacterianos foram identificados em género ou espécie. Os resultados de cada isolado
estdo listados na Tabela 6.

Dos 25 isolados identificados, 14 (56%) tiveram suas sequéncias alinhadas com
sequéncias representativas do género Geobacillus, com identidade de 99% ou 100%. Dentre
essas, predominaram os alinhamentos com as sequéncias das  espécies
Geobacillus stearothermophilus (43%) e Geobacillus caldoxylosilyticus (28%). A espécie
Anoxybacillus flavithermus foi o segundo td&xon com maior representatividade dentre os 25
isolados, com seis (24%) sequéncias alinhadas dentro dessa espécie.

Sequéncias homdlogas as da espécie Brevibacillus thermoruber foram identificadas
em trés (12%) dos 25 isolados bacterianos. Por fim, duas (8%) sequéncias foram relacionadas

com bactérias ndo cultivaveis.
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Isolate

Max

Total

Query

Code Description Ident  Accession
number score score cover value
76 1 Geobacillus stearothermophilus strain Et7/4 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1583 1583  100% 0.0 99%  KJ722457.1
77 2 Geobacillus stearothermophilus strain Et7/4 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2054 2054  100% 0.0 99%  KJ722457.1
79 3 Geobacillus sp. ABRII9 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1740 1740 100% 0.0 99%  JN315635.1
82 4 Geobacillus caldoxylosilyticus 16S rRNA gene, isolate B70 1744 1744  100% 0.0 99%  AJ489326.1
87 5 Geobacillus thermoleovorans strain FJAT-2391, complete genome 2013 20062 100% 0.0 99%  CP017071.1
94 6 Uncultured bacterium clone A10_76 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1967 1967  100% 00 100% MF113558.1
105 7 Anoxybacillus flavithermus strain N1230 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1351 1351  100% 0.0 100% KY433302.1
118 8 Brevibacillus thermoruber strain N1202 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1759 1759  100% 0.0 99%  KY433292.1
126 9 Geobacillus stearothermophilus strain Et7/4 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1417 1417  100% 0.0 100% KJ722457.1
133 10 Anoxybacillus flavithermus strain 52-1A, complete genome 1685 15087 100% 0.0 100% CP021838.1
148 11 Uncultured bacterium clone A5_4 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1522 1522 100% 0.0 100% MF113744.1
150 12 Anoxybacillus flavithermus strain 52-1A, complete genome 1644 14735 100% 0.0 100% CP021838.1
157 13 Geobacillus caldoxylosilyticus strain J16 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1676 1676 100% 0.0 100% HMO067871.1
159 14 Anoxybacillus flavithermus strain 52-1A, complete genome 1596 14303 100% 0.0 100% CP021838.1
160 15 Anoxybacillus flavithermus strain 52-1A, complete genome 1011 9051 100% 0.0 100% CP021838.1
175 16 Geobacillus caldoxylosilyticus strain T90 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1548 1548  100% 0.0 100% KX113611.1
185 17 Anoxybacillus flavithermus strain 52-1A, complete genome 1574 14074 100% 0.0 99%  CP021838.1
202 18 Geobacillus stearothermophilus strain Et7/4 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1347 1347  100% 00 100% KJ722457.1
Geobacillus stearothermophilus gene for 16S ribosomal RNA, partial sequence, strain:
203 19 JCM 2501 1225 1225  100% 0.0 100% LC177207.1
1,00E-
204 20 Geobacillus thermantarcticus strain DSM 9572 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 436 436 100% 118 98% NR_117157.1
2,00E-
208 21 Geobacillus sp. TFV-3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 512 512 100% 141  100% KX946196.1
223 22 Geobacillus stearothermophilus strain Et7/4 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 695 695 100% 0.0 100% KJ722457.1
224 23 Brevibacillus thermoruber strain E 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 769 769 100% 0.0 100% KC244330.1
2,00E-
225 24 Geobacillus caldoxylosilyticus strain T90 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 612 612 100% 171 100% KX113611.1
233 25 Brevibacillus thermoruber strain N1202 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 806 806 100% 00 100% KY433292.1
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Com o intuito de observar as relagBes evolutivas entre as bactérias presentes nesse
trabalho, uma arvore filogenética foi construida com as amostras termofilicas identificadas
(Figura 7).

