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RESUMO

FERNANDES, Péricles Leonardo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de
2007. Producdo de biossurfactantes por Bacillus spp. em condicéo

anaerobia. Orientador: Marcos Rogério Toétola. Co-orientadores: Arnaldo Chaer
Borges e Hilario Cuqueto Mantovani.

O presente trabalho objetivou determinar as condi¢des nutricionais e de
potencial redox que estimulem o crescimento e a producao de biossurfactantes por trés
isolados do género Bacillus. Foram utilizados trés isolados pertencentes a cole¢do de
culturas do Laboratério de Biotecnologia e Biodiversidade para o Meio Ambiente
(LBBMA) que possuiam caracteristicas desejaveis para sua aplicagdo na recuperagao
avangada de petroleo, incluindo a capacidade de produzirem biossurfactantes. Dos trés
isolados, somente o isolado LBBMAI111A foi capaz de crescer em meio mineral
reduzido com 0,5 mmol L' de ditiotreitol sem a adi¢do de qualquer fator de
crescimento. Os isolados LBBMA155 ¢ LBBMA283 necessitam da adicdo de DNA ao
meio de cultura para apresentarem crescimento vigoroso em baixos potenciais redox.
Porém, esse comportamento pode ser alterado de acordo com as condigdes fisioldgicas
das bactérias. O potencial redox demonstrou exercer influéncia sobre o crescimento de
todos os isolados, mas em intensidades diferentes. A producdo de biossurfactantes
também demonstrou ser influenciada pelo potencial redox do meio de cultura onde as
bactérias sdo crescidas. Foram observados indicios de alteragdes nas moléculas dos
biossurfactantes produzidos pelos isolados dependendo da condig¢do redox em que estas
foram produzidas. A fonte de carbono e a de nitrogénio adicionadas ao meio de cultura
influenciaram o crescimento dos isolados. Fontes de carbono como amido e piruvato
demonstraram ndo ser capazes de sustentar o crescimento dos isolados de Bacillus em
condicdo anaerdbia. Tanto a fonte de carbono quanto a fonte de nitrogénio
influenciaram de maneira significativa a produ¢do de biossurfactantes pelas bactérias.
Apesar dos isolados ndo apresentarem o mesmo comportamento mediante diferentes
fontes de nitrogénio, a proteose peptona demonstrou ser a melhor fonte de nitrogénio

tanto para o crescimento quanto para a producdo de biossurfactantes pelas bactérias.
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Com relagdo a fonte de carbono, a sacarose proporcionou o melhor crescimento de
todos os isolados; porém, para os isolados LBBMA111A e LBBMA283, os melhores
dados de producdo de biossurfactantes foram obtidos com o cultivo em meio com
glicose. Variagdes nas fontes de carbono e nitrogénio também parecem influenciar a
estrutura das moléculas de biossurfactantes produzidos pelas bactérias. Todos os
isolados podem ser potencialmente aplicdveis na recuperacdo avancada de petréleo
baseada na produ¢do de biossurfactantes “in situ”; porém, mais estudos devem ser

conduzidos para se determinar em quais condi¢des estes poderdo atuar.
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ABSTRACT

FERNADES, Péricles Leonardo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2007.
Anaerobic production of biosurfactants by Bacillus spp.. Adviser: Marcos Rogério
Tétola. Co-Advisers: Arnaldo Chaer Borges and Hilario Cuqueto Mantovani.

The objective of the present study was to determine the nutritional and redox
conditions that promote the growth and biosurfactant production by Bacillus spp.. Three
strains belonging to the culture collection of the Laboratério de Biotecnologia e
Biodiversidade para o Meio Ambiente (LBBMA), previously evaluated for their
potential for application in Microbial Enhanced Oil Recovery, including biosurfactant
production, were used in the study. Among the three strains, only LBBMAI111A was
able to grow in mineral medium reduced with 0,5 mmol L™ of dithiothreitol in the
absence of any growth factor. Strains LBBMAI155 and LBBMA283 required
supplementation of the growth medium with DNA at low redox potential. However, this
behavior can be modified according to the physiological state of the cells. The redox
potential was shown to affect the growth patter of all strains, but in different intensities.
In addition, the redox potential of the growth media also affected the yield and activity
of biosurfactants produced by all strains. The growth of the strains was affected by the
carbon and nitrogen sources of the media. The three strains were not able to growth
when starch or pyruvate were used as carbon source. Either the carbon source or the
nitrogen source of the media affected the production of biosurfactants. The greatest
growth and biosurfactant production was observed when proteose peptone was used as
the nitrogen source. The greatest growth was obtained when sucrose was the carbon
source; however, for strains LBBMAI11A and LBBMA283, glucose provided the
greatest reduction of the interfacial tension. Variations in carbon and nitrogen sources
appear to affect the structure of the biosurfactants produced. It is concluded that the
three strains Bacillus are potential candidates for Microbial enhanced oil recovery
(MEOR) based on the production of biosurfactants in situ; nevertheless, more studies
must be conduct to evaluate the range of physical-chemical conditions for their

successful application.
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1. INTRODUCAO

O petroleo ¢ considerado atualmente uma fonte de energia indispensavel aos
processos industriais e ao crescimento econdmico das nagdes. No entanto, a distribui¢ao
das jazidas ¢ desuniforme, sendo que apenas nove paises do Oriente Médio respondem
por cerca de 62% de todas as reservas globais de petroleo (BP, 2006).

O Brasil detém cerca de 1% das reservas mundiais e apresentou um avango
significativo na producdo de petréleo bruto. Em uma década (1995 a 2005), o pais
elevou a produgdao de 718 mil para 1,718 milhdes de barris de petroleo/dia, o que
corresponde a um aumento de 139,3%. Porém, em paises mais industrializados, como
os Estados Unidos, o cendrio ja ndo ¢ o mesmo. O pais detém 2,4% das reservas
mundiais de petréleo e a producdo de 6leo vem sofrendo decréscimos consideraveis, de
8,322 para 6,830 milhdes de barris /dia, no periodo de 1995 a 2005, o que representa
uma queda de 17,92%. No mesmo periodo, as reservas americanas comprovadas
sofreram queda de apenas 1,68%, caindo de 29,8 para 29,3 bilhdes de barris (BP, 2006).
Esse fato tem sido interpretado como o resultado de uma possivel redugdo na extragdo
de 6leo, dirigida pela baixa eficiéncia das técnicas adotadas até o presente momento, ou
ainda como parte de uma politica de conservagdo das reservas proprias para uso futuro.

As tecnologias atuais de exploracdo de petroleo sdo, em sua maior parte,
baseadas em métodos denominados de recuperagdo primdria e secundaria de dleo. A
recuperagdo primaria corresponde aos métodos dependentes do fluxo natural do 6leo

por diferenca de pressdo entre as partes interna e externa do reservatdrio. Embora seja



quase sempre o primeiro método adotado, sua implementacdo depende das
caracteristicas de cada reservatério, e se torna invidvel a partir do momento em que a
pressdo interna atinge um valor limite em que o fluxo de 6leo ¢ interrompido. Quando
isso ocorre, sdo adotados os métodos de recuperacdo secundaria, que consistem na
injecdo de gas ou agua dentro do reservatério com o objetivo de manter a pressao
interna e impulsionar o 6leo para fora (Ollivier e Magot, 2005). O principal ponto
negativo atribuido a essas tecnologias ¢ seu baixo rendimento em determinados casos.
Em geral, elas possibilitam a mobilizagdo de apenas 30 a 50% do 6leo contido nos
reservatorios. Nos Estados Unidos, estima-se que 300 bilhdes de barris ainda
permanegam nos reservatorios apos a extragcdo convencional de petroleo (Lundquist et.
al., 2001).

Desta forma, novas tecnologias tém sido desenvolvidas com o objetivo de
adiar ou reduzir o declinio na produgdo de petréleo e, a0 mesmo tempo, aumentar as
reservas exploraveis. Essas tecnologias incluem a utilizagdo de técnicas mais
sofisticadas, denominadas técnicas de recupera¢do melhorada de petrdleo (enhanced oil
recovery — EOR). Dentre as técnicas de EOR, aquelas baseadas na utilizacdo de
microrganismos (MEOR — Microbial enhanced oil recovery) tém demonstrado ser
muito promissoras para a implementacdo em larga escala. Os processos microbianos
apresentam vantagens, como o fato de ndo utilizarem grande quantidade de energia,
como os métodos térmicos, € de ndo dependerem do preco do dleo cru, como alguns
métodos quimicos. Além disso, varios produtos microbianos de interesse podem ser
produzidos a partir de fontes renovaveis e de baixo custo (Fox e Bala, 2000; Maneerat,
2005; Nitschke et. al., 2005; Mukherjee et. al., 2006; Nitschke e Pastore, 2006).
Resultados de experimentos de campo demonstraram que ¢ possivel produzir-se maior
quantidade de petroéleo com um incremento de apenas $3,00 por barril (Brown et. al.,
2002; Strappa et. al., 2004), indicando que os métodos baseados em MEOR podem ser
considerados economicamente viaveis.

Dentre as varias estratégias existentes para a implementagdo da MEOR, a
producdo in situ de biossurfactantes por bactérias do género Bacillus tem sido
apresentada como uma das mais promissoras (Youssef et al.,2006; Soudmand-asli et al.,
2007). O sucesso da produgdo in situ de biossurfactantes esta vinculado a habilidade das
bactérias em crescer e produzir biossurfactantes sob as severas condi¢des ambientais

apresentadas pelos reservatdrios de dleo, como alta temperatura, pressdo ¢ salinidade,



além de condi¢des de baixa ou nenhuma pressdao de oxigénio (Cameotra e Makkar,
1998).

Desta forma, o presente trabalho objetivou determinar quais condigdes
nutricionais ¢ de potencial redox possibilitam o crescimento e a produgdo de

biossurfactantes por trés isolados do género Bacillus.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Recuperacgdo melhorada de petroleo

A recuperagdo melhorada de petroleo (EOR — Enhanced Oil Recovery) ¢
governada por mecanismos que aumentam a movimentagdo e vazdo de 6leo no
reservatdrio, aumentando a produgdo. Esses mecanismos sdo baseados em métodos
térmicos, quimicos, de miscibilidade e microbiologicos (Ollivier e Magot, 2005).

Os métodos térmicos estdo entre os métodos de EOR mais utilizados em todo o
mundo. Esses métodos tém como principio a redugdo da viscosidade do 6leo, obtida
pelo aumento de sua temperatura por meio da injecdo de vapor ou combustio interna
controlada no reservatorio. Os métodos quimicos baseiam-se na injecdo de polimeros,
surfactantes ou agentes alcalinos. A injecdo de polimeros permite o aumento da
viscosidade da agua; ja os surfactantes e agentes alcalinos permitem a reducdo das
forcas capilares e da tensdo interfacial 6leo-dgua, aumentando a mobilizacdo do 6leo.
Métodos de miscibilidade baseiam-se na inje¢cdo de gases misciveis em 6leo, como CO,,
cuja presenga causa redugdo na viscosidade do petréleo, com conseqiiente aumento de
sua mobilizagdo. Em geral, esses métodos ainda sdo pouco utilizados, fato atribuido a

complexidade metodologica ou ao seu alto custo de implementagdo. Um exemplo disto



¢ o fato de que somente 10% de toda a produ¢do americana de petroleo sdo provenientes

da utilizagdo de tais tecnologias (Ollivier e Magot, 2005).

2.1.2. Recuperacao de petroleo melhorada por microrganismos

Viarios sdo os produtos e atividades microbianas potencialmente Uteis para as
praticas de MEOR. Dentre estes produtos, pode-se mencionar gases como CO, e CHy;
acidos, como acido acético, butirico e latico; solventes, como etanol, butanol e acetona;
polimeros, como polissacarideos e  proteinas; bioemulsificantes, como
heteropolissacarideos e proteinas; e biossurfactantes, como glicolipideos e
lipopeptideos. Varios desses compostos possuem a capacidade de atuar
sinergeticamente no aumento da producdo de petréleo (Ollivier e Magot, 2005).

Os biossurfactantes sdo metabolitos ativos em superficie produzidos por
microrganismos crescendo em compostos hidrossoluveis ou o6leo. Essas moléculas
possuem a propriedade caracteristica de reduzir as tensdes interfaciais ar-dgua e Oleo-
agua de forma semelhante aos surfactantes sintéticos. Um grupo diverso de moléculas,
compostas por diferentes estruturas quimicas, pode atuar como biossurfactantes, como
glicolipideos, lipopeptideos e lipoproteinas (Mukherjee et. al., 2006). Exemplos de
biossurfactantes sao: a surfactina produzida por Bacillus subtilis (Nakayama et. al.,
1997); a liquenisina produzida por Bacillus licheniformis (Lin et. al., 1994); e os
ramnolipideos produzidos por Pseudomonas aeruginosa (Pham et. al., 2004).

Assim como os surfactantes sintéticos, os biossurfactantes possuem a
habilidade de reduzir a tensdo na interface Oleo-rocha e O6leo-fluido de injecdo,
reduzindo as forcas capilares que previnem a movimentagdo do dleo pelos poros da
rocha (Banat et. al., 2000). A utilizacdo de biossurfactantes como método de MEOR
tem propiciado aumentos satisfatorios da recuperagdo de dleo, em experimentos de
campo (Li et. al.,2000) e de laboratorio (Maugdalya et. al.,2004; Okpokwasili e Ibiene,
2006), bem como o prolongamento da vida util de reservatérios onde a pratica foi
implantada (Li et. al.,2000).

As principais estratégias para a utilizagdo de biossurfactantes na recuperagao
de petroleo sdo trés, a saber: (1) a produ¢do de biossurfactantes em cultura continua ou

em batelada, em escalas industriais, seguida da adi¢ao desses compostos ao reservatorio



juntamente com a agua de injegdo, sendo esse processo denominado MEOR ex situ; (2)
a adicdo de nutrientes selecionados ao reservatorio, para estimular o crescimento da
microbiota indigena produtora de biossurfactantes; (3) a inje¢do de células de uma
cultura metabolicamente ativa dentro do reservatorio, acompanhada da injecdo de
nutrientes necessarios ao seu crescimento ¢ produgdo de biossurfactantes in situ (Banat,
1995a). O custo da producdo de biossurfactantes em larga escala, decorrente do baixo
rendimento apresentado pelas culturas, ¢ considerado uma restri¢cao para a utilizacao da
MEOR ex situ (Mukherjee et. al., 2006). Ja o sucesso das outras duas estratégias esta
vinculado a existéncia de microrganismos com potencial para a producdo de
biossurfactantes sob as severas condigdes ambientais apresentadas pelos reservatérios
de 6leo, como alta temperatura, pressao e salinidade, além de condi¢des de baixa ou
nenhuma pressdo de oxigénio (Cameotra e Makkar, 1998). Neste ambito, as espécies
bacterianas do género Bacillus apresentam um grande destaque, ja que tém sido

reportadas como as unicas com potencial para a produgao de biossurfactantes in situ.

