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RESUMO

SILVA, Fabio Seérgio Paulino, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2012. Bioprospeccéao de bactérias produtoras de biossurfactante em solos da
llha da Trindade. Orientador: Marcos Rogério Toétola. Coorientadores: Arnaldo
Chaer Borges e Carlos Ernesto G. R. Schaefer.

Biossurfactantes - ou surfactantes microbianos - sdo moléculas com propriedades
tensoativas produzidas por uma grande diversidade de micro-organismos, presentes
em diversos habitats. Os biossurfactantes compdem uma classe de compostos que
tém mostrado potencial de aplicagao em diversas areas industriais economicamente
importantes. Nas aplicagdes relacionadas a cadeia do petréleo, a exemplo da
recuperagcao avangada de petrdleo, biorremediacdo de ambientes marinhos
contaminados com 6leo e tratamento de agua de produgdo, € necessario que 0s
biossurfactantes mantenham sua atividade em condi¢cées extremas, especialmente
sob elevadas salinidade e temperatura. Nesse contexto, os biossurfactantes sdo os
melhores substitutos de seus homodlogos sintéticos, dada a sua tolerancia a
condigbes extremas. O objetivo deste estudo foi prospectar isolados produtores de
biossurfactantes ativos em concentragdes salinas elevadas. Amostras de solos, sem
historico de contaminagao por hidrocarbonetos de petrdleo, foram coletadas na ilha
da Trindade, local de dificil acesso e com atividade antropica reduzida ou
inexistente. Das 12 amostras de solos coletadas, foram selecionados 14 isolados.
Avaliaram-se a producdo de biossurfactantes, a tenséo interfacial (hexadecano) e
superficial. Os isolados foram identificados por meio de perfil de acidos graxos e
sequenciamento da regido rRNA 16S. Dentre os biossurfactantes obtidos, destacou-
se o produzido por Brevibacterium halotolerans, o qual manteve sua atividade em
solucdo contendo até 175 g.L ™! de NaCl. Esse é o primeiro relato de produgdo de um
biossurfactante por essa espécie. Sua elevada tolerancia a salinidade coloca o

isolado como promissor para aplicagdes biotecnoldgicas na cadeia do petréleo.
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ABSTRACT

SILVA, Fabio Sérgio Paulino, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2012. Bioprospecting of biosurfactant produc  ing bacteria in Trindade Island
soils. Advisor: Marcos Rogério Totola. Co-advisors: Arnaldo Chaer Borges and
Carlos Ernesto G. R. Schaefer.

Biosurfactants or microbial surfactants are biomolecules with tension active
properties produced by a wide variety of microorganisms in various habitats, being a
unique class of compounds which has shown potential application in various
industrial fields economically important. In applications related to oil chain, such as
the enhanced oil recovery, bioremediation of marine oil-contamined water treatment
and production, it is necessary for maintaining its activity biosurfactants in extreme
conditions, especially under high salinity and temperature. Biosurfactants are the
best substitutes for their synthetic counter parts due to higher activity in extreme
conditions, lower toxicity and better biodegradability. The objective of this study was
to explore isolated producers of active biosurfactant in high salt concentrations, for
application related to petroleum activities that require these features. n the present
study were collected soil samples from a completely isolated region located at
Trindade island, being a place of difficult access and little or no humam activity. From
12 soil samples collected 14 isolateds were selected, that had the biosurfactants
production quantified, the surface and interfacial tension activity measured and sub
sequently identified to species by the fatty acid profile and 16S rRNA region
sequencing. Among the biosurfactants obtained, it was stood out produced by
Brevibacterium halotolerans, which maintained its activity in a solution containing 175
g. L' NaCl. This is the first report of biosurfactant production by this species. Its high
salt tolerance isolated places as promising for biotechnological applications in the oil

chain.



1. INTRODUCAO

Surfactantes sao moléculas anfipaticas contendo uma cabeca hidrofilica e
uma cauda apolar de hidrocarbonetos. Esses compostos reduzem a tensao
superficial e interfacial na interface entre fluidos imisciveis, resultando em
propriedades como detergéncia, emulsificagcédo, formagao de espuma, solubilizagéo e
mobilizagdo de compostos organicos hidrofobicos (Abbasi et al. 2011).