KJT22457.1:49-1170 Geobacillus genomosp. 1 strain Et7/4 - amostra 76
KJT22457 1:49-1170 Geobacillus genomosp. 1 strain Et7/4 - amostra 77
KJT22456.1:41-1162 Geobacillus genomosp. 1 strain Et2/3
KJT22457.1:49-1218 Geobacillus genomosp. 1 strain Et7/4 - amostra 126
KJT22457.1:49-1170 Geobacillus genomosp. 1 strain Et7/4 - amostra 202
1 KJT22457 1:49-1170 Geobacillus genomosp. 1 strain Et7/4 - amostra 223
CP017071.1:75154-T6276 Geobacillus thermoleovarans strain FJAT-2391 - amostra 87
JNBT1595.1:57-1179 Geobacillus thermaleovorans strain NP54
LCA77207 1:65-1052 Geobacillus stearothermophilus strain: JCM 2501 - amostra 203
B FN428681.1:64-1052 Geobacillus stearothermophilus strain R-32765
AYB08951.1:57-1049 Geobacillus caldoxylosilyticus strain BGSC W9A36

o AJ489326.1:50-1043 Geobacillus caldoxylosilyticus - amostra 82
% 5 AJ564610.1:50-1042 Geobacillus caldoxylosilyticus isolate F17
n HMOE7871.1:10-1002 Geobacillus caldoxylosilyticus strain J16 - amostra 157
MF113744.1:1-1168 Uncultured bacterium clone A5 4 - amostra 148
17 MF113576.1:35-1197 Uncultured bacterium clone STAS &
MF113759.1:1-1168 Uncultured bacterium clone A5 25
B ul L MF113550.1:29-1207 Uncultured bacterium clone A10 67
MF113558.1:29-1207 Uncultured bacterium clone A10 76 - amostra 94
63 CP021838.1:2052564-2053726 Anoxybacillus flavithermus strain 52-1A - amostra 133
CP021836.1:2052558-2053684 Anoxybacillus flavithermus strain 52-1A - amostra 150
CP021838.1:2052558-2053739 Anoxybacillus flavithermus strain 52-1A - amostra 159
CP021838.1:2052558-2053739 Anoxybacillus flavithermus strain 52-1A - amostra 160
12 CP021836.1:2052558-2053770 Anoxybacillus flavithermus strain 52-1A - amostra 185
KX583603.1:6-1163 Brevibacillus thermoruber strain HM29
KY433292.1:1-1147 Brevibacillus thermoruber strain N1202 - amostra 118
JN559849.1:1-1145 Brevibacillus thermoruber strain P52
KC244330.1:1-1187 Brevibacillus thermoruber strain E - amostra 224
3 _|: KC244333.1:1-1187 Brevibacillus thermaoruber strain |

15 KY433292.1:1-1116 Brevibacillus thermoruber strain N1202 - amostra 233

MR 1029311 Desulfurococcus fermentans strain 03M 16532 165 ribosomal RNA gene complete sequence
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Figura 7 — Analise filogenética molecular dos isolados bacterianos deste trabalho pelo método Maximum
Likelihood. A histéria evolutiva foi inferida usando o método de Neighbor-Joining. A andlise envolveu 31
sequéncias de nucleotideos. A porcentagem de arvores replicadas, nas quais os taxons associados sdo agrupados
pelo teste de bootstrap (1000 repeticdes), € mostrada ao lado dos ramos. Todas as posi¢fes que continham
lacunas e dados em falta foram eliminadas. Houve um total de 861 posi¢des no conjunto de dados final. As
analises evolutivas foram realizadas em MEGAY.

5.3 Screening de bactérias produtoras de biossurfactante

As amostras utilizadas no screening de producdo de biossurfactante foram
selecionadas a partir do teste da gota, de acordo com uma classificagdo qualitativa da

degradacdo do 6leo pelos micro-organismos, e caracteristicas morfologicas. A amostra 233
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ndo cresceu na parte da obtencdo do sobrenadante e, por esse motivo, ndo foi incluida nessa
parte do trabalho.

Tabela 7 — Resultados do screening das bactérias produtoras de biossurfactantes.