2.2. Metabolismo anaerébio em bactérias do género Bacillus

O género Bacillus ¢ tipicamente composto por bactérias aerobias ou anaerdbias
facultativas. No entanto, poucas espécies possuem seu metabolismo anaerdbio bem
caracterizado. Dentre elas podem ser destacadas as espécies Bacillus subtilis (Nakano e
Zuber, 1998) e B. licheniformis (Shariati et. al., 1995). Bacillus subtilis ¢ um dos
microrganismos mais estudados e bem caracterizados, utilizado tanto em pesquisa
basica quanto em microbiologia aplicada (Nakano e Hulett, 1997). Anteriormente
classificado como aerdbio estrito, o metabolismo anaerobio de B. subtilis s6 foi
evidenciado por Priest em 1993 (Priest, 1993), apesar de indicios da existéncia desse
tipo de metabolismo j4 serem conhecidos, com a descoberta da producdo de uma nitrato
redutase pela espécie (Bohin et. al., 1976). Atualmente, dois modelos de crescimento
anaerobio sdo descritos para essa espécie, respiracdo anaerdbia de nitrato (Shariati et.
al., 1995; Ramos et. al., 1995; Glaser et. al., 1995; Hoffmann et. al., 1995; Schirawski e
Unden, 1995; LaCelle et. al., 1996; Nakano et. al., 1996 e¢ Sun et. al., 1996) ¢
crescimento fermentativo (Nakano et. al., 1997 e Ramos et. al., 2000). Na respiragdo

anaerobia do nitrato, este € utilizado como aceptor final de elétrons pela bactéria, sendo



sua reducao etapa fundamental na conservagao de energia pela célula. Esse fato pode ser
facilmente comprovado, uma vez que B. subtilis é capaz de crescer anaerobicamente em
meio mineral contendo nitrato e glicerol, que ¢ uma fonte de carbono nao-fermentavel
(Nakano et. al., 1997; Clements et. al., 2002). Nenhuma evidéncia de respiragdo
anaerdbia de fumarato foi encontrada para a espécie.

Ao contrario de bactérias como Escherichia coli, B. subtilis apresenta uma
fermentagdo de glicose bastante ineficiente. No entanto, esta via ¢ estimulada pela
presenga de piruvato ou de uma mistura de aminodcidos. Uma possivel explicagdo ¢ que
a quantidade de piruvato acumulado durante a glicélise nao ¢ suficiente para induzir a
expressao de genes envolvidos no catabolismo fermentativo do mesmo, ou para ativar
as enzimas que nele participam (Nakano et. al., 1997). Neste caso, a adi¢do de
aminoacidos poderia estimular a fermentacdo, uma vez que alguns aminoacidos podem
gerar piruvato. Reciprocamente, o excesso de piruvato poderia funcionar como
substrato para a sintese de alguns aminoacidos, os quais ndo estariam sendo produzidos
eficientemente durante a fermentagdo, justamente pela alta demanda por piruvato
(Nakano et. al., 1997).

O potencial redox ¢ um fator ambiental que pode influenciar significativamente
o crescimento microbiano. Espécies do género Bacillus, apesar de apresentarem
metabolismo anaerdbio, apresentam algumas deficiéncias nutricionais quando
submetidas a baixos potenciais redox, podendo este fato estar ligado a baixa atividade
de algumas enzimas nesta condi¢do (Folmsbee et al., 2004). Algumas enzimas
codificadas por microrganismos aerdbios, como a ribonucleotideo redutase classe I,
requerem a presenga de oxigénio em seu estado ativo (Borovok et al., 2004). Trabalhos
que evidenciem a influéncia de diferentes potenciais redox no metabolismo de espécies

do género Bacillus sdo escassos na literatura.

2.3. Crescimento anaerobio e producéo de biossurfactantes por Bacillus spp.

Viérios sdo os trabalhos que reportam o crescimento anaerdbio de isolados do
género Bacillus acompanhado da produgdo de biossurfactantes, o que os torna
potencialmente aplicaveis em operagdes de MEOR. Dentre esses, destaca-se o que

reporta o crescimento de B. licheniformis JF-2 em anaerobiose estrita, em temperaturas



superiores a 50 [C, concentragdo salina de 100 g L' ¢ valores de pH variando de 4,0 a
9,0 (Javaheri et al.,1985). Os autores reportam ainda que os biossurfactantes produzidos
pela bactéria sdo capazes de reduzir a tensdo interfacial ar-agua para valores inferiores a
27 mN/m, sendo essa atividade estavel sob varias condi¢des, com uma concentragao
micelar critica (CMC) de 10 mg L™, o que representa menos da metade da CMC obtida
para a surfactina. Este isolado posteriormente foi re-identificado como B. mojavensis
por Folmsbee et al. (2006). Destaca-se também o trabalho que demonstra o crescimento
do isolado de B. licheniformis BAS50 em temperatura de 50 [/C e concentragdo salina
de 100 g L', com producio de biossurfactantes capazes de reduzir a tensio interfacial
ar-agua para valores inferiores a 29 mN/m, com estabilidade em concentragdes salinas
superiores a 400 g L! (Yakimov et al., 1995). Os isolados de B. licheniformis, BNP29,
BNP36, BAS50 e Mepl32 por respiracdo de nitrato, em temperatura de 55 [1C e
salinidade de 120 g L', com a produgio de aproximadamente 50 pg L de surfactantes
(Yakimov et al., 1997). Além das espécies de B. licheniformis ¢ B. mojavensis, a
espécie B. subtilis ATCC21332 ¢ reportada como produtora de surfactina em condi¢ao
anaerobia (Davis et al., 1999). A produg¢do in situ de biossurfactantes por isolados de
Bacillus foi detectada quando, juntamente com as células, foram injetados nutrientes em
um reservatorio de petroleo (Youssef et al., 2006). Em outro trabalho, foi reportada a
reducdo da tensdo interfacial 6leo-4gua pela producdo in situ de biossurfactantes por B.

subtilis (Soudmand-asli et al., 2007).

2.4. Fatores que afetam a producéo de biossurfactantes

O estudo das condi¢des que propiciem a producdo de biossurfactantes por
isolados do género Bacillus apresenta-se como uma importante etapa na construgdo de
uma metodologia de MEOR, dada a grande variabilidade entre as condigdes
apresentadas pelos reservatorios de petroleo. Essas diferencas relacionam-se
principalmente a fatores ambientais como temperatura (Ohno et al., 1995; Amiriyan et
al., 2004; Tabatabace et al., 2005), pH (Makkar e Cameotra, 1997; Makkar ¢ Cameotra,
1998; Wie et al., 2003; Wie et al., 2004; Mukherjee e Das, 2005), salinidade (1995;
Makkar e Cameotra, 1997; Mukherjee e Das, 2005) ¢ potencial redox (Davis et al.,

1999), além de fatores nutricionais como fontes de carbono, nitrogénio (Kim et al.,



1997; Makkar e Cameotra, 1997; Makkar e Cameotra, 1998; Davis et al., 1999;
Roongsawang et al., 2002; Mukherjee e Das, 2005) e micronutrientes como ferro (Wei
e Chu, 1998; Wie et al., 2004) ¢ manganés (Wei e Chu, 2002), os quais influenciam
significativamente o crescimento microbiano e a producdo de biossurfactantes.

Todos os fatores que influenciam diretamente o crescimento microbiano
potencialmente afetam também a producdo de biossurfactantes, principalmente no que
diz respeito ao rendimento da producdo. Assim, o menor rendimento na produgdo de
biossurfactantes associado a menor producido de biomassa bacteriana, ¢ atribuido tanto
ao tipo de fonte de carbono utilizada quanto as altas salinidades do meio (Mukherjee e
Das, 2005). Condigdes de baixo pH também inibem o crescimento e a producdo de
biossurfactantes por B. subtilis (Makkar e Cameotra, 1997). O metabolismo de
nitrogénio ¢ uma importante variavel na producdo de biossurfactantes, uma vez que
tanto a fonte (Makkar e Cameotra, 1997; Makkar e Cameotra, 1998) quanto a
concentrag¢do de N podem afetar a produgdo desses compostos (Davis et al., 1999).

Além da influéncia indireta do ambiente sobre a producdo de biossurfactantes,
alguns fatores podem influenciar diretamente a estrutura e atividade desses compostos.
A fonte de carbono, particularmente o tipo de carboidrato, exerce grande efeito sobre o
tipo de glicolipidio produzido por B. subtilis. (Makkar e Cameotra, 1997; Makkar e
Cameotra, 1998). Como exemplo, mencionam-se a alteracdo no perfil de lipopeptideos
produzidos pelo isolado B. subtilis BBK-1, produtor de bacilomicina L, plipastatina e
surfactina (Roongsawang et al.,, 2002) e a ocorréncia de alteracdes na razao entre
iturina A e surfactina produzidas pelo isolado B. subtilis RB14 mediante alteracdes de
temperatura (Ohno et al., 1995). Outro fator que pode afetar diretamente a estrutura e a
estabilidade dos biossurfactantes produzidos ¢ o pH. A lichenisina, biossurfactante
produzido pelo isolado B. licheniformis JF-2, apresenta estabilidade em valores de pH
acima de 4,6 (Javaheri et. al., 1985); ja a surfactina produzida por B. subtilis precipita

em pH inferior a 5,0, o que impossibilita sua utilizacdo em ambientes acidos (Wie et al.,

2003; Wie et al., 2004).



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Isolados bacterianos

Os isolados Bacillus subtilis LBBMA155, Bacillus sp. LBBMAI111A ¢
Bacillus sp. LBBMA283 foram utilizados para a realizagdo de todos os experimentos
propostos. Esses isolados pertencem a colecdo de culturas do Laboratorio de
Biotecnologia e Biodiversidade para o Meio Ambiente (LBBMA), situado no Instituto
de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria, Universidade Federal de Vigcosa (UFV).
Esses isolados foram escolhidos por possuirem caracteristicas desejaveis a sua aplicagdo
em MEOR, como crescimento em temperaturas superiores a 40 °C e em salinidade de 2
a 70 g L' de NaCl e, além disso, por serem capazes de produzir biossurfactantes em

condicdo aerdbia.
3.2. Crescimento anaerobio dos isolados de Bacillus spp. em meio MM reduzido

Em experimentos preliminares, constatou-se que os isolados bacterianos
LBBMA155 ¢ LBBMA283 ndo apresentam crescimento em meio MM reduzido com

0,5 mmol L™ de ditiotreitol. Somente o isolado LBBMAI111A apresentou crescimento

nesta condi¢do. Na tentativa de se promover o crescimento das bactérias, o meio MM
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foi suplementado com glicose a 30 g L' além de proteose peptona, extrato de levedura
ou casaminodcidos. Os isolados LBBMA155 e LBBMAZ283 foram previamente
crescidos em aerobiose em meio R2A por 16 horas a 30° C e 200 rpm. As bactérias
foram centrifugadas a 8.800 g por 10 minutos e lavadas duas vezes em salina estéril a
8,5 g L'". As células foram introduzidas em cdmara anaerbia, ressuspendidas em
solugdo salina anaerdbia estéril e inoculadas em meio MM reduzido contendo glicose a
30 g L e suplementado com proteose peptona, extrato de levedura ou casaminoécidos,
todos a uma concentragdo de 30 g L', de modo a se obter densidade otica a 600 nm
(DO) inicial de 0,1. Os tratamentos foram montados em frascos de penicilina de 50 mL
lacrados com tampa de borracha e lacres de aluminio. As bactérias foram incubadas
estaticamente por 30 horas a 30° C. A avaliacdo do crescimento foi feita por meio da
leitura da DOgqo ao final do periodo de incubagdo.

Para se determinar o fator nutricional restritivo ao crescimento dos isolados em
meio com potencial redox reduzido, o meio MM foi suplementado com os seguintes
fatores de crescimento: uma solugcdo mista de aminoacidos composta de glutamato,
fenilalanina, tirosina, glutamina, triptofano, asparagina e metionina, todos a 0,1 g L
bases nitrogenadas: uma solu¢do mista de bases de acidos nucléicos, composta de
adenina, citosina, guanina, timina e uracila, todas na concentracao final de 0,1 g L
DNA de E. coli; DNA de Kluyveromyces lactis; DNA de cebola (Allium cepa) e DNA
de esperma de arenque (Sigma D3159), todos na concentragio final de 10,0 mg L™

Os isolados LBBMA155 ¢ LBBMA283 foram previamente crescidos em
aerobiose em meio R2A por 16 horas a 30° C e 200 rpm. As bactérias foram lavadas
duas vezes e inoculadas anaerobicamente, como descrito anteriormente, em meio MM
reduzido com 0,5 mmol L™ de ditiotreitol, suplementado com glicose a 30 g L™ e todos
os tratamentos com os fatores de crescimento descritos acima, de modo a se obter DOggo
inicial de 0,1. Os tratamentos foram montados em frascos de penicilina de 50 mL
lacrados com tampa de borracha e lacres de aluminio. As bactérias foram incubadas
estaticamente por 30 horas a 30° C. A avaliagdo do crescimento foi feita por leitura da
DOgoo ao final das 30 horas.

Para obtencdo de indculos com células adaptadas a anaerobiose, foi seguido o
seguinte procedimento: os isolados foram previamente crescidos em aerobiose em meio
R2A por 16 horas a 30° C e 200 rpm. As bactérias foram centrifugadas a 8.800 g por 10
minutos e lavadas duas vezes em salina estéril a 8,5 g L™'. As células foram introduzidas

em camara anaerobia, ressuspendidas em salina anaerobia estéril e inoculadas em meio
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MM anaerdbio suplementado com glicose a 30 g L e proteose peptona a 30 g L™, de
modo a se obter uma DOy inicial de 0,1. As bactérias foram incubadas estaticamente
por 30 horas a 30° C. Apds esse periodo, foram centrifugadas a 8.800 g por 10 minutos
a 4° C e lavadas duas vezes em salina estéril. As células foram introduzidas em camara
anaerdbia e finalmente ressuspendidas em salina anaerobia estéril.

Todas as solugdes-estoque foram esterilizadas por autoclavagem a 120° C por
20 minutos e subseqiientemente desoxigenadas por repetidas sessdes de evacuacdo e
repressurizacdo com 100% de N,, sendo adicionadas ao meio anaerdbio ja autoclavado .
A manipulacdo das culturas e solucdes anaerobias foi feita em camara anaerdbia
(Anaerobic System THERMOFORMA), sob atmosfera de 5% de CO,, 10% de H; e
85% de Na.