O aumento da consciéncia ambiental, tanto por parte da sociedade civil
quanto do setor produtivo, tem levado a um maior interesse pelos surfactantes
microbianos (biossurfactantes), em contra-posi¢gdo a seus homodlogos quimicos, em
razao de propriedades unicas de biodegradabilidade, baixa toxicidade, maior
seletividade e aceitabilidade ambiental. Além disso, os biossurfactantes apresentam
menor concentracdo micelar critica e capacidade de manter suas atividades em
condigbes extremas de temperatura, de pH e de salinidade (Morita et al. 2007).

Biossurfactantes tém uma ampla gama de aplicagbes em diversos processos
agricolas e industriais, incluindo os das industrias de petréleo e gas natural,
farmacéuticas, alimenticias e nas de cosméticos (Singh et al. 2007).

Especificamente na industria petrolifera, os biossurfactantes podem ser
empregados em processos de recuperagdo avangada de petroleo, remediagéo de
ambientes contaminados com Oleo e derivados, limpeza de tanques de
armazenamento de 6leo e no tratamento de agua de produgdo. Essas aplicacbes
requerem que as moléculas mantenham-se funcionais em solugbes com alta
salinidade, condi¢cdo que, normalmente, inativa a maioria dos surfactantes sintéticos.

Somente um pequeno numero de bactérias foram descritas como capazes de
crescer e de produzir biossurfactantes ativos em condigdes extremas (Shavandi et
al. 2011).

A maioria dos trabalhos de bioprospecgédo de micro-organismos produtores de
biossurfactantes para aplicagdo na cadeia produtiva do petréleo € geralmente
realizada em ambientes marinhos ou terrestres contaminados com oleo. Tem-se
como principio que a produgdao de compostos com acdo de solubilidade dos
substratos hidrocarbénicos hidrofébicos favorece as populagcées produtoras, sendo
essa, pois, uma pressao seletiva que tende a enriquecer esse grupo de populagdes

em ambientes impactados pela presenca de hidrocarbonetos. E relevante se



considerar, porém, que muitos hidrocarbonetos apresentam alta toxidade para todos
os grupos de organismos (Das e Mukherjee, 2007). Portanto, a presenca de
hidrocarbonetos no ambiente pode alterar a riqueza e a abundéancia de espécies da
comunidade que ali se estabelece, contribuindo para reducéo de vias metabdlicas
complexas que possam produzir moléculas de interesse para diferentes aplicagoes,
inclusive as relacionadas com a industria do petroleo.

Considerando-se ainda que os biossurfactantes estdo envolvidos em outros
processos ecoldégicos importantes para a célula, estas moléculas sdo uma
importante estratégia de sobrevivéncia e crescimento microbiano nos mais diversos
ambientes, sendo necessaria em processos metabdlicos vitais para a célula (Bodour
et al. 2003). Além disso, estdo relacionadas ao aumento da disponibilidade de
substratos hidrofébicos que nao sao, necessariamente, derivados do petréleo, sendo
factivel supor a ocorréncia de populagdes microbianas produtoras de
biossurfactantes em ambientes pristinos.

Este trabalho teve como foco o isolamento de bactérias produtoras de
biossurfactantes ativos em alta concentracdo salina, a partir de amostras de solo
sem histérico de contaminacdo por hidrocarbonetos de petrdleo ou de outros
impactos antrépicos. As amostras foram coletadas na ilha oceanica da Trindade,
localizada a 1.140 km a oeste da costa brasileira, entre os paralelos 20° 30’ S e 29°
18’. A ilha apresenta dificuldade de desembarque e possui acesso exclusivamente
por mar, nao oferecendo condi¢des para o turismo. Caracteristica singular de
Trindade condiz a sua matriz rochosa que pertence a uma série vulcanica oceanica
mais subsaturadas em silica e mais sodico-alcalinas do Atléantico, constituindo uma
das séries oceanicas mais sodicas sendo a mais sodica ja registrada (Almeida,
1992). Caracteriza-se, assim, como sendo um local excepcional para investigagdes
cientificas, em razdo do extremo isolamento geografico e da auséncia de efeitos

antropicos na maior parte de seu territério (Clemente et al. 2009).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Surfactantes