Producéo de Deslocamento
- Colapso da gota ]
espuma Hemolise (resultados em do 6leo
Amostra . (resultados em
(resultados em duplicata) triplicata) (resultados
triplicata) P em triplicata)
74 +4++ [ +++ [ +++ +/+ -/-1- +/+/+
77 +/+/+ +/+ -/-1- +/+/+
79 ++ [ ++ [ ++ -/- -/-1- +/+/+
82 ++ /[ ++ [ ++ -/- -/-1- -/-1-
87 +/++/+ -/- -/-1- +/+/+
94* ++ [ ++ -/- -/ - +/+
105* ++ /[ ++ -/- -/- +/+
118 +4++ [ +++ [ +++ - /- -/-- +/+/+
126 +/+/+ -/- -/-1- -1-1-
133 +/+/+ -/- -/-1- +/+/+
141 ++ [ ++ [ ++ -/- -/-1- -/-1-
148* ++ [ ++ -/- -/- +/+
152 ++ [+ [ ++ +/+ -/-1- -/-1-
157 +/+/+ +/+ -/-1- -/-1-
159 ++/++ ]+ -1- -[-1- -/-1-
175 +/+/ 3triplicata -/- -/ - | 3*triplicata +/+/3°
nado cresceu n&do cresceu triplicata ndo
cresceu
185 ++/++ [+ -/- -/-1- +/+/+
203* +/+ -/- -/- +/+
204 ++/++ [ ++ +/+ -/-/- +/+/+
208 +++ [ +++ [ +++ -/-1- -/-1- -/-1-
223 ++ [+ ++ -/-1- -/-1- +/+/+
225 ++ [+ ++ -/-1- -/-1- +/+/+
SDS N&o testado + + +
Agua N3o testado - - -
destilada

* A triplicata foi realizada com o meio de cultura BH + L (2 deles) e BH + 6leo cru (1 deles). Os resultados que
foram levados em consideracdo foram os que foram realizados no BH+L, uma vez que ndo dava para ver com
clareza os resultados obtidos nos Erlenmeyers contendo 6leo cru.

No teste de producdo de espuma (Figura 8 - A), todas as amostras tiveram resultado
positivo, variando, apenas, na intensidade da formacdo da espuma e no tempo que essa
camada demorava a desaparecer. Em duas amostras, 203 e 87, a espuma sumiu muito
rapidamente, sendo que na de nimero 87 chegou a desaparecer. As amostras que obtiveram 0s
melhores resultados (+++) em todas as triplicatas foram as de numero 74, 118 e 208.

No teste da hemolise (Figura 8 - B), apenas sete amostras foram capazes de formar o
halo que, nesse contexto, representa uma atividade hemolitica que pode ajudar a caracterizar
uma amostra produtora de biossurfactante. Todas as amostras testadas no teste do colapso da

gota obtiveram resultado negativo (Figura 8 - C).
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No teste do deslocamento do 6leo (Figura 8 - D), 17 das 22 amostras obtiveram
resultado positivo.

Figura 8 — Screening da produgdo de biossurfactante pelos isolados termofilicos. A — Teste da producdo de
espuma. B — Teste da hemdlise. C — Teste do colapso da gota. D — Teste do deslocamento do 6leo. SDS e 4gua
destilada utilizados como controles positivo e negativo para todos os testes, respectivamente.

O teste de emulsificacdo (E24), realizado com todas as 24 amostras, foi realizado em
tubos de vidro contendo 6leo cru, em temperatura ambiente. Dessas, 15 amostras também
foram testadas em tubos contendo Oleo diesel, também em temperatura ambiente. Os
resultados obtidos a partir da média das triplicatas nessa parte do trabalho podem ser

conferidos na Tabela 8.
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Tabela 8 — Resultados do teste de emulsificacdo (E24): 6leo cru e diesel.

Indice de emulsificacdo (%) Indice de emulsificacdo (%)

Amostra Oleo cru Diesel
74 35 ND
77 50 ND
79 ND 56
82 50 ND
87 ND 8
94* ND 10

105* ND 4
118 ND 15
126 ND 6
133 ND 5
141 50 ND

148* 50 8
152 50 ND
157 50 ND
159 ND 11
175 100%/ND** 6
185 ND 8
203* ND 4
204 45 ND
208 50 12
223 55 8
225 ND 4
SDS 60 60

Agua - -

destilada

*A triplicata foi realizada com o meio de cultura BH + L (2 deles) e BH + dleo cru (1 deles). Os resultados que
foram levados em consideragdo foram os que foram realizados no BH+L, uma vez que ndo dava para ver com
clareza os resultados obtidos nos Erlenmeyers contendo 6leo cru.

ND = Ndo determinado.

** Ndo foi possivel tirar a média.

As amostras 74, 77, 82, 141, 152, 157 e 204 nédo foram testadas nos tubos contendo
oleo diesel, e os resultados das amostras que foram testadas ndo foram muito significativos
guando comparados ao controle. Apenas a amostra 79 se destacou apresentando um indice de
emulsificacdo de 56% (Figura 9).

As amostras 79, 87, 94, 105, 118, 126, 133, 159, 185, 203 e 225 ndo apresentaram, de
fato, uma camada emulsificada nos tubos contendo 6leo cru. Porém, essas amostras
apresentaram caracteristicas significantes como algumas mudancas na coloracdo da agua e/ou

na interface 6leo/agua. Uma das triplicatas da amostra 175 ndo cresceu, e um dos dois tubos
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apresentou as mesmas caracteristicas mencionadas anteriormente. O outro tubo apresentou um

indice de emulsificacdo de 100% (Figura 10).