3.3. Efeito de diferentes concentragdes de ditiotreitol no crescimento dos isolados e
na producéo de biossurfactantes

O estudo do efeito de diferentes concentragdes de ditiotreitol no
crescimento dos isolados e na produgdo de biossurfactantes pelos isolados
LBBMAI111A, LBBMA155 ¢ LBBMA283 foi realizado com células previamente
crescidas em aerobiose em meio R2A por 16 horas a 30° C e 200 rpm. Apds este
periodo, as células foram centrifugadas e lavadas duas vezes antes de serem
introduzidas em camara de anaerobiose e inoculadas em meio MM anaerobio
suplementado com glicose e proteose peptona, ambos a 30 g L. As culturas foram
incubadas estaticamente por 30 horas a 30° C. Ap6s o periodo de incubacgdo, as células
foram centrifugadas e lavadas duas vezes antes de serem introduzidas em camara de
anaerobiose ¢ inoculadas em meio MM suplementado com glicose a 30 g L' e reduzido
com ditiotreitol nas concentragées de 0, 0,125, 0,25 ¢ 0,5 mmol L'l, de modo a
apresentar DOgg 1nicial de 0,1. Para os isolados LBBMA155 e LBBMA283, foram
repetidos 0os mesmos tratamentos com ditiotreitol em meio MM suplementado com
glicose a 30 g L' ¢ DNA a 10 mg L. As culturas foram entdo incubadas estaticamente
a 30° C. O crescimento microbiano foi estimado por meio de leituras de DOgpp até o
inicio da fase estacionaria de crescimento.

A producdo de biossurfactantes foi determinada estimando-se a diluicao

micelar critica dos biossurfactantes (DMC) nao-purificados nas culturas, sendo esta
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procedida de acordo com o método descrito no item 3.5. A avaliacdo do indice de
emulsificagdo inicial (EI) e da estabilidade das emulsdes (E24) das culturas foi

procedida de acordo com o método descrito no item 3.6.

Composi¢ao dos meios MM e R2A

Meio MM Meio R2A*
Componente Quantidade Componente Quantidade
K,HPO, 13,900 g  Extrato de levedura 0,50 g
KH,PO, 2,700 g Proteose peptona 0,50 g
Extrato de levedura 1,000 g  Casaminoacidos 0,50 g
NaNO; 1,000 g  Glicose 0,50 g
(NH4),S0, 1,000 g Amido solavel 0,50 g
MgSO, 0,250 g Piruvato de soédio 0,30 g
FeSO4 . 7TH,0O 0,00l g  K,HPO, 0,30¢g
Solugdo de metais* 10,0 mL MgSO, . 7TH,0 0,05¢g
Agua 1000,0 mL  Agua 1000,0 mL

1 — Reasonere e Geldreich (1985)

* Solucdo de metais®

Componentes Quantidade (g L)
EDTA 1,00
MnSO, . H,O 3,00
CaCl, . 2H,0 0,10
CoCl, . 2H,0 0,10
ZnSO, . TH,0O 0,10
CuSO, . TH,0 0,01
Na,MoQ, . 2H,0 0,01
H;BO; 0,01

2 - Folmsbee et al. (2004)
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3.4. Influéncia das fontes de carbono e nitrogénio no crescimento dos isolados e na
producéo de biossurfactantes

Para se determinar a influéncia das fontes de carbono e nitrogénio, o
experimento foi montado em um fatorial (4 x 3), onde o meio MM foi suplementado
com quatro fontes de carbono (g L"): glicose (30), sacarose (30), amido (10) ou
piruvato de sédio (20); e trés fontes de nitrogénio (g L™): nitrato de sodio (1,0), fosfato
de aménio (1,0) ou proteose peptona (3,0). Ressalta-se que o (NH4),SO4 normalmente
presente no meio MM foi substituido, quando necessario, para que fossem compostos 0s
trés tratamentos de nitrogénio. A concentragao de extrato de levedura, normalmente
presente a 1 g L™ no meio MM, foi reduzida para 0,1 g L' neste experimento, para nio
influenciar os tratamentos de fonte de carbono e nitrogénio. Os experimentos foram
montados no delineamento inteiramente casualizado, com trés repetig¢des.

Os isolados LBBMA111A, LBBMA155 ¢ LBBMA283 foram previamente
crescidos em aerobiose em meio R2A por 16 horas a 30° C e 200 rpm. Apds este
periodo, as células foram centrifugadas e lavadas duas vezes antes de serem
introduzidas em cadmara de anaerobiose e inoculadas em meio MM anaerobio,
suplementado com glicose e proteose peptona, ambos a 30 g L™, para a preparacio do
indculo adaptado a anaerobiose. As culturas foram incubadas estaticamente por 30
horas a 30° C. Apds o periodo de incubagdo, as células foram centrifugadas e lavadas
duas vezes antes de serem reintroduzidas em camara de anaerobiose e inoculadas em
meio MM, suplementado com DNA a 10 mg L' e com as fontes de carbono e
nitrogénio definidas para cada tratamento. A DOgg inicial foi de 0,1. O crescimento
microbiano foi estimado por meio de leituras de DOgg até o inicio da fase estacionaria
de crescimento.

A producdo de biossurfactantes foi estimada por meio da determinagdo da
dilui¢do micelar critica dos biossurfactantes (DMC) nao-purificados nas culturas. As
avalia¢des do indice de emulsificagdo inicial (EI) e da estabilidade das emulsoes (E24)

das culturas foram efetuadas de acordo com o método descrito no item 3.6.
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3.5. Leitura das tensdes interfacias ar-liquido e estimacdo da diluicdo micelar
critica (DMC) das culturas

A concentragdo micelar critica dos biossurfactantes (DMC) nao-purificados nas
culturas foi estimada por meio da medi¢do da tensdo interfacial pelo método do anel de
du Nouy (COOPER et al., 1979). As diluigdes das culturas foram preparadas em agua
destilada, sendo a tensdo interfacial das diluicdes da cultura quantificada em
tensidometro (Fisher Scientific, Pittsburgh, EUA). A DMC foi estimada apds a
elaboracdo de graficos de tensao interfacial versus dilui¢ao da cultura, como o reciproco
da diluicao micelar critica, na qual a tensdo interfacial comeca a aumentar (COOPER et
al., 1979). Para o calculo da DMC foram considerados como redugdo efetiva da tensdo
interfacial ar-liquido os valores iguais ou inferiores a 40 mJ m™> (COOPER et al., 1979).

Essa avaliacdo foi realizada com trés repeti¢cdes para cada tratamento.

3.6. Avaliacao do indice de emulsificacéo inicial (El) e da estabilidade das emulsdes
(E24) das culturas

A avaliagdo do indice de emulsificacdo inicial (EI) e da estabilidade das
emulsdes (E24) foi feita utilizando-se as culturas bacterianas produzidas durante os
experimentos. As culturas permaneceram incubadas a 30° C por 5 dias ap6s as bactérias
atingirem a fase estaciondria de crescimento. Para a obtencdo das emulsdes, foi
misturado a 2 mL da cultura um mesmo volume de querosene em tubo de vidro (100
mm X 15 mm). O tubo foi vedado com Parafilm (American National Can TM), agitado
vigorosamente por dois minutos e deixado em repouso por dois minutos, medindo-se a
seguir a altura da emulsdo formada. O indice EI foi considerado como sendo o volume
inicial da emulsdo formada. A estabilidade das emulsdes foi avaliada 24 horas apds o

inicio do ensaio. O volume de emulsdo inicial (VE (%)) foi calculado pela formula:

VE (%) = altura da emulsdo (mm) x area da sec¢io transversal (mm)” x 100

Volume total (= 4000 mm”)
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A estabilidade da emulsdo E24 (%), apds 24 horas foi quantificada pela férmula:

E24 (%)= VE»(%) x 100
VEo(%)

Sendo: VE24 (%) = Volume de emulsdo medida apds 24 horas
VE, (%) = Volume inicial de emulsdo formado

3.7. Anédlise dos produtos do metabolismo anaerdbio dos isolados

Aliquotas de 1 mL das culturas foram coletadas ao final do crescimento das
bactérias, centrifugadas a 12.000 rpm por 10 minutos e os sobrenadantes foram
armazenados a 4° C até o momento da andlise por cromatografia l'iquida de alto
desempenho (HPLC). As analise foram efetuadas em equipamento de HPLC modelo
1050 (Hewlett Packard, Palo Alto, CA), equipado com um detetor de indice de refragdo
(HP 1047A) e uma coluna BIO-RAD Aminex HPX-87H (370 X 7,8 mm). Uma solugao
de H,SO4 a 0,02 mol L foi usada como fase movel, com fluxo de 0,7 mL min™. A
temperatura da coluna foi de 60° C. Foram injetados 20 pL de cada amostra para a
analise cromatografica, em que foi avaliada a presenca de lactato, acetato, etanol,

succinato e butirato.

3.8. Analise Estatistica

Todos os experimentos foram montados no delineamento inteiramente
casualizado e os resultados de cada experimento analisados por ANOVA, pelo teste F, a
5% de probabilidade. Posteriormente, quando necessario, foi aplicado o teste de Tukey
a 5% de probabilidade para os dados dependentes de efeito qualitativo. Os dados

dependentes de efeito quantitativo foram avaliados por regressao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Crescimento anaerdbio dos isolados de Bacillus spp.

Os isolados de Bacillus LBBMA155, LBBMA283 ¢ LBBMAI111A foram
capazes de crescer em meio MM contendo nitrato como aceptor de elétrons, atingindo,
respectivamente, DOgop maxima de 0,542, 0,455 e 0,889 apds 30 horas de cultivo a 30°
C (Tabela 1). Durante a avaliagdo do crescimento dos trés isolados, iniciado com
in6culos produzidos em condicdo aerobia, foi observada a ocorréncia de fases lag
superiores a 10 horas (dados ndo-mostrados). Durante essa fase lag, ocorre a ativagao
dos genes envolvidos na regulagdo do crescimento anaerobio em Bacillus spp., como
resDE e fnr (Nakano e Hulett, 1997). Esses genes codificam fatores que controlam a
expressao de genes necessarios a respiragao do nitrato, como uma redutase do nitrato
codificada pelos genes narGHJI (LaCelle et. al., 1996) e uma proteina responsavel pela
extrusdo do nitrito, codificada pelo gene narK (DeMoss e Hsu, 1991). Em meio MM
reduzido com 0,5 mmol L™ de ditiotreitol, somente o isolado LBBMA111A apresentou
crescimento, atingindo DOgyp méxima de 0,742 (Tabela 1). Esse resultado demonstra
que o crescimento dessa bactéria € pouco sensivel ao potencial redox do meio. Espécies
dos géneros Bacillus e Paenibacillus apresentam ampla distribuicdo nos ambientes,
sendo adaptadas a condi¢cdes ambientais extremas, como temperaturas elevadas
(Makkar e Cameotra, 1997), elevada salinidade (Roongsawang et al., 2002.), elevada
pressao hidrostatica, acidez (Wie et al., 2003; Wie et al., 2004.), alcalinidade (Krulwich
et al., 2001 ) e baixos potenciais redox (Zigha et al., 2006).

A adigdo de proteose peptona a 30 g L™ a0 meio MM reduzido com ditiotreitol
propiciou o crescimento anaerobio dos isolados LBBMA155 ¢ LBBMAZ283. Esse efeito
foi observado somente quando o meio foi esterilizado por autoclavagem, sendo anulado
quando a esterilizacdio do meio de cultura foi feita por filtragdo. Esse resultado
evidencia a presenga de algum fator de crescimento na proteose peptona cuja
modificacdo pela autoclavagem possibilita o crescimento anaerodbio dos isolados
LBBMA 155 ¢ LBBMA 283 em meio MM reduzido. O meio MM reduzido foi entdo

suplementado com DNA, bases e aminoacidos, com o intuito de se elucidar qual
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requerimento nutricional foi suprido pela adicdo de proteose peptona seguida da
autoclavagem do meio.

Nao houve crescimento dos isolados LBBMA155 e LBBMA283 em meio MM
reduzido e suplementado com uma solucdo de aminoacidos contendo glutamato,
glutamina, fenilalanina, tirosina, triptofano e metionina ou casaminoacidos (Tabela 1).
Esses aminoédcidos foram, portanto, excluidos como o fator determinante do
crescimento em meio MM reduzido suprido pela proteose peptona.

A adigdo de DNA obtido de varias fontes, incluindo DNA de cebola (Allium
cepa), DNA da levedura Kluyveromyces lactis, DNA de Escherichia coli ¢ DNA de
esperma de arenque, possibilitou o crescimento dos isolados LBBMA155 e LBBMA283
em meio MM reduzido (Tabelal), obtendo-se DOgpp maxima de 0,806 para o isolado
LBBMA 155 e de 0,920 para o isolado LBBMA 283. Por outro lado, a adi¢do de
precursores como adenina, timina, citosina e guanina também favoreceu o crescimento
nesse meio, mas o efeito foi inferior ao obtido com a adi¢ao de DNA (Tabela 1).

O requerimento de DNA para o crescimento anaerobio de bactérias do género
Bacillus ¢ incomum. No entanto, resultados similares foram reportados por Folmsbee et.
al. (2004), que demonstraram o requerimento de DNA ou desoxirribonucleosideos para
crescimento de Bacillus mojavensis JF-2 e Bacillus subtilis 168 em meio basal reduzido
com cisteina/HCI. A enzima responsavel pela manutengdo de concentragdes adequadas
de desoxirribonucleotideos no interior da célula ¢ a ribonucleotideo redutase (Jordan e
Reichard, 1998). Esses autores reportam a existéncia de trés principais classes de
ribonucleotideo redutases, a saber: (1) a enzima de Classe I, que requer oxigénio
molecular para gerar o radical tirosil, necessario para a reducdo do ribonucleotideo a

desoxirribonucleotideo; (2) a enzima de classe II, que ndo requer oxigénio para sua
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Tabela 1 - Densidade 6tica (DOgpo ) maxima de trés isolados de Bacillus
crescendo em meio MM suplementado com diversos fatores de

crescimento
Isolado
Tratamento LBBMA155 LBBMA283 LBBMAIL1lA
Meio MM 0,542 0,455 0,889
Meio MM reduzido <0,1 <0,1 0,742
MM reduzido + Proteose peptona’ 1,024 1,220 ND
MM reduzido + Proteose peptona (Filtrado)* <0,1 <0,1 ND
MM reduzido + DNA® 0,806 0,920 ND
MM reduzido + Bases® 0,319 0,323 ND
MM reduzido + Casaminoacidos’ <0,1 <0,1 ND
MM reduzido + Aminoacidos® <0,1 <0,1 ND
MM reduzido (Células adaptadas)’ 0,586 0,636 0,886
MM reduzido + DNA (Células adaptadas)' 1,010 0,961 ND

ND — Néo determinado

Em todos os tratamentos, exceto no 9 e 10, os isolados foram crescidos em aerobiose em meio R2A ¢
inoculados nos seguintes tratamentos:

1 - Meio MM anaerébio nao-reduzido.

2 - Meio MM reduzido com 0,5 mmol L' de ditiotreitol.

3 - Meio MM + 0,5 mmol L™ de ditiotreitol + proteose peptona a 30 g L™ e autoclavado.

4 - Meio MM + 0,5 mmol L™ de ditiotreitol + proteose peptona a 30 g L™ e esterilizado por filtragdo.

5 - Meio MM reduzido com 0,5 mmol L™ de ditiotreitol ¢ suplementado com DNA a 10 mg L™

6 - Meio MM + 0,5 mmol L' de ditiotreitol + adenina, timina, citosina, guanina e uracila a 0,1g L' cada.
7 - Meio MM + 0,5 mmol L™ de ditiotreitol + casoaminoécidos a 30 g L' e autoclavado.

8 - Meio MM + 0,5 mmol L de ditiotreitol + glutamato, fenilalanina, tirosina, glutamina, triptofano,
asparagina e metionina, todos a 0,1 g L”!

9 - Os isolados foram crescidos em anaerobiose em meio MM + proteose peptona e inoculados em meio
MM + ditiotreitol a 0,5 mmol L™

10 - Os isolados foram crescidos em anaerobiose em meio MM + proteose peptona e inoculados em meio

MM + ditiotreitol a 0,5 mmol L™ + DNA a 10 mg L™
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atividade e nem ¢ sensivel a ele, funcionando tanto em aerobiose quanto em
anaerobiose; (3) a enzima de classe III, sensivel ao oxigénio e ativa somente em
condi¢cdes anaerdbias. Folmsbee et. al. (2004) argumentam que o tipo de
ribonucleotideo redutase presente nas células pode explicar o motivo pelo qual algumas
bactérias requerem DNA para crescer sob condigdes anaerdbias em meios reduzidos.
Segundo esses autores, os isolados Bacillus mojavensis JF-2 e Bacillus subtilis 168
possuem uma ribonucleotideo redutase classe I, que ndo ¢ capaz de proporcionar o
crescimento anaerdbio, requerendo por isso a presenca de oxigénio ou de
desoxirribonucleotideos.

Hartig et. al. (2006) reportam que uma ribonucleotideo redutase classe Ib,
codificada por B. subtilis, é essencial tanto para o crescimento aerdbio quanto
anaerdbio. Ressaltam ainda que mutagdes no sitio regulador da expressdo da enzima
podem levar ao fenotipo em que as bactérias necessitam de desoxirribonucleosideos
para crescerem em anaerobiose. O crescimento em aerobiose nao ¢ afetado, porque os
mecanismos de regulacdo nessa condi¢do sdo diferentes daqueles utilizados sob
anaerobiose.

Neste trabalho, observou-se que o padrdo de crescimento dos trés isolados de
Bacillus em meio MM reduzido ¢ alterado quando os indculos sdo produzidos em
condicdo anaerdbia, comparativamente ao padrdo de crescimento obtido com a
utilizagdo de indculos produzidos em aerobiose. O isolado LBBMAI111A apresentou
fase lag de apenas quatro horas, atingindo uma DOgyp maxima de 0,886 em pouco mais
de 20 horas (Figura 1A). Essa redugao da fase lag ¢ explicada pelo fato das células ja
estarem adaptadas a condi¢cdo anaerdbia. Preparacdes microscopicas demonstraram que
a reducdo da DOggo da cultura apds 20 horas de crescimento ¢ atribuida a formagao de
enddsporos pelas células do isolado LBBMAI111A (dados nao-mostrados), evento
comum em espécies desse género ¢ bem caracterizado em B. subtilis. Os processos que
envolvem a regulagdo da esporulacdo nesta espécie sdo bem revisados por Errington
(2003).

Culturas dos isolados LBBMA155 ¢ LBBMAZ283 iniciadas com células pré-
adaptadas a condi¢do anaerdbia apresentaram crescimento em meio MM reduzido,
mesmo sem a adicado de DNA. Nessa condi¢do, nao foi observada a ocorréncia de fase
lag (Figura 1B e 1C). A constatacdo de que indculos produzidos em condi¢do anaerdbia
mantém o crescimento desses isolados em meio reduzido sem suplementagdo com

DNA, comprovando a capacidade de sintese de seus precursores, € que 0 mesmo nao
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Figura 1 - Crescimento anaerobio dos isolados de Bacillus: (A) LBBMAI11A em
meio MM reduzido com 0,5 mmol L' de ditiotreitol na auséncia de DNA;
(B) LBBMA155 e (C) LBBMA283 em meio MM reduzido com 0,5 mmol
L' de ditiotreitol, suplementado ou nio com DNA a 10 mg L. Os
isolados foram crescidos em anaerobiose em meio MM suplementado com
glicose e proteose peptona, ambos a 30 g L™ por 30 horas a 30° C. Apos
esse periodo, as células foram centrifugadas e lavadas duas vezes em salina
85 g L'. As células foram introduzidas em cAmara anaerdbia,
ressuspendidas em salina anaerdbia 8,5 g L e inoculadas em meio MM
anaerobio, contendo os tratamentos descritos acima, de modo a se obter
uma DOggp inicial de 0,1.
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ocorre quando se utilizam células obtidas em condicdo aerdbia, parece indicar o
envolvimento de duas classes diferentes de ribonucleotideo redutase nesses organismos.
Neste caso, a enzima funcional na auséncia de oxigénio seria expressa somente quando
as células estdo adaptadas ao metabolismo anaerdbio, ¢ ndo quando células obtidas em
condi¢do aerobia sdo transferidas diretamente para meios com baixo potencial redox.
Nessas células, uma outra enzima, a exemplo da ribonucleotideo redutase Classe I,
estaria sendo expressa. Embora plausivel, essa hipdtese ndo encontra respaldo na
literatura consultada, e sua confirma¢do dependera de trabalhos especificos que fogem
ao escopo deste trabalho.

A adicdo de DNA ao meio MM reduzido, juntamente com a utilizagdo de
células adaptadas, favoreceu o crescimento dos isolados LBBMA155 e LBBMA283.
Nessa condicdo, as culturas apresentaram DOgq final de 1,0 e 0,96, respectivamente,
resultados superiores aos obtidos em meio MM reduzido sem a adi¢do de DNA (Figuras
IB e 1C). O maior crescimento dos dois isolados na presenca de DNA indica que a
disponibilidade de desoxirribonucleotideos ¢ um dos fatores limitantes ao crescimento
dessas bactérias em condig@o de baixo potencial redox.

Foi observada uma reducdo da DOg na cultura do isolado LBBMA155, apos
24 horas de crescimento em meio MM reduzido. Em meio suplementado com DNA,
ndo foi detectada reducdo da DOgpp, mesmo apds 50 horas de cultivo (Figura 1B).
Também foi observada uma redugdo da DOggo nas culturas do isolado LBBMA283
crescido em meio MM reduzido, tanto na presenga quanto na auséncia de DNA. Porém,
essa reducdo foi mais acentuada em meio MM reduzido suplementado com DNA
(Figura 1C). Como relatado anteriormente para o isolado LBBMA 111A, essa redugao
na DOgoy das culturas de ambos os isolados foi também atribuida a esporulacdo das
c¢lulas bacterianas. Normalmente, a esporulagdo em espécies do género Bacillus esta
ligada a desnutri¢do por carbono, nitrogénio ou fosfato (Dunny e Leonard, 1997). No
entanto, fatores como a densidade celular influenciam na inducdo da formagao de
endosporos pelas bactérias. O acumulo de peptideos como PhrA e CSF em culturas com
alta concentragdo celular constitui uma etapa primordial da cascata de sinalizacdo que
leva a diferenciagdo de enddsporos em B. subtilis (Lazazzera et. al., 1999).

O crescimento dos trés isolados foi caracterizado como respiragcdo anaerdbia
de nitrato, uma vez que os mesmos ndo apresentaram crescimento fermentativo em

meio MM suplementado com glicose a 30 g L™, na auséncia desse aceptor de elétrons.
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Porém, nenhum dos isolados apresentou crescimento na presenca de nitrato e glicerol,
que ¢ uma fonte de carbono ndo-fermentavel (dados nao-mostrados).

Analises por HPLC demonstraram a presenga de produtos de fermentagdo no
sobrenadante das culturas, ao final do crescimento dos trés isolados em meio MM
suplementado com glicose a 30 g L e nitrato a 1 g L (Anexo 1). Os principais
produtos de fermentacdo produzidos pelos trés isolados foram lactato e acetato.
Também foi detectada a presenca de etanol no sobrenadante da cultura do isolado
LBBMA155 e de butirato no sobrenadante das culturas dos isolados LBBMAI111A e
LBBMAZ283, porém em uma propor¢ao menor em relagdo ao lactato e o acetato. Esses
resultados estdao de acordo com os dados apresentados na literatura. Ramos et. al. (2000)
afirmam que, em B. subtilis, a produg¢do de acidos organicos, como lactato ¢ acetato,
ndo € restrita a0 metabolismo fermentativo, e independe da presenga de aceptores
alternativos de elétrons. Ressaltam ainda que as vias de produgdo desses acidos
organicos sao de extrema importancia no metabolismo energético anaerdbio dessa
bactéria.

Mudangas sutis foram observadas no tipo e na concentracdo dos acidos
organicos produzidos pelas bactérias, quando submetidas a diferentes concentracdes do
redutor (0,125; 0,250 e 0,500 mmol L' de ditiotreitol). Todavia, ndo foi observada
nenhuma mudanca que possa indicar alteragdes significativas no metabolismo

bacteriano.

4.2. Efeito de diferentes concentracfes de ditiotreitol no crescimento anaerobio e

producéo de biossurfactantes pelos isolados de Bacillus spp.

As concentragoes de 0, 0,125, 0,25 ¢ 0,5 mmol L' do redutor resultaram em
potenciais redox de +27, -104, -158 e -228 mV, respectivamente. Na presenca do agente
redutor, o isolado LBBMAI111A apresentou comportamento diferenciado dos demais
isolados. A bactéria apresentou crescimento considerado satisfatério em todos os
tratamentos. O melhor crescimento do isolado LBBMA111A foi obtido no tratamento
sem redutor, no qual foi obtida uma DOgy maxima de 1,0 (Figura 2A e Tabela 2). O
crescimento no meio contendo as demais concentragdes do agente redutor foi
essencialmente idéntico, o que indica que o isolado ¢ pouco influenciado pelo potencial
redox do meio. Foi observada uma reducdo da densidade oOptica em todos os

tratamentos, sendo esta mais acentuada no tratamento sem redutor (Figura 2A). Como ja
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mencionado no item 4.1, a reducdo da densidade oOptica foi atribuida a formagdo de
endosporos pelas células.

Os isolados LBBMA155 e LBBMA283 apresentaram padrdes de crescimento
semelhantes em resposta as diferencas de potencial redox do meio de cultura (Figuras
2B e 2C). A semelhanga do ocorrido com o isolado LBBMA 111A, o maior
crescimento desses isolados foi obtido no meio sem redutor. Curiosamente, as
concentracdes intermediarias (0,125 e 0,25 mmol L) foram as mais restritivas ao
crescimento de ambos os isolados, em comparagdo com a concentracdo de 0,5 mmol L~
! Para o isolado LBBMA283, o tratamento com 0,25 mmol L™ de redutor foi o que
proporcionou menor crescimento (Tabela 2), embora nessa condi¢do o crescimento
tenha sido similar ao obtido na concentragio de 0,125 mmol L. Para o isolado
LBBMA155, os trés tratamentos com redutor proporcionaram DOgy méaxima
semelhante (Tabela 2). No entanto, a fase log de crescimento prolongou-se por mais
tempo no tratamento com 0,5 mmol L™ quando comparada aos demais tratamentos com
redutor (Figura 2B), de modo que a méaxima DOgy foi alcancada numa fase mais
prematura. Esse prolongamento da fase log de crescimento no tratamento com 0,5 mmol
L' do agente redutor foi igualmente observado com o isolado LBBMA 283 (Figura
2C). As fases de declinio da DOggo (formacao de endosporos) observadas para os dois
isolados no tratamento sem redutor foram mais acentuadas do que as observadas no
tratamento com 0,5 mmol L de redutor. Ndo foi observada fase de declinio nos
tratamentos com concentragdes intermedidrias de redutor para o isolado LBBMA155. Ja
o isolado LBBMA283 apresentou fases de declinio pouco evidentes nestes mesmos
tratamentos.

Sao poucos os trabalhos que descrevem a influéncia do potencial redox no
metabolismo anaerdbio de espécies do género Bacillus. As alteragdes no potencial
redox do meio influenciam significativamente as reagdes de oxi-reducao celular
(Kirakosyan et al., 2004), assim como os fluxos de elétrons e carbono (Zigha et al.,
2006). Riondet et al. (2000) observaram alteragdo nas proporgdes dos produtos de
fermentacdo de Escherichia coli em resposta a alteragdes no potencial redox do meio.
Os autores afirmam que essas alteragdes sao devidas principalmente a modificagdes na
atividade especifica de enzimas como a lactato desidrogenase. Zigha et al. (2006)
encontraram resultados semelhantes para um isolado de Bacillus cereus. Esses autores
observaram uma reducdo na produgdo de ATP, assim como na taxa especifica de

crescimento da bactéria quando crescida em meio com baixo potencial redox.
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Figura 2 - Crescimento anaerdbio dos isolados de Bacillus LBBMAI111A (A),
LBBMA155 (B) e LBBMA283 (C) em meio MM reduzido com ditiotreitol
nas concentragdes de 0, 0,125, 0,25 e 0,5 mmol L', Os isolados foram
crescidos em anaerobiose em meio MM suplementado com glicose ¢
proteose peptona, ambos a 30 g L' por 30 horas a 30° C. Apos esse
periodo as células foram centrifugadas e lavadas duas vezes em salina 8,5
g L', As células foram introduzidas em camara anaerébia, ressuspendidas
em salina anaerobia 8,5 g L' e inoculadas em meio MM anaerobio,
contendo os tratamentos descritos acima, de modo a se obter uma DOggg

inicial de 0,1.
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por mol de ATP. Os autores ressaltam ainda que a reorientagdo dos fluxos catabodlicos e
anabolicos garantem a otimizacdo do crescimento de B. cereus em baixos potenciais
redox, e que tal capacidade requer uma regulagdo eficiente do metabolismo. Dos trés
isolados pesquisados neste estudo, somente 0 LBBMAI111A apresentou pouca variagdo
em seu crescimento em resposta a reducao do potencial redox e parece ser o isolado
mais adaptado a esta condigdo.

O isolado LBBMA155 apresentou maior DOgyp méaxima em todos os
tratamentos com redutor quando crescido em meio MM suplementado com DNA, em
comparagdo ao seu crescimento em meio MM ndo-suplementado (Tabela 2). O maior
crescimento foi obtido no meio de cultura sem redutor, no qual a DOgp méxima foi
cerca de 2 vezes superior a obtida nos demais tratamentos. As concentragdes
intermediarias de redutor proporcionaram crescimento semelhante a bactéria, sendo que
nesses dois tratamentos a DOgpy maxima atingida foi superior & maxima obtida no
tratamento com 0,5 mmol L' (Figura 3A e Tabela 2). Em nenhum dos tratamentos foi
observada fase de morte ou formacdo de enddsporos (Figura 3A). O maior crescimento
do isolado LBBMA155, assim como a auséncia de uma fase de declinio em meio MM
suplementado com DNA, em todas as concentracdes de redutor, indicam ser este o
principal fator limitante ao seu crescimento em condi¢ao de baixo potencial redox.