Figura 9 — Teste de emulsificacdo com diesel. A e B — controles positivo e negativo, respectivamente. C —
melhor resultado positivo de uma amostra termofilica. D, E e F — amostras com resultado positivo.
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Figura 10 — Teste de emulsificacdo com éleo cru. A e B — controles negativo e positivo, respectivamente. C —
resultado positivo de uma amostra termofilica. D e E — amostras com mudancgas na coloracdo da agua e na
interface 6leo/agua. F — resultado com indice de 100% de emulsificacéo.

Essas amostras também foram testadas quanto a estabilidade do biossurfactante
guando submetido a uma temperatura elevada. Nesse caso foram testadas 15 amostras em
tubos contendo 6leo cru e em tubos contendo 6leo diesel, na temperatura de 97 °C. Os

resultados obtidos a partir da média das triplicatas estdo relacionados na Tabela 9.
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Tabela 9 — Resultados do teste de emulsificacdo (E24): 6leo cru e diesel com o sobrenadante
das amostras submetido a 97 °C.

Indice de emulsificacio indice de emulsificacio
Amostra (%) (%)
Oleo cru Diesel
74 ND ND
77 ND ND
79 100 50
82 ND ND
87 50 4
94* ND 12
105* ND 10
118 11 ND
126 ND 33
133 ND 15
141 ND ND
148* ND 10
152 ND ND
157 ND ND
159 ND 6
175 6 ND
185 ND 23
203* ND 12
204 ND ND
208 9 ND
223 100 4
225 50 6
SDS 60 60
Agua - -
destilada

*A triplicata foi realizada com o meio de cultura BH + L (2 deles) e BH + dleo cru (1 deles). Os resultados que
foram levados em consideracdo foram os que foram realizados no BH+L, uma vez que ndo dava para ver com
clareza os resultados obtidos nos Erlenmeyers contendo 6leo cru.

ND = ndo identificado.

As amostras 74, 77, 82, 141, 152, 157 e 204 ndo foram testadas no teste de
emulsificacdo com a temperatura de 97 °C, tanto nos tubos com 6leo cru quanto nos tubos
com diesel.

Nos tubos contendo dleo cru, as amostras 94, 105, 126, 133, 148, 159, 185 e 203 ndo
apresentaram uma camada emulsificada, porém apresentaram algumas mudangas na coloragéo
da &gua e/ou na interface 6leo/agua. As amostras 79, 87, 223 e 225 apresentaram o0s melhores
indices de emulsificacdo entre as amostras testadas. Respectivamente os resultados foram:
100%, 50%, 100% e 50% (Figura 11).
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Figura 11 — Teste de emulsificacdo com 6leo cru — sobrenadante & temperatura de 97 °C. A e B controles
positivo e negativo, respectivamente. C e D — amostras com mudancas na coloracdo da agua e na interface
o6leo/agua. E e F — resultados com indice de emulsificagdo de 100%.

Nos tubos contendo diesel, ndo houve indice de emulsificacdo nas amostras 118, 175 e
208. A amostra 126, em uma das triplicatas, apresentou mudanga significante na cor do diesel,
bolhas na interface diesel/agua e apenas uma pequena parte com uma camada emulsificada. A
amostra que apresentou o melhor indice de emulsificacdo quando comparada ao controle foi a

amostra 79, que apresentou um indice de 50% (Figura 12).
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Figura 12 — Teste de emulsificacdo com diesel — sobrenadante submetido a temperatura de 97 °C. A e B —
controles positivo e negativo, respectivamente. C — amostra com mudanca na cor do diesel, bolhas na interface
diesel/agua e apenas uma pequena parte com uma camada emulsificada. D e E — amostras com resultado

positivo. F — amostra com resultado negativo.
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6 DISCUSSAO

Os hidrocarbonetos de petréleo constituem uma importante matéria-prima para 0
desenvolvimento de nossa sociedade, porém possuem um papel importante na poluicdo
ambiental. A biorremediacdo de ambientes contaminados com dleo é complexa, uma vez que
0 excesso desse poluente forma uma barreira contra a degradacdo microbiana. Nesse contexto,
as moléculas de biossurfactante auxiliam esse processo, diminuindo a tensdo superficial e
interfacial 6leo/agua, aumentando, assim, sua mobilidade e biodisponibilidade e consequente
biodegradacdo (Aulwar e Awasthi, 2016). Isso foi demonstrado em um trabalho recente de
Patowary e colaboradores (2017), onde uma linhagem de Pseudomonas aeruginosa PG1 foi
capaz de produzir um composto de alta eficiéncia, uma vez que foi capaz de reduzir a tensédo
superficial, de 51,8 para 29,6 mN m™, e teve concentracéo micelar critica de 56 mg L.