Foi observada a ocorréncia de um padrao de crescimento semelhante a diauxia
em todos os potenciais redox avaliados, em meio suplementado com DNA (Figura 3A).
Em meio de cultura ndo-suplementado, esse padrio foi observado somente nas
concentragdes intermediarias do agente redutor, tanto com o isolado LBBMA 155
quanto com o isolado LBBMA 283 (Figuras 2B e 2C). Apesar do meio MM possuir
extrato de levedura a 1g L', a sua utilizagdo como fonte secundaria de carbono ou
energia deveria ocorrer somente apds o consumo de toda a glicose presente no meio.
Essa transi¢dao do uso da glicose para o dos componentes do extrato de levedura parece
ser improvavel, uma vez que alteragcdes da taxa de crescimento foram observadas em
concentragdes celulares correspondentes a valores de DOgoy relativamente baixos
(Figuras 2B, 2C e 3A). Esses resultados fazem supor que a concentracdo de glicose
residual no meio de cultura deveria ainda sustentar o crescimento microbiano. Uma
outra explicagdo para o fendmeno pode envolver a formacdo de endodsporos,
acompanhada de uma volta ao estado vegetativo e retomada do crescimento. Desta
forma, mais estudos devem ser feitos com o intuito de revelar quais as implica¢des de

baixos potenciais redox no metabolismo anaerobio dessas espécies de Bacillus.
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Tabela 2 — Densidade otica (DOgpp) maxima atingida pela cultura
de trés isolados de Bacillus em fung¢do da
concentracdo de redutor no meio de cultura, sendo
este suplementado ou ndo com DNA a 10 mg L™ Os
dados abaixo representam a média de trés repetigoes

Isolado
LBBMA155 LBBMA111A LBBMA283
Com DNA
Concentracdo de ,
redutor (mM) Densidade Otica 600 nm
0,500 1,010 0,742 0,961
0,250 1,296 0,668 0,427
0,125 1,337 0,879 0,663
0,000 1,955 0,891 1,200
Sem DNA
0,500 0,586 0,886 0,636
0,250 0,474 0,877 0,429
0,125 0,530 0,892 0,495
0,000 1,050 1,030 0,917
1.0 Ep— - A L0 1 o -I - B
05 4| —o— 0125 mm 0,5 1 —o— :Twm :::f': t"
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Figura 3 - Crescimento anaerobio dos isolados de Bacillus LBBMAI155 (A) ¢
LBBMAZ283 (B) em meio MM reduzido com ditiotreitol nas concentragdes
de 0, 0,125, 0,25 ¢ 0,5 mmol L'e suplementado com DNA a 10 mg L
Os isolados foram crescidos em anaerobiose em meio MM suplementado
com glicose e proteose peptona, ambos a 30 g L™ por 30 horas a 30° C.
Ap0s esse periodo as células foram centrifugadas e lavadas duas vezes em
salina 8,5 g L'". As células foram introduzidas em cdmara anaerdbia,
ressuspendidas em salina anaerdbia 8,5 g L™ e inoculadas em meio MM
anaerdbio, contendo os tratamentos descritos acima, de modo a se obter
uma DOgg inicial de 0,1.
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O isolado LBBMAZ283 apresentou melhor crescimento em meio MM
suplementado com DNA, em comparagdo com o seu crescimento em meio MM ndo-
suplementado (Tabela 2). Esse comportamento foi observado em todos os tratamentos
com ditiotreitol. Assim como o observado no meio ndo-suplementado, as concentragdes
intermediarias de redutor foram as mais restritivas ao crescimento (Figura 3B e Tabela
2). O melhor crescimento do isolado LBBMA283 em meio MM suplementado com
DNA indica que a deficiéncia na sintese dessa molécula - ou dos
desoxirribonucleotideos que a constituem - ¢ um dos fatores limitantes para o
crescimento do isolado, como também observado para o isolado LBBMAI155. No
entanto, outros fatores parecem afetar o crescimento da bactéria, principalmente nos
potenciais redox intermediarios avaliados. Estudos mais aprofundados devem ser
conduzidos para explicar que tipo de alteracio metabdlica pode levar a esse
comportamento.

Além de serem capazes de crescer sob condi¢gdes adversas, as espécies do
género Bacillus sdo conhecidas pela capacidade de crescer e produzir biossurfactantes
em condicdo anaerobia. Dentre essas espécies destacam-se Bacillus licheniformis,
Bacillus mojavensis e Bacillus subtilis (Javaheri et al., 1985; Yakimov et al., 1995;
Yakimov et al., 1997; Davis et al., 1999; Youssef et al.; 2006; Soudmand-asli et al.,
2007). Neste trabalho, os trés isolados de Bacillus estudados foram capazes de produzir
biossurfactantes em condi¢do anaerobia. A produgdo dessas moléculas demonstrou ser
influenciada de forma diferente pela concentracao do agente redutor no meio, para cada
isolado.

Os valores de tensao interfacial liquido-ar obtidos com o extrato da cultura do
isolado LBBMA155 em meio MM, tanto na presenca quanto na auséncia de DNA, em
funcdo do potencial redox, se enquadram significativamente (P<0,01) em um modelo
quadratico de regressao (Figuras 4A e 4B). Os menores valores de tensao foram obtidos
nas concentragdes de 0 e 0,5 mmol L™ de redutor, e praticamente nio diferiram quando
a bactéria foi crescida em meio MM com ou sem DNA (Tabela 3).

A diluicdo micelar critica (DMC) das culturas do isolado LBBMA155 ficou
acima de 2,5, o que significa que a concentracao de biossurfactantes, nesses extratos,
correspondia a no minimo duas vezes e meia (2,5X) a sua concentragdo micelar critica
(CMC) (Tabela 4). Normalmente, a producdo de biossurfactantes como a surfactina,
produzida por B. subtilis, esta diretamente ligada a densidade populacional da cultura

(Sullivan, 1998). Neste experimento, porém, demonstrou-se que o potencial redox ¢
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capaz de interferir nessa relagdo entre crescimento e producao de biossurfactantes. O
isolado LBBMA155 apresentou melhor crescimento em meio MM + DNA sem redutor,
quando comparado aos demais tratamentos. Neste tratamento, também obteve-se
producdo de biossurfactantes em uma maior concentracdo, com DMC de
aproximadamente 3,8 (Tabela 4). Quando este isolado foi crescido em meio MM +
DNA com 0,5 mmol L' de redutor, apresentou DOgpp mdéxima aproximadamente 2,5
vezes menor do que a DOgy9 maxima obtida no tratamento sem redutor (Tabela 2), e
uma DMC da cultura de aproximadamente 3,6, resultado muito proximo ao obtido
quando o isolado foi crescido em meio MM + DNA sem redutor (Tabela 4). A alteragdo
da relagdo direta entre crescimento e producdo de biossurfactantes fica ainda mais
evidente quando se analisa a produgdo dessas moléculas pelo isolado LBBMAI155
crescido em meio MM sem DNA. A DMC da cultura foi de aproximadamente 3,1
quando o isolado foi crescido em meio MM com 0,5 ou 0,125 mmol L' de redutor,
valor inferior ao obtido em meio MM sem redutor (Tabela 4). No entanto, o isolado
apresentou crescimento cerca de 50% menor nos tratamentos com 0,5 ou 0,125 mmol L~
! de redutor, em comparagdo ao tratamento sem redutor.

Além de promover alteragdes na quantidade de biossurfactantes produzidos, o
potencial redox parece influenciar também a estrutura quimica das moléculas
sintetizadas. O crescimento do isolado LBBMAI155 em meio MM, em todos os
tratamentos com redutor, na presenga e auséncia de DNA, proporcionou a produgdo de
biossurfactantes em concentragdes superiores a 2,5X a dilui¢do micelar critica (Tabela
4). Porém, esses biossurfactantes ndo possuem a mesma eficiéncia na reducao da tensao
interfacial ~ar-liquido, mesmo estando em concentracdes semelhantes. Os
biossurfactantes produzidos em meio MM com ou sem DNA e reduzido com 0,125 ou
0,25 mmol L' de ditiotreitol, sdo menos eficazes na reducio da tensdo interfacial

(Tabela 3).
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A hipotese de que o crescimento do isolado LBBMAI155 em diferentes
potenciais redox provoca alteragdes na estrutura quimica das moléculas de
biossurfactantes produzidas ¢ reforcada pelos valores de indices de emulsificagdo das
culturas. As culturas obtidas em meio MM com ¢ sem DNA e nas concentragdes
intermediarias do agente redutor (0,125 ¢ 0,25 mmol L™ de ditiotreitol), produziram
menor emulsificacdo inicial, sendo essas emulsdes poucos estaveis quanto comparadas
com as emulsdes formadas com as culturas dos demais tratamentos (Tabela 5). Esses
dados podem indicar menor afinidade dos biossurfactantes produzidos pelo querosene
utilizado na avalia¢do da capacidade de emulsificacdo, em comparagdo aos produzidos
durante o crescimento em meio MM contendo 0 ¢ 0,5 mmol L' de redutor. Analises
estruturais devem ser procedidas com o intuito de validar essa hipdtese.

Os valores de tensdo ar-liquido nas culturas do isolado LBBMA111A foram
diretamente proporcionais a concentracao do agente redutor no meio de cultura, tendo
variado entre 36,6 a 37,7 mJ m™ (Tabela 3). A reducdo da tensio interfacial pelos
biossurfactantes produzidos durante o crescimento do isolado LBBMAI111A, nas
diferentes concentragcdes de redutor, foi explicada de maneira significativa por um
modelo de regressao linear (P = 0,0154) (Figura 4C). Pode-se concluir, portanto, que os
biossurfactantes produzidos pelo isolado em meio de cultura com baixo potencial redox
apresentam menor atividade de reducdo da tensdo interfacial ar-liquido. Os dados de
DMC indicam uma queda na producao de biossurfactantes somente no tratamento com
0,125 mmol L™ de redutor, tratamento em que a cultura apresentou uma DMC em
torno de 2,2. As culturas dos demais tratamentos apresentaram concentragdoes de
biossurfactantes no minimo 3X superiores a concentragdo micelar critica (Tabela 4). Os
dados que confirmam produgdo satisfatdria de biossurfactantes (concentragdo acima da
CMC) pelo isolado LBBMA111A em todos os tratamentos com redutor, juntamente
com os que demonstram alteracao da atividade desses biossurfactantes em resposta a
concentragdo do agente redutor no meio de crescimento, sdo indicios de que a
composicao dos biossurfactantes ¢ modificada em fung¢do do potencial redox, a

semelhanca do ocorrido com o isolado LBBMA155.
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Tabela 3 - Tensdo interfacial (mJ m™?) ar-liquido medida na cultura de trés
isolados de Bacillus em fungdo da concentragdo do agente
redutor ditiotreitol no meio de cultura. Os dados abaixo
representam a média de trés repeti¢des

Isolado
LBBMA155 LBBMAI111A LBBMA?283
Meio mineral MM

Concentracéo

de ditiotreitol

(mmol L' )  TensAo interfacial Tensao interfacial Tensdo interfacial
0,500 35,9 37,7 35,7
0,250 38,4 37,0 37,5
0,125 37,7 37,2 36,8
0,000 36,2 36,6 36,2

Meio mineral MM + DNA

0,500 36,0 ND 35,6
0,250 38,3 ND 37,7
0,125 37,8 ND 36,9
0,000 36,1 ND 36,7

* ND — Nio determinado

Tabela 4 - Diluicdo micelar critica (DMC) das culturas de trés isolados de
Bacillus em fungdo da concentra¢do do agente redutor ditiotreitol
no meio de cultura. Os dados abaixo representam a média de trés

repeti¢des
Isolado
LBBMA155 LBBMA111A L BBMA283
Meio mineral MM

Concentracéo

de ditiotreitol

(mmol L") DMC DMC DMC
0,500 3,15 3,00 3,00
0,250 2,60 3,00 1,70
0,125 3,15 2,22 2,22
0,000 3,00 3,15 2,50

Meio mineral MM + DNA

0,500 3,52 ND 3,15
0,250 2,85 ND 2,22
0,125 3,00 ND 2,50
0,000 3,74 ND 2,72
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Os biossurfactantes produzidos pelo isolado LBBMAI111A proporcionaram a
obtencao de valores elevados de emulsificacao inicial e a formag¢do de emulsdes com
querosene com elevada estabilidade (Tabela 5). Assim como foi constatado para a
tensdo interfacial, os melhores resultados de emulsificacdo foram obtidos no tratamento
sem redutor, com 70% de emulsificacao inicial e mais de 80% de estabilidade. O menor
valor de emulsifica¢do inicial (cerca de 56%) foi obtido com o extrato da cultura no
meio contendo 0,5 mmol L de redutor. Contudo, ndo foi observado efeito expressivo
da concentracdo do agente redutor na estabilidade das emulsdes (Tabela 5). A
concordancia dos dados apresentados reforca a hipdtese de que o baixo potencial reduz
a atividade dos biossurfactantes produzidos pelo isolado LBBMAI111A em meio MM,
sendo isso apontado tanto pela menor eficiéncia na redugdo da tensdo interfacial ar-
liquido quanto pelo menor indice de emulsificagdo obtida com o querosene.

Nenhum modelo de regressao pdde explicar a influéncia da concentragdo do
agente redutor na redugdo da tensao interfacial pelos biossurfactantes produzidos pelo
isolado LBBMA283 crescido em meio MM, tanto na presenca quanto na auséncia de
DNA. As tensdes interfaciais ar-liquido variaram em torno de uma média de 36,72 mJ
m~ em meio MM suplementado com DNA e de 36,57 mJ m™ no meio MM sem DNA
(Tabela 3). A eficiéncia na redugdo da tensao interfacial ar-liquido dos biossurfactantes
produzidos pelo isolado LBBMAZ283 crescido em meio MM, na presenca ou auséncia
de DNA, foi influenciada pela concentracio de redutor adicionada ao meio. Os
surfactantes produzidos durante o crescimento do isolado LBBMA283 em meio MM
contendo 0,5 mmol L do redutor foram os que propiciaram os menores valores de
tensao interfacial (Tabela 3).

Maiores concentragdes de biossurfactantes, expressas como maior DMC,
foram obtidas quando o isolado foi crescido em meio MM contendo 0,5 mmol L de
redutor (Tabela 4). Esses dados sugerem que o potencial redox obtido com a adi¢ao de
0,5 mmol L de ditiotritol estimula a produgdo de biossurfactantes pelo isolado
LBBMAZ283. A suplementagdo do meio de crescimento com DNA resultou em maior
produgdo de biossurfactantes, independentemente da concentracdo do agente redutor
(Tabela 4). Esse fato ¢ atribuido ao melhor crescimento do isolado LBBMA283 em
meio MM na presenga de DNA (Figura 3B e Tabela 2), comparativamente ao obtido em
meio MM sem suplementacdo (Figura 2C e Tabela 2).

As emulsdes formadas entre as culturas do isolado LBMA 283 em meio MM

contendo as concentra¢des intermediarias do agente redutor (0,125 e 0,250 mmol L™)
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apresentaram baixa estabilidade, assim como também observado com o isolado
LBBMA 155 (Tabela 5). Novamente, esse comportamento ¢ indicativo de mudanca
estrutural dos tipos de biossurfactantes produzidos em diferentes condi¢des de potencial
redox. Essas mudangas, juntamente com alteracdes do comportamento termodinamico
dos biossurfactantes (expressas como mudanca de atividade e de comportamento das
emulsdes formadas com o querosene), podem ter implicagdes significativas na
eficiéncia desses compostos durante as operagdes de recuperagdo de oleo, e devem ser
investigadas em maior detalhe. Adicionalmente, uma maior compreensdo de como o
potencial redox do meio de crescimento afeta o comportamento termodindmico dos
biossurfactantes produzidos pode ser aplicada a obtencdo de moléculas com

caracteristicas Uteis em diferentes campos de aplicacdo desses compostos.

Tabela 5 - Indice de emulsificagdo inicial (EI, %) e estabilidade da emulsio
apos 24 horas (E24), expressa como porcentagem da EI, formada
entre o querosene ¢ a cultura de trés isolados de Bacillus crescidos
em meio MM contendo diferentes concentragdes do agente redutor
ditiotreitol. Os dados abaixo representam a média de trés

repeticdes
Isolado
LBBMAI155 LBBMA111A LBBMAZ283
Meio mineral MM

Concentracéo

de ditiotreitol

(mmol L) El E24 El E24 El E24
0,500 62,5 75,3 56,7 78,0 65,0 74,4
0,250 32,9 0 65,0 82,1 42,1 6,0
0,125 37,5 0 64,2 76,7 38,3 6,5
0,000 66,7 72,5 70,0 82,2 68,3 76,9

Meio mineral MM + DNA

0,500 62,1 75,2 ND ND 67,5 75,2
0,250 35,0 6,1 ND ND 42,9 12,6
0,125 38,7 53 ND ND 38,7 6,5
0,000 68,7 72,8 ND ND 67,1 79,2

* ND — Nao determinado
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4.3. Influéncia das fontes de carbono e de nitrogénio no crescimento dos isolados e
na producao de biossurfactantes

O crescimento anaerdébio dos isolados de Bacillus foi influenciado
significativamente tanto pelas fontes de carbono quanto pelas de nitrogénio presentes no
meio de cultura.

O isolado LBBMA155 foi capaz de crescer anaerobicamente utilizando todas as
fontes de nitrogénio testadas. Quanto as fontes de carbono, o isolado mostrou ser
incapaz de utilizar o amido e pouco eficiente na utilizacdo do piruvato de sodio,
alcancando valor maximo de DOgg inferior a 0,2 na presenca dessa fonte de carbono
(Figura 5 e Tabela 6). Em um estudo que visou comparar o metabolismo anaerdbio de
tr€s microrganismos, Clements et. al. (2002) reportaram que o isolado Bacillus subtilis
LCB6 ndo apresentou crescimento anaerdbio na presenca de piruvato como fonte de
carbono e que o isolado Bacillus licheniformis BG188 apresentou baixo crescimento ao
utilizar essa fonte de carbono, com DOgpp maxima de 0,25. A suplementacdo do meio
MM com amido como Unica fonte de carbono ndo foi capaz de sustentar o crescimento
anaerobio do isolado LBBMA155 neste experimento; no entanto, a utilizagdo desse
substrato como fonte de carbono por bactérias do género Bacillus, crescendo sob
metabolismo aerobio, ¢ reportada na literatura (Mukherjee e Das, 2005).

A proteose peptona foi a fonte de nitrogénio que proporcionou o melhor
crescimento do isolado LBBMA155, independentemente da fonte de carbono utilizada
(Figuras 5A e 5B e Tabela 6). Dentre as fontes de carbono, a sacarose proporcionou os
melhores resultados de crescimento, independentemente da fonte de nitrogénio utilizada
(Figura 5B e Tabela 6). O isolado apresentou baixo crescimento na presenca de glicose
quando o meio MM foi suplementado com extrato de levedura a 0,1 g L™ (Figura 5A e
Tabela 6), em comparagdo com o crescimento obtido em meio MM suplementado com
igual concentra¢io de glicose e maior concentragio (1 g L) de extrato de levedura
(Figura 3A e Tabela 2). Esses resultados indicam que algum fator de crescimento
presente no extrato de levedura é requerido pela bactéria em uma concentragdo maior do
que a fornecida neste experimento, quando glicose ¢ utilizada como fonte de carbono. O
fator de crescimento referido provavelmente ndo ¢ um aminodcido, ja que a proteose
peptona ndo foi capaz de substituir o extrato de levedura (Figura 5A), nem tampouco

desoxirribonucleotideos, uma vez que o meio de cultura foi suplementado com DNA.
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Tabela 6 — Densidade oOtica (DOggo ) maxima atingida pela cultura de trés
isolados de Bacillus em fungdo de dois tratamentos com
carbono e trés tratamentos com nitrogénio, montados em um
fatorial (2x3), com trés repetigdes. Os dados apresentados
representam a média das repeti¢des

Densidade Otica 600 nm

LBBMA155
Nitrogénio
Nitrato de Sulfato de Proteose
Carbono s6dio amonio peptona
Sacarose 1,035 0,624 1,330
Glicose 0,586 0,559 0,831
LBBMAII1IA
Sacarose 0,757 0,538 1,500
Glicose 0,371 0,446 0,639
LBBMAZ283
Sacarose 0,714 0,569 0,744
Glicose 0,355 0,437 0,619
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Figura 5 - Crescimento anaerobio do isolado LBBMA155 em meio MM contendo 0,1 g
L' de extrato de levedura, suplementado com DNA a 10 mg L™, com trés
fontes distintas de nitrogénio e (A) 30 g L' de glicose; (B) 30 g L' de
sacarose; (C) 10 g L' de amido e (D) 20 g L™ de piruvato de sodio. Os
isolados foram crescidos em anaerobiose em meio MM suplementado com
glicose e proteose peptona, ambos a 30 g L™, por 30 horas a 30° C. Ap0s
esse periodo, as células foram centrifugadas e lavadas duas vezes em salina a
85 ¢ L' As células foram introduzidas em camara anaerobia,
ressuspendidas em salina anaerdbia a 8,5 g L' e inoculadas em meio MM
anaerobio, contendo os tratamentos descritos acima, de modo a se obter uma
DO600 inicial de 0,1
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O isolado LBBMAI111A também foi capaz de utilizar todas as fontes de
nitrogénio testadas. Assim como o relatado para o isolado LBBMA155, o isolado
LBBMA 111A ndo apresentou crescimento na presenca de amido. Piruvato de sodio
proporcionou baixo crescimento ao isolado, com DOgyp maxima inferior a 0,2 (tabela 6).
A proteose peptona foi a fonte de nitrogénio que proporcionou melhor crescimento do
isolado, independentemente da fonte de carbono utilizada (Figura 6 e Tabela 6). A
eficiéncia das fontes inorganicas de nitrogénio em sustentar o crescimento variou
conforme a fonte de carbono utilizada. Em meio contendo glicose, 0 amdnio propiciou
melhor crescimento do que o nitrato; o inverso foi observado quando sacarose foi
utilizada como fonte de carbono (Figuras 6A, 6B e Tabela 6). O isolado LBBMAI111A
apresentou melhor crescimento quando sacarose foi utilizada como fonte de carbono.
Em meio contendo essa fonte de carbono, a DOgyp maxima foi de 1,5 quando proteose
peptona foi utilizada como fonte de nitrogénio (Tabela 6). Assim como descrito
anteriormente para o isolado LBBMA155, o crescimento do isolado quando glicose ¢
utilizada como fonte de carbono parece estar condicionado a presenca de extrato de
levedura em maiores concentragdes. Quando o meio MM foi suplementado com extrato
de levedura a 1 g L™, tendo como fonte de nitrogénio o amonio, obteve-se crescimento
da bactéria equivalente a uma DOgyp maxima de 1,0 (Tabela 2). Em meio MM
suplementado com extrato de levedura a 0,1 g L'l, a DOgpp maxima foi de 0,63, quando
a proteose peptona foi utilizada como fonte de nitrogénio, e de apenas 0,44 quando essa
fonte foi o amodnio (Tabela 6).

O isolado LBBMA283 nao apresentou crescimento na presenga de amido
(Figura 7C), a semelhanca dos outros dois isolados. O crescimento do isolado na
presenca de piruvato de sddio como unica fonte de carbono foi baixo, condigdo em que
a DOgpp maxima foi inferior a 0,2 (Tabela 6). Assim como também relatado para os
demais isolados, o melhor crescimento do isolado LBBMAZ283 foi obtido no tratamento
com sacarose como fonte de carbono, onde a proteose peptona e o nitrato apresentaram-
se como as melhores fontes de nitrogénio (Figura 7B e Tabela 6). Os resultados
apresentados pela literatura envolvendo o crescimento aerdbio de B. subtilis também
apontam a sacarose como melhor fonte de carbono para o crescimento bacteriano, com
formacgdo de 40% a mais de biomassa comparado aos dados obtidos com glicose
(Makkar e Cameotra, 1997). No tratamento com glicose, o isolado apresentou melhor
crescimento quando a proteose peptona foi utilizada como fonte de nitrogénio. Quando

se utilizou amonio ou nitrato, as DOgy méximas foram de 0,43 e 0,35, respectivamente
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Figura 6 - Crescimento anaerobio do isolado LBBMA111A em meio MM contendo 0,1
g L de extrato de levedura, suplementado com DNA a 10 mg L, trés
fontes distintas de nitrogénio e (A) 30 g L-1 de glicose; (B) 30 g L' de
sacarose; (C) 10 g L' de amido e (D) 20 g L™ de piruvato de sodio. Os
isolados foram crescidos em anaerobiose em meio MM suplementado com
glicose e proteose peptona, ambos a 30 g L' por 30 horas a 30° C. Apos esse
periodo as células foram centrifugadas e lavadas duas vezes em salina a 8,5
g L' As células foram introduzidas em cAmara anaerdbia, ressuspendidas
em salina anaerébia a 8,5 g L e inoculadas em meio MM anaerébio,
contendo os tratamentos descritos acima, de modo a se obter uma DQOgqg
inicial de 0,1.
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(Tabela 6). Semelhantemente ao que foi descrito para os isolados LBBMAI155 e
LBBMAI1I11A, o isolado LBBMA283 apresentou baixo crescimento na presenga de
glicose quando o meio MM foi suplementado com 0,1 g L™ de extrato de levedura
(Figura 7A e Tabela 6), em comparagao ao crescimento observado no experimento em
meio MM suplementado com 1 g L' de extrato de levedura (Figura 2C e Tabela 2). Isso
reforca a hipotese da existéncia de um fator essencial ao crescimento dos trés isolados
no extrato de levedura, quando glicose ¢ a Unica fonte de carbono, e de que
possivelmente esse fator ndo seja um aminoacido, uma vez que a adi¢do de outra fonte
de aminoacidos (proteose peptona) niao eliminou a restricdo ao crescimento resultante
da diminui¢ao da concentracdo de extrato de levedura (Figuras 5SA, 6A e 7A). Javaheri
et. al.(1985) também reportam o requerimento de extrato de levedura a 1 g L™ para o
crescimento anaerdbio do isolado B. licheniformis JF-2 em meio E, o que indica que
esse tipo de deficiéncia nutricional ndo ¢ um fato raro em espécies do género Bacillus
crescendo em anaerobiose.

Além de influenciarem diferentemente o crescimento das bactérias, as
modificacdes de fontes de carbono e de nitrogénio também influenciaram a
concentragdo ¢ a atividade dos biossurfactantes produzidos (Tabela 7).

A reducdo da tensdo interfacial ar-liquido nas culturas do isolado LBBMA155
demonstrou ser influenciada significativamente tanto por variagdes na fonte de carbono
(P =0,0393) quanto na de nitrogénio (P = 0,0001) (Tabela 7). No entanto, esses fatores
atuaram de maneira independente, ja que ndo ocorreu interacdo significativa entre eles.
A sacarose foi a fonte de carbono que proporcionou o maior abaixamento da tensao
interfacial para esse isolado, com média geral de 39,32 mJ m?> (Tabela 7). No entanto,
valores de tensio com média abaixo de 35 mJ m™ foram obtidos quando ambas as
fontes de carbono foram utilizadas na presenga de proteose peptona como fonte de
nitrogénio. Os dados apresentados na Tabela 4 mostram que a proteose peptona foi a
fonte de nitrogénio que propiciou a obtengdo de biossurfactantes com maior atividade,
retratada pelo valor de tensdo interfacial significativamente menor do que a encontrada
nos extratos obtidos em meio MM suplementado com amdnio ou nitrato.

Além de propiciar a obtencdo de biossurfactantes com maior atividade, a
utilizagdo da proteose peptona no meio de crescimento do isolado LBBMA 155 resultou
em extratos com maior concentragdo de biossurfactantes (Tabela 8). No meio contendo

glicose, obteve-se um valor de DMC de 3,0, o que indica a presenca de biossurfactantes
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Figura 7 - Crescimento anaerobio do isolado LBBMA283 em meio MM contendo 0,1 g
L' de extrato de levedura, suplementado com a 10 mg L', trés fontes
distintas de nitrogénio e (A) 30 g L' de glicose; (B) 30 g L' de sacarose; (C)
10 g L' de amido ¢ (D) 20 g L de piruvato de sédio. Os isolados foram
crescidos em anaerobiose em meio MM suplementado com glicose ¢
proteose peptona, ambos a 30 g L' por 30 horas a 30° C. Apds esse periodo
as células foram centrifugadas e lavadas duas vezes em salinaa 8,5 g L. As
células foram introduzidas em camara anaerobia, ressuspendidas em salina
anaerobia a 8,5 g L' e inoculadas em meio MM anaerdbio, contendo os
tratamentos descritos acima, de modo a se obter uma DOy inicial de 0,1.
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em uma concentracao 3X superior a concentragdo micelar critica. J4 no tratamento com
sacarose, a DMC foi um pouco inferior a 5,0 (Tabela 8). O nitrato foi a segunda melhor
fonte de nitrogénio para ambas as fontes de carbono, propiciando, porém, valor de
DMC inferior a 1,2 quando combinado com glicose ¢ a 2,2 quando se utilizou a
sacarose como fonte de carbono (Tabela 8). Ressalta-se que o elevado crescimento do
isolado LBBMA 155 em meio MM com nitrato e sacarose (Figura 5B) ndo foi traduzido
em elevada produgdo de biossurfactantes (Tabela 8). Aparentemente, a producdo de
biossurfactantes em concentragdes elevadas pelo isolado LBBMAI155, em meio
anaerobio, esta ligada a presenga de uma fonte organica de nitrogénio. No experimento
anterior, extrato de levedura a 1 g L' também proporcionou a produgio de
biossurfactantes capazes de reduzir a tensdo interfacial para valores de 36,2 mJ m™
(Tabela 3), em concentragdo equivalente a uma DMC proxima de 3 (Tabela 4). Esse
mesmo comportamento foi descrito por Kim et al. (1997), onde a produgdo em
acrobiose do biossurfactante C9-BS em altas concentra¢do pelo isolado B. subtilis C9
mostrou ser vinculada a presenga de uma fonte organica de nitrogénio, sendo naquele

caso extrato de leveduraa 0,5 g L™.