Uma caracteristica desejavel para um biossurfactante € a capacidade de manter sua
atividade em situagfes adversas. Dessa maneira, micro-organismos produtores de
biossurfactantes capazes de suportar condicdes extremas facilitariam o processo de
remediacdo in situ (Pathak e Keharia, 2014).

Diante disso, a Antéartica € conhecida por ser um ambiente extremo devido,
principalmente, as suas condi¢des climaticas (Miteva, 2011). Essas condi¢bes podem permitir
0 desenvolvimento de bactérias com perfis metabdlicos Unicos. Apesar de ser
predominantemente gelada e apresentar temperaturas negativas, um habitat particular presente
nesse continente é a ilha vulcanica Deception (Boothroyd, 2009). As temperaturas extremas
encontradas na ilha Deception dificultam o acesso e a permanéncia nesse local. Por esse
motivo, os estudos sobre 0s micro-organismos presentes nessa area ainda sdo escassos.

Em uma pesquisa bibliografica, realizada no dia 15 de novembro de 2017, na base
dados PubMed, 15 artigos foram relacionados a busca ‘“Deception Island Antarctica”, e
apenas um relacionado a producdo de biossurfactantes. Nesse trabalho, realizado por Coronel-
Ledn e colaboradores (2015), uma amostra termofilica, identificada como
Bacillus licheniformis AL 1.1, isolada de solo ndo contaminado de Kroner lake (Whalers
Bay), passou por testes para analisar a producdo de biossurfactante. Além disso, foram
verificadas as propriedades e a caracterizacdo quimica do composto produzido. Por fim,
através da otimizacdo das condicGes de cultivo, os autores foram capazes de aumentar a
producdo do biossurfactante, obtendo também um composto estavel em ampla gama de pH,
altas temperaturas e concentragdes variaveis de sal, podendo ser utilizado em processos

industriais.
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Visando o fornecimento de novas informacgdes sobre 0s micro-organismos presentes
na Ilha Deception e seu potencial biotecnoldgico, o objetivo desse trabalho foi analisar a
producdo de biossurfactantes por bactérias termofilicas isoladas de dois sitios geotermais
desse ambiente.

Com o intuito de atender as exigéncias metabdlicas de diversos micro-organismos, 0s
seis diferentes meios de cultura utilizados nesse estudo permitiram que 245 amostras
bacterianas fossem isoladas. Essas amostras foram adicionadas a colecdo do LEMM e, dentre
essas, 25 foram selecionadas para 0s experimentos de bioprospeccéo.

A analise da coloragdo de Gram mostrou que, das 25 amostras, 21 foram classificadas
como gram-positivas. Bicca, Fleck e Ayub (1999) relataram que a maioria das bactérias
isoladas nesse trabalho, oriundas de locais com histérico de contaminacdo por 6leo, ou
subprodutos, foram classificadas como gram-negativas. Em outro estudo realizado em
Victoria Land, Antértica, os isolados incluiram tanto bacilos quanto cocobacilos gram-
positivos e gram-negativos, mostrando semelhanca com os resultados obtidos nesse trabalho
(Aislabie et al., 2006). Com esses resultados, podemos chegar a conclusdo de que as bactérias
dos solos antarticos talvez sejam cosmopolitas, semelhantes as encontradas nos solos de todo
o mundo. Essa caracteristica facilitaria a utilizacdo desses micro-organismos em diversos
processos biotecnoldgicos e ambientes.

A identificacdo molecular dos isolados termofilicos mostrou a prevaléncia do género
Geobacillus (56%), sendo identificado em 14 das 25 estirpes analisadas. A ocorréncia de
cepas de Geobacillus, Brevibacillus e Bacillus em ambientes contaminados com
hidrocarbonetos ndo é incomum. Mnif e colaboradores (2011) isolaram, na temperatura de
55 °C trés cepas pertencentes aos esses géneros citados. No Unico estudo, mencionado
anteriormente, sobre a llha Deception, Coronel-Ledn e colaboradores (2015), relataram que a
cepa isolada AL 1.1 possuia valor de similaridade de 100% com a cepa de
Bacillus licheniformis ATCC 14580.

Em outro estudo, realizado por Jara, Andrade e Campos-Takaki (2012), uma estirpe de
Geobacillus stearothermophilus UCP 986, isolada de solo contaminado com petréleo, foi
capaz de produzir biossurfactante na temperatura de 45 °C. No trabalho realizado por AL-
Jailawi, Nasir e Aziz (2015), 10 amostras bacterianas termofilicas foram testadas quanto a sua
capacidade de produzir biossurfactante, e os resultados mostraram que uma cepa identificada
como Geobacillus thermoleovorans (JQ 912239) foi a mais eficiente na produgdo dessas
moléculas. Além da identificacdo de uma cepa de G. thermoleovorans, outras trés, dentre as

10 amostras analisadas, tiveram suas sequéncias alinhadas com sequéncias representativas do
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género Anoxybacillus. Além dos resultados positivos para a producdo de biossurfactante,
essas amostras mostraram boa capacidade de utilizar petr6leo bruto e compostos aromaticos e,
assim, puderam ser consideradas como um novo grupo de bactérias termofilicas degradadoras
de hidrocarbonetos.

No trabalho de Mnif e colaboradores (2011), as bactérias isoladas de um campo de
petroleo foram analisadas pelo potencial de degradacdo de hidrocarbonetos, e pela producédo
de biossurfactantes. A analise filogenética indicou que um dos isolados termofilicos pertencia
a espécie de Brevibacillus termoruber (T1SS10), apresentando valores significativos tanto
nos testes de degradacdo do 6leo, quanto nos testes de producédo de biossurfactantes.

Os testes de screening realizados nesse trabalho visaram explorar as propriedades dos
biossurfactantes, como: diminuicdo da tensdo superficial, emulsificacdo, detergéncia e
dispersdo. Essas caracteristicas permitem a aplicacdo desses compostos na induastria
(alimentos, couro, sabdo, téxtil e farméacia), na mobilizacdo de derrame de petréleo bruto,
biorremediagdo de solo contaminado com éleo e MEOR, por exemplo. A realizacdo dos testes
de screening possui vantagens em exigir um pequeno volume das amostras, serem faceis de
realizar, e ndo precisarem de equipamentos altamente especializados (Plaza, Zjawiony e
Banat, 2006).

Uma das propriedades importantes de um biossurfactante é a capacidade de formacéao
de espuma. Isso ja foi dito em inimeros trabalhos como os de Pathak e Keharia (2014),
Coronel-Leodn e colaboradores (2015) e Sdenz-Marta e colaboradores (2015). No presente
trabalho, a producdo de espuma foi determinada por meio da agitacdo dos Erlenmeyers ap6s o
crescimento bacteriano durante sete dias e todas as amostras analisadas obtiveram resultado
positivo, variando apenas na intensidade da formacéo da espuma. Outra maneira de analisar a
formacdo de espuma foi descrita por Razafindralambo e colaboradores (1996) em um trabalho
sobre as propriedades da surfactina, um biossurfactante lipopeptidico produzido por
Bacillus subtili. Nesse estudo, as propriedades de formacdo de espuma foram analisadas
através de técnicas Opticas e condutimétricas, onde foi possivel medir continuamente o
volume e a fracdo liquida da espuma durante e apos sua formacao.

Em relacdo a producdo de espuma, esta é decorrente da agitacdo imposta para a
entrada de oxigénio e interacdo com 0s componentes presentes no meio de cultura para o
crescimento celular e producdo do biossurfactante (Wei et al.,, 2005). Porem, esta
caracteristica nem sempre é benéfica para a eficiéncia da atividade do biossurfactante, como o
encontrado por Bezerra (2012), que observou a diminuicdo da porcentagem de reducdo da

tensdo superficial em 5%.
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Um estudo como o de Plaza, Zjawiony e Banat (2006), o teste da hemolise foi
utilizado como um critério de selecdo inicial para os testes de screening das amostras
produtoras de biossurfactante. No presente estudo, o teste da hemolise fez parte dos testes de
screening e, das 22 cepas testadas, sete apresentaram o halo de hemdlise. Cabe ressaltar,
como ja foi relatado por Mulligan e colaboradores (1984) e Makkar e Cameotra (1997), que
diferentes compostos produzidos pelos micro-organismos podem causar a hemolise no meio
de cultura, ndo estando, necessariamente, a molécula de biossurfactante envolvida nesse
processo. Assim, muitos autores recomendam que esse ensaio seja complementado com
outros testes, principalmente baseados na tenséo superficial.

Youssef e colaboradores (2004) realizaram o teste da hemdlise concomitante com a
analise da tensdo superficial, e relataram que 13,5% das cepas analisadas foram capazes
formar o halo. Além disso, foi observado que essas cepas reduziram a tensao superficial para
valores abaixo de 40 mN/m. Na andlise da producdo de biossurfactante pelo
Geobacillus sp. QT, uma bactéria termofilica e halofilica, feita por Xia e colaboradores
(2016), oito das 26 cepas testadas obtiveram resultado positivo no teste da hemdlise.