Tabela 7 - Tensdo interfacial ar-liquido medida nas culturas de trés
isolados de Bacillus em resposta a variagdes nas fontes de
carbono e de nitrogénio. Os valores representam a média
de trés repetigdes

Tratamentos Isolado
LBBMAI1I11A LBBMA155
Carbono
Glicose 40,05 A 4245 A
Sacarose 38,96 B 39,32 B
Nitrogénio
Nitrato de sodio 39,03 A 42,38 A
Sulfato de aménio 39,88 A 45,61 A
Proteose peptona 40,13 A 34,66 B

e Valores pertencentes aos tratamentos com carbono ou nitrogénio presentes na
mesma coluna e seguidos de mesma letra ndo diferem entre si, a 5% de
probabilidade.
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Tabela 8 - Diluicdo micelar critica (DMC) das culturas de trés
isolados de Bacillus em resposta a variagdes nas fontes
de carbono e de nitrogénio. Os valores representam a
média de trés repeti¢des

Isolado LBBMA155
Fonte de Nitrogénio
Nitrato de sédio Sulfato de ambnio  Proteose peptona

Fonte de
Carbono DMC DMC DMC
Glicose 1,15 1,00 3,00
Sacarose 2,14 1,00 4,61
Isolado LBBMA111A
Glicose 1,67 1,67 1,15
Sacarose 1,67 1,36 1,67
Isolado LBBMA?283
Glicose 1,15 1,00 2,72
Sacarose 1,00 1,00 1,00

Tabela 9 - Emulsificagdo inicial e indice de emulsificacdo E24 (%) para as
culturas de trés isolados de Bacillus em resposta a variagdes
nas fontes de carbono e de nitrogénio. Os valores representam
a média de trés repeticoes

Isolado LBBMA155
Fonte de Nitrogénio

Nitrato de sédio Sulfato de aménio Proteose peptona

Fonte de  Emusificagao Emulsificago Emulsificag&o
Carbono Inicial (%) E24 Inicial (%) E24 Inicial (%) E24

Glicose 36,3 7,9 42,9 475 57,5 5,3
Sacarose 52,5 74,4 50,4 54,3 38,3 13,2

Isolado LBBMA111A

Glicose 45,0 65,6 42,5 28,3 479 21,8

Sacarose 46,3 72,9 40,8 14,2 433 26,1
Isolado LBBMA?283

Glicose 38,3 53,0 32,1 75,6 41,7 7,2

Sacarose 56,7 54,7 62,5 81,8 442 63,1
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A utilizagcdo da proteose peptona como fonte de nitrogénio propiciou a
obtencao de culturas do isolado LBBMA155 com maiores atividade e concentragao de
biossurfactantes (Tabelas 7 e 8). Porém, os biossurfactantes presentes nesses extratos
ndo levaram a obtencdo de emulsdes estaveis com o querosene, comparativamente aos
resultados obtidos com as fontes inorganicas de nitrogénio (Tabela 9). Os indices de
emulsificagdo (E24) foram de apenas 5,3% em extratos produzidos em meio de cultura
contendo glicose e de 13,2% quando sacarose foi a fonte de carbono. O melhor
resultado foi obtido quando o isolado foi crescido em meio MM com sacarose € nitrato,
com emulsifica¢do inicial superior a 50% e estabilidade de aproximadamente 75%.
Todavia, quando o isolado foi crescido em meio MM com glicose e nitrato, a
emulsificagdo inicial foi de 36,3% e a estabilidade foi de apenas 7,9% (Tabela 9). Esses
resultados indicam que as combinagdes entre fontes de carbono e de nitrogénio exercem
forte influéncia na estrutura dos biossurfactantes produzidos pelo isolado LBBMA155.
Essas possiveis modificagdes estruturais nas moléculas dos biossurfactantes, assim
como as resultantes de alteracdo no potencial redox, podem ser exploradas para a
obtencdo de biossurfactantes com caracteristicas desejaveis para diferentes aplicagdes,
devendo ser também consideradas em operagdes de MEOR baseadas na produgao “in
situ” de biossurfactantes.

Nenhum dos tratamentos com nitrogénio apresentou influéncia significativa na
tensdo interfacial ar-liquido obtido durante o crescimento do isolado LBBMA111A em
meio MM (P = 0,0682). Ja os tratamentos com sacarose e glicose foram estatisticamente
diferentes (P < 0,01). As tensodes interfaciais obtidas no tratamento com sacarose foram
mais baixas em relacdo ao tratamento com glicose (Tabela 7). O crescimento do isolado
LBBMAI1I1A em meio MM contendo glicose ndo proporcionou a producdo de
biossurfactantes pouco eficientes na redugdo da tensdo interfacial (Tabela 7). Esse
resultado foi atribuido ao baixo crescimento da bactéria nestas condi¢des (Figura 6A).

O crescimento do isolado LBBMA111A em meio MM suplementado tanto
com sacarose quanto com glicose resultou em producao ineficiente de biossurfactantes,
fenomeno retratado por baixos valores de DMC (Tabela 8). O isolado apresentou
crescimento vigoroso em meio MM suplementado com sacarose e proteose peptona,
mas esse crescimento ndo refletiu em produgdo elevada de biossurfactantes (DMC =
1,7). Isso indica que, nessas condigdes, a sacarose nao ¢ uma boa fonte de carbono para
a producdo de biossurfactantes por esse isolado. Roongsawang et al. (2002) reportam

resultados similares para o isolado B. subtilis BBK-1 crescendo em aerobiose,
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observando que a glicose foi a melhor fonte de carbono para a produgdao de
biossurfactantes pela bactéria, enquanto que a utilizagdo de sacarose causou
decréscimos na producao dos biossurfactantes surfactina e plipastatina.

Foram obtidas emulsdes entre querosene e as culturas do isolado LBBMAI111A
produzidos em todas as combinagdes de fontes de carbono e de nitrogénio (Tabela 9),
apesar da concentragdo relativamente baixa de biossurfactantes nesses extratos (Tabela
8). As emulsdes mais estdveis foram obtidas quando o isolado foi crescido em meio
MM contendo nitrato como fonte de nitrogénio, com estabilidades superiores a 65%, 24
horas apds a formagao das emulsdes (Tabela 9).

A tensdo interfacial ar-liquido propiciada pelos biossurfactantes produzidos
pelo isolado LBBMA283 também demonstrou ser influenciada significativamente tanto
por variacdes na fonte de carbono quanto na fonte de nitrogénio. Foi observada a
existéncia de uma interagdo significativa entre os fatores fonte de carbono e fonte de
nitrogénio (P = 0,0076). Houve diferenca significativa entre os valores de tensao
interfacial ar-liquido obtidos quando o isolado LBBMA283 foi crescido em meio MM
com glicose ou sacarose. Porém, essa diferenca foi significativa somente quando a
proteose peptona foi utilizada como fonte de nitrogénio (Tabela 10). Nessa condicao, a
tensao interfacial ar-liquido obtida em meio contendo glicose foi significativamente
menor do que a obtida em meio MM com sacarose (Tabela 10). Foi observada diferenca
significativa entre os valores de tensdo interfacial ar-liquido obtidos quando o isolado
LBBMAZ283 foi crescido em meio MM com nitrato, amdnio ou proteose peptona. No
entanto, essa diferenga s6 existiu quando a glicose foi a fonte de carbono utilizada
(Tabela 10), condi¢do em que a utilizagdo de proteose peptona resultou na maior
reducdo da tensdo interfacial ar-liquido (Tabela 10). Valor de tensdo interfacial inferior
a 40 mJ m™, considerado limite para se assumir a presenca de biossurfactantes de
elevada atividade (COOPER et al.,, 1979), foi obtido somente quando o isolado
LBBMAZ283 foi crescido em meio MM com glicose e proteose peptona.

A sacarose proporcionou o melhor crescimento do isolado LBBMA283 em
meio MM quando comparado ao tratamento com glicose, independentemente da fonte
de nitrogénio utilizada (Figura 7B). No entanto, a produ¢do de biossurfactantes por este
isolado foi maior em meio MM contendo glicose e proteose peptona, onde a DMC foi
de 2,7 (Tabela 8). Este valor ¢ idéntico ao obtido com a mesma fonte de carbono na

presenca de extrato de levedura a 1 g L' (Tabela 3). Em todas as demais combinagdes
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entre fontes de nitrogénio e de carbono, a producao de biossurfactantes foi considerada
baixa (Tabela 8).

Assim como também reportado para o isolado LBBMA155, o tratamento que
propiciou a obtengdo dos extratos com os menores valores de tensdo interfacial e com as
maiores concentragdes de biossurfactantes produzidos pelo isolado LBBMA283
(glicose e proteose peptona), ndo foi o que apresentou os melhores dados de
emulsificagdo. O extrato obtido no tratamento acima referido apresentou estabilidade de
emulsdo de aproximadamente 7%, valor muito inferior ao dos demais tratamentos. O
extrato com maior indice de emulsificagdo inicial e maior estabilidade da emulsao
formada com querosene foi o obtido no tratamento composto por sacarose ¢ sulfato de
amoOnio, com mais de 60% de emulsificagdo inicial e aproximadamente 80% de
estabilidade (Tabela 9). Esse fato novamente sugere que as combinagdes entre fontes de
carbono e de nitrogénio exercem forte influéncia na estrutura dos biossurfactantes

produzidos por isolados de Bacillus.

Tabela 10 - Tensdo interfacial ar-liquido medida na cultura do isolado
Bacillus sp. LBBMA283 em fun¢do de dois tratamentos com
carbono e trés tratamentos com nitrogénio, montados em um
fatorial (2x3), com trés repetigdes.

Nitrogénio
Carbono Nitrato de sédio  Sulfato de ambnio  Proteose Peptona

Sacarose 44,07 Aa 46,17 Aa 43,73 Aa
Glicose 47,10 Aa 49,13 Aa 35,57 Bb

* Valores seguidos de mesma letra (maitiscula) e na mesma linha ou valores
seguidos de mesma letra (mintscula) e na mesma coluna nio diferem entre si, a
5% de probabilidade.
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5. CONCLUSOES

Os isolados Bacillus subtilis LBBMA155, Bacillus sp. LBBMAILIA ¢
Bacillus sp. LBBMA283 foram capazes de crescer em condi¢dao anaerdbia na presenga
de nitrato como aceptor de elétrons e produzir biossurfactantes eficientes na reducao da
tensdo interfacial ar-liquido.

O potencial redox demonstrou influenciar tanto o crescimento quanto a
produgdo de biossurfactantes pelos isolados. O crescimento dos isolados LBBMA155 e
LBBMAZ283 em meio MM reduzido ¢ estimulado na presenca de DNA.

A estrutura dos biossurfactantes produzidos pelos isolados de Bacillus parece
ser afetada pelo potencial redox do meio de crescimento.

As fontes de carbono que proporcionaram o crescimento anaerdbio dos
isolados foram glicose e sacarose. A sacarose proporcionou o melhor crescimento de
todos os isolados.

Glicose foi a fonte de carbono que proporcionou maior atividade de
biossurfactantes produzidos pelos isolados LBBMA283 e LBBMAI111A.

A estrutura dos biossurfactantes produzidos pelos isolados de Bacillus parece
ser afetada pelas combinagdes entre fontes de carbono e de nitrogénio.

Os trés isolados apresentaram potencial para a utilizagdo em MEOR baseada

na producao in Situ de biossurfactantes.
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ANEXO 1

Analise dos produtos do metabolismo anaerobio dos isolados por HPLC
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Analise em HPLC do sobrenadante Isolado LBBMA155 crescido em meio MM sem a

adi¢do de ditiotreitol. A bactéria foi incubada estaticamente a 30° C até atingir a fase
estacionaria de crescimento.
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Jparator : Marcelo Anaerchios Pagse Humber : 1
Instrumsant : ANALYZEER1 Vial Humber : 1

Zample MName : Amoatra 1 Injection Humber

Fun Tims Bar Coda: Sequence Lins :

ARoquired con : 2% Jun 07 OB:35 EM Inatrument Method: HILARIO.MTH

Report Created on: 02 Jul 07 11:528 EM Enalysizs Method : HILARIO.MTH
Last Racalib on : 07 MAY 04 05:02 PM Sample Amount : 0
Multiplier 1 ISTD Amount :

Sig. 1 in C:\HPCHEM'1'\DATA\ANAEAL-1'P-100000.D

Tet TimeI Area Type Width Raf# lmM | Name

10.464 * not found * 1 Succinato

11.2E0 glEed MM T 0.403 1 9.421 Lactato

12.232 * not found * 1 Formato

13,283 42690 MM T 0.50 1 12.213 Acetato

1E.8%0 * not found * 1 Proplionato

18.58E5 18808 MM T 0.204 1 4.2%8 Etanol

12,230 * not found * 1 Butirato
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Analise em HPLC do sobrenadante Isolado LBBMA155 crescido em meio MM

reduzido com 0,125 mmol L™ de ditiotreitol. A bactéria foi incubada estaticamente a
30° C até atingir a fase estaciondria de crescimento.
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Data File Hame ¢ O ZWHPCHEMY 1\ DATANANAEAL-15P-400001.D

JOparator : Marcelo Anaercbios Pags HNumber : 1
Instrumsant : BMATYZER1 Vial Humber : 1
Sample Name : Amostra 4 Injection Humber

Fun Tima Bar Code: Sequence Lins
hoquired con ¢ 29 Jun 07 0OE8:Eg EM

Inatrument Method: HILARTIO.MTH
Report Created on: 03 Jul 07 ©00:31 AM Analvysia Mathed : HILARIOC.MTH
Last Racalil on 07 MAY 04 05:02 PM Sample Amount : O
Multiplier : 1 IETD Amount
Zig. 1 in C:ZHPCHEMY1'DATA\AWAEATL-1%P-400001.D
Ret Tims Area