Outra técnica comumente utilizada no screening € o teste do colapso da gota; este é
descrito como um método sensivel e facil de testar a producdo de biossurfactantes por
microrganismos (Jain et al., 1991). Nessa técnica, se ha o aumento da gota, é porque as
moléculas adicionadas sdo polares e acabam sendo repelidas pela superficie hidrofébica. Em
contraste, se as moléculas adicionadas possuem surfactantes, a tenséo superficial/interfacial €
reduzida e ha a propagacdo das moléculas adicionadas sobre a superficie hidrofébica. No
presente trabalho, foi utilizado dleo bruto. Todas as amostras bacterianas analisadas
apresentaram resultado negativo nesse teste. Esse resultado relatado como negativo pode ser
devido a quantidade de surfactante na amostra. Uma vez que a gota pode tanto aumentar, se
espalhar um pouco ou colapsar, observar apenas a olho nu pode gerar davidas.

Para ter a certeza do resultado é aconselhado realizar um método quantitativo, onde
um microscopio de dissecacdo e um micrémetro calibrado s@o utilizados para medir o
didmetro da gota apds um minuto (Bodour e Miller-Maier, 1998). Diferente do presente
trabalho, um estudo realizado por Nalini e Parthasarathi (2013), apresentou resultado positivo
para 100% das amostras isoladas, também de solo contaminado com hidrocarbonetos. Em
outro estudo, Elazzazy, Abdelmoneim e Almaghrabi (2014) também detectaram resultado
positivo em 56% dos isolados analisados.

O teste do deslocamento do 6leo é um bom indicador da producdo de biossurfactantes,

uma vez que depende somente da diminui¢cdo da tensdo interfacial agua/ 6leo e ndo da



44

estrutura do biossurfactante produzido (Morikawa et al., 2000). Além disso, essa técnica é
mais sensivel que o teste do colapso da gota para a deteccdo de baixos niveis de producdo de
biossurfactante (Youssef et al., 2004).

No presente estudo, 14 das 22 amostras apresentaram resultado positivo para o
deslocamento do 6leo. Ja Plaza, Zjawiony e Banat (2006) isolaram 16 cepas termofilicas de
solos contaminados com hidrocarbonetos e de solos biorremediados, onde foi observado que
11 das 16 amostras obtiveram resultado positivo para o teste de colapso da gota e
deslocamento do dleo. No entanto, cinco isolados foram positivos apenas no teste do
deslocamento do 6leo. Isso demonstra a importancia de multiplos ensaios de screening para a
avaliacdo da producdo do biossurfactante. Jemil e colaboradores (2016) observaram que o
biossurfactante produzido a partir de um isolado de solo contaminado por hidrocarbonetos,
apresentou melhores resultados no teste do deslocamento do 6leo do que os controles
utilizados (SDS e Tween 80), o que néo foi observado no presente estudo, onde o SDS foi 0
que apresentou o melhor resultado.

A propriedade de emulsdo €é outra caracteristica fundamental para que o0s
biossurfactantes tenham bom desempenho em diferentes aplicacBes ambientais e industriais.
Neste estudo, essa propriedade foi avaliada através do teste emulsificacdo utilizando o dleo
cru e diesel, simulando ambientes contaminados com hidrocarbonetos. Em sua maioria, 0S
resultados apresentados em diversos estudos mostram uma camada emulsificada e, com isso,
é possivel determinar o indice de emulsificacdo. Contudo, para algumas das amostras
analisadas nesse trabalho, ndo foi possivel determinar o indice, uma vez que ndo se conseguia
diferenciar a camada emulsificada. Para essas amostras, as caracteristicas apresentadas, como
mudancas na coloracdo da dgua e na interface agua/dleo, foram relatadas.

Para as amostras que apresentaram uma camada emulsificada, os indices foram
calculados e os resultados variavam de 35 a 100%, sendo maior que o indice de emulsificacédo
encontrado no controle SDS (60%). Em um trabalho realizado por AL-Jailawi, Nasir e Aziz
(2015), 10 bactérias termofilicas foram isoladas de um solo contaminado com o0leo. Os
isolados foram submetidos ao teste da emulsificagéo, sendo o melhor resultado apresentado
por uma cepa de Geobacillus thermoleovorans Irl (JQ912239), com um indice de
emulsificacdo de 68%. Em outro estudo, uma cepa de Bacillus subtilis K1 também foi
analisada no teste de emulsificacdo (Pathak e Keharia, 2014). Esse ensaio foi utilizado com
hexano, heptano, octano e 6leo de motor, representando hidrocarbonetos com diferentes

tamanhos de cadeia. O indice de emulsificagdo foi menor no hexano (33,3%), e 0 maior no
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6leo de motor (93,3%). Além desse resultado, pode ser observado que o indice aumentou de
acordo com o aumento do comprimento da cadeia dos hidrocarbonetos.