Type Width Ref# mM HName
| === | == mm e |-~~~ |

10.464 * not found *

1 Succinate
11.3E2 282015 MM T 0.4C8 1 40.1&7 Lactateo
12.232 * not found * 1 Formato
13.321 Eg8a9s MM T 0.883 1 1t .58 Acetato
1C.6%0 * not found * 1 Proplilonato
18.636 * not found * 1 Etanol
12.230 * not found * 1 Butirato
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Analise em HPLC do sobrenadante Isolado LBBMA155 crescido em meio MM

reduzido com 0,250 mmol L™ de ditiotreitol. A bactéria foi incubada estaticamente a
30° C até atingir a fase estaciondria de crescimento.
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""""""""""""""" External Standard Report
Data File Hame : C:WHPCHEMY 1\ DATA ANAEAT-1%P-T700002.0
Oparator : Marcelo Anaerchbios Pagse HNumber 1
Instrumsant : ANALYZER1 Wial Humber 1
Sample Name : Amoatra 7 Injection Humkber
Fun Tims Bar Cods: Sequence Lins :
Aoquired on : 2% Jun 07 ©0%:21 PM Inatrument Method: HILARTC.MTH
Report Created on: 03 Jul 07 ©Q0:34 AM Analysis Method : HILARIOC.MTH
Last Recalil on 07 MAY 04 06:02 PM Sample Amount 0
Multiplier 1

IETD Amount

Sig. 1 in C:\HDCHEM) 1'DATA\ANAEAL-1%D-700002.D

Ret Tims Area Type Width Raef# mM Hame
| == o- B Bt Rt R B
10.4e4 * not found * 1 Succinato
11.243 12121 MM T 0.527 1 42 .888 Lactato
12.232 * not found * 1 Formato
13.208 CC276 MM T 1.1%8 1 14.283 Acetato
15.680 * not found * 1 Propilonato
18.636 * not found * 1 Etanocl
12.230 * not found * 1 Butirato
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Analise em HPLC do sobrenadante Isolado LBBMA155 crescido em meio MM

reduzido com 0,5 mmol L™ de ditiotreitol. A bactéria foi incubada estaticamente a 30°
C at¢ atingir a fase estacionaria de crescimento.
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Jata File Name : C:WHPCHEMM 1%\ DATA ANAEAT-14P-100003.D

Jparator : Marcelo Anaerchios Pags Number : 1
Instrumsant : AMNALYZER]1 Wial Humber = 1

Zample Hame : Amoatra 10 Injection Humber

iun Time Bar Codsa: Sequence Lins :

Loquired on : 2% Jun 07 0%:44 M Inatrument Method: HILARTO.MTH

laport Created on: 032 Jul 07 ©O0:03 AM

Analysis Method : HILARIO.MTH
Last Recalik on : 07 MAY 04 06:02 EM
s 1

Samplse Amount PR

Multiplier ISETD Amount :
2ig. 1 in C:3HPCHEM' 1\ DATASANAEART-1%P-100003.D
?et TimeI Area Typelﬁidth Faf# lmM | Hame

10.464 * not found * 1 Succinato

11.1855 140768 MM T 0.601 1 19.988 Lactato

12.232 * not found * 1 Formato

13.2€1 C1491 MM T 9.53E 1 14.043 Acetatco

15.620 * not found * 1 Propionato

18.636 * not found * 1 Etanol

12.4001 17228 MM T 9.357 1 1.850 Butirato
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Analise em HPLC do sobrenadante Isolado LBBMA111A crescido em meio MM sem a

adi¢do de ditiotreitol. A bactéria foi incubada estaticamente a 30° C até atingir a fase
estacionaria de crescimento.
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Data File Hame ¢ C:\HPCHEMY 1M\ DATANANAEAL-14P-130004.D

Oparator : Marcelo Anaerckbios Pags Humber : 1
Instrumsant : ANALYEZER1 Wial Humber : 1

Zample MName : BAmoatra 13 Injection Humber

Fun Tims Bar Coda: Sequence Lins :

dogquired on : 2% Jun 07 10:07 EM Inatrument Mathod: HILARTO.MTH
Report Created con: 03 Jul 07 O0:06 AM Analysisa Method : HILARIO.MTH
Last Racalik on : 07 MAY 04 05:02 PM Sample Bmount : 0
Multiplier : 1 ISTD Amount

2ig.

1 in C:\HPCHEMY1%DATA\ANAEAL-1%P-130004.D
Rat Tims Area Type Width E=af# mM
|------- R

1 Succinato
11.986 * not found * 1 Lactato
12.232 * not found * 1 Formato
12.2E4 3290 MM T 0.443 1 9.8C1 Acetato
15.880 * not found * 1 Propionato
18.636 * not found * 1 Etanol
1%.102 192707 MM T 0.9247 1

2.11e Butirato
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Analise em HPLC do sobrenadante Isolado LBBMAI111A crescido em meio MM

reduzido com 0,125 mmol L™ de ditiotreitol. A bactéria foi incubada estaticamente a
30° C até atingir a fase estaciondria de crescimento.
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Data File Hame : C:WHPCHEMA 1\ DATA ANAEATL-1%4P-160005.10

Oparator : Marcelo Anaerchbios Pagse HNumber : 1
Instrumsant : ANALYZER1 Wial Humber = 1
Sample Name : Amoatra 16 Injection Humber

Fun Tims Bar Cods:

Sequence Lins :
Aoquired on : 2% Jun 07 10:44 M

Inatrument Mathod: HILARIO.MTH
Report Created on: 03 Jul 07 OQ0:08 AM Analysis Method : HILARIC.MTH
Last Recalib on : 07 MAY 04 06:02 PM Sample Amount : 0
Multiplier s 1 IETD Amount :

Sig. 1 in C:\HDCHEM) 1\DATA\ANAEAL-1%D-1£0005.D

Ret Tims Area Type Width Ref# mM Hame
| == --- R Bt Rt e e R R
10.4e4 * not found * 1 Succinato
11.08e * mot found * Lactato
12.232 * not found * 1 Formato
13.2E1 30447 MM T 0.408 1 9,275 Acetato
15.680 * not found * 1 Propilonato
18.636 * not found * 1 Etanol
1%.188 26831 MM T 1.211 1 2.881 Butirato
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Analise em HPLC do sobrenadante Isolado LBBMA111A crescido em meio MM
reduzido com 0,25 mmol L™ de ditiotreitol. A bactéria foi incubada estaticamente a 30°
C at¢ atingir a fase estacionaria de crescimento.
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"""""""""""""" External Standard Report
Data File Hame : C:ZWHPCHEMY 1% DATAYAWAEAT-1%P-150005.0
Oparator : Marcelo Anaercbios Pagse HNumber 0 1
Instrumsnt : BNATLYZER1 Vial Humber 1
Sample Name : Amostra 19 Injection Humber
Fun Tims Bar Coda: Sequence Lina :
Aoquired con : 2% Jun 07  11:07 BEM Inatrument Method: HILARIO.MTH

Report Created cn: 03 Jul 07 0O0:10 AM Analysis Method : HILARIO.MTH
Last Racalib on : 07 MAY 04 05:02 DM

Sampla Amount : 0
Multiplier e 1 IETD Amount :

Zig. 1 in C:“HDCHEMS 1\DATA\ANAEARTL-1\P-19000&.D

Ret Tims Area Type Width Ref# mM

| == --- | =mmmmmme oo |-~ -~ R R
1%.4c4 * not found * 1 Succinato
11.08e * not found * 1 Lactato
12.232 * not found * 1 Formato
12.244 2812 MM T 0.274 1 9.868 Acetato
1E.&8%0 * not found * 1 Proplonatao
18.636 * not found * 1 Etanol

1

1%.383 23048 MM T 1.141 2.539 Butirato
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Analise em HPLC do sobrenadante Isolado LBBMA111A crescido em meio MM
reduzido com 0,5 mmol L™ de ditiotreitol. A bactéria foi incubada estaticamente a 30°
C at¢ atingir a fase estacionaria de crescimento.
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Data File Hame
Jparator
Instrumsnt
Zample Name

Aoquired con

Report Created on:

Last Racalilk on
Multiplier

: C:NHPCHEMS 1MW DATRN ANAEAT-1M\P-220007.D
: Marcelo Anaercbios
: ANALYZERL

: Amoatra 22

Fun Tims Bar Coda:

Pags Humber

Vial Humber
Injection Humber
Sequence Lins

2% Jun 07 11:320 EM Inatrument Mathod:
0z Jul 07 ©0:14 AM Analysiz Mathod
07 MRY 04 08:02 PM Samplse Amount

1 IETD Amount

Sig. 1 in C:\HDCHEM‘1\DATA\ANAEAL-1%P-220007.D

HILARTIC.MTH

: HILARTC.MTH

Tet T:I.meI Area Type Widtthef# lmM | Hame

10.464 * not found * 1 Succinato

11.986 * not found * 1 Lactato

12.232 * not found * 1 Formato

13.243 ZT73EE MM T 0,368 1 89.6592 Acetato

1,650 # not found * 1 Proplionato

18.636 * not found * 1 Etanol

1%.2387 9094 MM T 0.227 1 0.97€ Butirato
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Analise em HPLC do sobrenadante Isolado LBBMA283 crescido em meio MM sem a

adi¢do de ditiotreitol. A bactéria foi incubada estaticamente a 30° C até atingir a fase
estacionaria de crescimento.
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Data File Name : C:NHPCHEMS 1\ DATAN ANAEAT-14%DP-250008.D

Oparator : Marcelo Anaerchbios Pags Humber : 1
Instrumsnt : ANALYZER] Vial Humber : 1

Zample MName : Amoatra 2E Injection Humber

Fun Tims Bar Cods: Sequence Lins :

ERoquired on : 2% Jun 07 11:E2 M Inatrument Method: HILARTO.MTH
Raeport Created on: 03 Jul 07 O0:19 AM Analysia Mathoed : HILARTIO.MTH
Last Recalib on : 07 MAY 04 05:02 DM Sampls Amount : 0
Multiplier s 1 :

IETD Amount

2ig. 1 in C:\HPCHEM\ 1“DATA‘\ANAEAL-1%P-Z50008.D
FEet Tims Area Type Width Ref# mM

Hame
|- ----- Rt Rkl EEEEE e R L

10.464 * not found * 1 Succinato

11.1EE 201406 MM T 0.4%3 1 314 .749 Lactateo

12.232 * not found * 1 Formato

13.23¢5 9622 MM T 0.200 1 4 . G3C RAcetato

1E.8%0 * not found #* 1 Proplonato

18.636 * not found #* 1 Etanol

1%.412 14017 MM T 0.840 1 1.505 Butirato
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Analise em HPLC do sobrenadante Isolado LBBMA283 crescido em meio MM

reduzido com 0,125 mmol L™ de ditiotreitol. A bactéria foi incubada estaticamente a
30° C até atingir a fase estaciondria de crescimento.
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"""""""""""""" External Standard Report
Data File Hame : C:ZWHPCHEMS 1Y\ DATANAWAEAL-14P-28000%.D
JOparator : Marcelo Anaercbios Pags HNumber : 1
Instrumsnt : BMATYZER1 Vial Humber : 1

Sample Name : Amoatra 28
Fun Tima Bar Code:
Aoquired cn

Injaection Humber

Sequence Lins :

Inatrument Mathod: HILARIO.MTH
Analysias Methed : HILARIC.MTH
Sample Amount : 0

ISTD Amcount :

: 30 Jun 07 O0:1& AM
Report Created on: 03 Jul 07 0O0:21 AM

Last Racalilb on 07 MaY 04 06:02 PM
Multiplier e 1

Sig. 1 in C:\HDCHEM'1'\DATA\ANAFAL-1%D-28000%.D

Ret Tims Area Type Width Ref# mM HName
| === |- -mmmm oo eee s e e B | 2o
10.4e4 * not found * 1 Succinato
11.213 4eT7E72 HH 0.560 1 £2.587 Lactato
12.232 * not found * 1 Formato
13.231 904 MM T 0.223 1 4.819 Acetato
15.680 * not found * 1 Propilonato
18.636 * not found * 1 Etanol
12.230 * not found * 1 Butirato
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Analise em HPLC do sobrenadante Isolado LBBMA283 crescido em meio MM
reduzido com 0,25 mmol L™ de ditiotreitol. A bactéria foi incubada estaticamente a 30°
C at¢ atingir a fase estacionaria de crescimento.
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Data File Hame : C:ZWHPCHEMS 1N DATANANARAT-1NP-210010.D

Oparator : Marcelo Anaercbios Pagse Humber : 1
Instrumsant : AMNALYZERL Vial Humber : 1
Zample HName : Amoatra 21 Injection Humber

Fun Tims Bar Coda:

fequence Line

Aoquired con : A0 Jun 07 00:39 AM Inatrument Method: HILARIO.MTH
Report Created on: 032 Jul 07 O00:24 AM Analysia Method : HILARIO.MTH
Last Racalib on : 07 MAY 04 05:02 DM Eampla Amount : 0
Multiplier e 1 IETD Amount :
2ig. 1 in C:3HPCHEM:14DATAANAEAT-14P-310010.D
Ret Tims Area Type Width Ref# mM Hame
| == --- |- mm oo e R R Bl
10,212 1250773 HH l1.080 1 129,701 Succinato
11.1%0 4E1245 HH R 0.807 1 £1.409 Lactato
12.232 * not found * 1 Formato
13.248 TEEZ MM T 0.433 1 4.200 Acetato
1,650 # not found * 1 Proplionato
18.636 * not found * 1 Etanol
19.230 * not found * 1 Butirato
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Analise em HPLC do sobrenadante Isolado LBBMA283 crescido em meio MM
reduzido com 0,5 mmol L™ de ditiotreitol. A bactéria foi incubada estaticamente a 30°
C at¢ atingir a fase estacionaria de crescimento.
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"""""""""""""" External Standard Report
Data File Name : C:W\HPCHEMS 1N\ DATANANARATL-14P-240011.D
Oparator : Marcelo Anaerchios Pags HNumber : 1
Instrumsnt : BMATYZER1 Vial Humber s 1
Sample Name : Amoatra 24 Injection HNumber
Fun Time Bar Code: Sequence Lins :
ERoquired cn ¢ A0 Jun 07 01:02 AM Inatrument Method: HILARIO.MTH
Raport Created on: 03 Jul 07 ©O0:27 AM Analvysia Mathod : HILARTIC.MTH
Last Recalib on : 07 MAY 04 05:02 PM Sample Amount : 0
Multiplier e 1 IETD Amount
2ig. 1 in C:4HPCHEM41'DATAN\AWNAEATL-1%F-340011.D
Rat Tima Area Type Width Raef# mM Hame
|------- et - -] - - |----- |- - - | =
10.3238 9275980 MM T 1.210 1 102.331 Succinatco
11.003 373863 MM T 0.564 1 £1.084 Lactato
12.232 * not found * 1 Formato
13.233 37264 MM T 0.451 1 10.887 Acetato
1E.6%0 * not found * 1 Proplonato
18.636 * not found * 1 Etanol
15.773 3475 MM T 0.8%8 1 7.940 Butirato
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