Visando comparar os resultados obtidos com o 6leo cru, foi analisada a camada de
emulsificacdo foi também avaliada a partir do 6leo diesel. Apenas uma amostra apresentou
resultados significativos em relagdo controle, atingindo indice de emulsificacdo de 56%. Em
um trabalho recente, A atividade de emulsdo do sobrenadante da cultura de
Pseudomonas aeruginosa PGL1 foi testada (Patowary et al., 2017). O teste foi realizado com
n-hexadecano, querosene, Oleo diesel, 6leo de motor e petréleo bruto, obtendo indices de
emulsificacdo de: 83, 88, 92, 86 e 100%, respectivamente. Apesar de ndo alcangar maxima
atividade de emulsificacdo, o indice do 6leo diesel (92%) foi maior do que o indice de 56%
encontrado em nosso estudo.

Em outro trabalho, realizado por Ayed e colaboradores (2015), a solubilizacdo e
biodegradacdo de 6leo diesel por moléculas de biossurfactantes, produzidas pela cepa de
Bacillus amyloliquefaciens An6, foi analisada. O indice de emulsificagdo foi de 80 + 2% para
diesel bruto, enquanto que os dos surfactantes comerciais, Tween 80 e SDS, foram de 75 +
2% e 67 = 1%, respectivamente. Além disso, foi verificada que a camada emulsificada ficou
estavel durante uma semana, a temperatura ambiente, e sem qualquer alteracdo na atividade
de emulséo. Por fim, o sobrenadante dessa cepa foi testado em temperaturas variando de 20 a
100 °C, obtendo indices de emulsificacdo de 80%, mostrando que o biossurfactante produzido
poderia ser Util em ambientes extremos.

No presente trabalho, dentre as 22 amostras testadas com 6leo, com o sobrenadante
submetido a temperatura de 97 °C, duas obtiveram resultado positivo, com indices de
emulsificagdo de 50 e 100%. Nos tubos contendo diesel, das 22 amostras testadas, uma
apresentou resultado préximo ao do controle (60%), atingindo indice de 50%. Os resultados
positivos obtidos sob alta temperatura (97 °C) sugerem que as substancias produzidas por
esses micro-organismos termofilicos ndo tém suas atividades alteradas, uma vez que seu
metabolismo é adaptado para exercer suas fungbes da melhor maneira possivel sob essas
condigdes extremas.

Os ensaios de screening realizados em temperaturas extremas fornecem informacdes
fundamentais para aplicagdes em processos de biorremediacdo in situ, onde a atividade do
biossurfactante ndo pode ser reduzida quando sujeita as condicGes desses ambientes
(Xiaetal., 2016).

Embora o crescente potencial dos biossurfactantes ja venha sendo demonstrado, suas

aplicagdes ainda s&o limitadas devido, principalmente, aos altos custos e a dificuldade de
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otimizagdo da producdo. Assim, para o beneficio deste campo, futuras pesquisas sobre a
interacéo entre os hidrocarbonetos, surfactantes e componentes microbianos envolvidos nesse
processo acabam tendo maior importancia. Nesse estudo, foram identificadas amostras
termofilicas isoladas da Ilha Deception, Antarctica, e analisada a producéo de biossurfactantes
através de diferentes ensaios de screening. Futuramente, o teste da tensdo da superficial
fornecera resultados mais conclusivos para a analise realizada. Por fim, apds escolhido o
melhor candidato, a otimizacdo da producdo do biossurfactante concluira o objetivo do

projeto, revelando o completo potencial biotecnoldgico da cepa selecionada.
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7 CONCLUSAO

v Foram incluidos 245 isolados na Colecdo de Bactérias Antarticas do Laboratério de
Ecologia Microbiana Molecular (LEMM).

v Das 25 amostras selecionadas para os testes de screening, 21 foram classificadas como
gram positivas e 4 como gram negativas. O género Geobacillus foi o género mais

abundante, sendo identificado em 14 dessas amostras (56%).

v" As amostras que obtiveram os melhores resultados nos testes de screening foram os
isolados 74, 77, 79 e 204, sendo estes identificados como pertencentes ao género

Geobacillus.

v" A amostra que obteve o melhor resultado nos testes de estabilidade do biossurfactante

sob altas temperaturas foi a amostra 79 (Geobacillus sp.).
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