Os surfactantes constituem uma classe importante de compostos quimicos
amplamente utilizados em diversos setores industriais. A grande maioria dos
surfactantes disponiveis comercialmente sao sintetizados a partir de derivados de
petroleo. Entretanto, o crescimento da preocupacdo ambiental entre os
consumidores, combinado com novas legislacbes ambientais, levaram a procura por
surfactantes naturais como alternativas aos produtos existentes (Banat et al. 2000).
Surfactante € uma palavra derivada da contragdo da expressao “surface active
agent”, termo que significa, literalmente, agente de atividade superficial. Outro termo
que designa o mesmo tipo de substancia é tensoativo. O surfactante (ou tensoativo)
€ um composto caracterizado pela capacidade de alterar as propriedades
superficiais e interfaciais de um liquido. O termo interface denota o limite entre duas
fases imisciveis, enquanto o termo superficie indica que uma das fases € gasosa.
Outra propriedade fundamental dos surfactantes € a tendéncia de formar agregados
chamados micelas que, geralmente, formam-se a baixas concentragbes em agua. A
concentragdo minima na qual inicia-se a formagcdo de micelas chama-
se concentragado micelar critica (CMC), sendo essa uma importante caracteristica de
um surfactante. Essas propriedades tornam os surfactantes adequados para uma
ampla gama de aplicagbes industriais, envolvendo detergéncia, emulsificacéao,
lubrificagdo, capacidade espumante, capacidade molhante, solubilizagao e dispersao
de fases (Guyton e Hall 2002).

A maior utilizagdo dos surfactantes se concentra na industria de produtos de
limpeza (sabdes e detergentes), na industria de petrdleo e na industria de
cosméticos e produtos de higiene. A produgdo mundial de surfactantes excede trés
milhdes de toneladas por ano. Atualmente, nos paises industrializados, 70-75% dos
surfactantes consumidos sdo de origem petroquimica, enquanto que nos paises em
desenvolvimento, os compostos de origem natural predominam. Entretanto, nos
paises industrializados existe uma tendéncia para a substituicido dos surfactantes

sintéticos pelos naturais. Essa tendéncia € movida pela necessidade de produtos



mais brandos, pela necessidade de substituicdo de compostos nao-biodegradaveis e
pelo aumento da especificidade dos produtos (Bongolo 1999).

Os compostos de origem microbiana que exibem propriedades surfactantes,
isto €, que diminuem a tensao superficial e possuem alta capacidade emulsificante,
sao denominados biossurfactantes e consistem em subprodutos metabdlicos de
bactérias, fungos e leveduras (Cameotra e Makka, 1998). Assim como os
surfactantes sintéticos, os biossurfactantes sdo moléculas anfipaticas constituidas
por uma porcao hidrofébica e outra hidrofilica, o que permite sua distribuicdo em
interfaces com diferentes graus de polaridade (Nitschke e Pastore, 2002). Seus
grupamentos hidrofilicos e hidrofébicos respondem por suas propriedades de
adsorcao, formagao de micelas, formagao de macro e micro-emulsdes, lubrificacao,
acao espumante, capacidade molhante, solubilizacdo e detergéncia (Cristofi e
Ivshina, 2002). Propriedades caracteristicas dos surfactantes, como tensao
superficial e interfacial, capacidade de estabilizagdo de emulsbes e balanco
lipofilico-hidrofilico (HLB), sdo adotadas para sua qualificagdo em termos de
atividade (Maneerat, 2005). Sua capacidade de formar emulsées e de solubilizar
compostos hidrofébicos pode ser util, por exemplo, para aumentar a
biodisponibilidade de compostos organicos em processos de biorremediagao
(Muthusamy et al., 2008; Nitschke e Pastore, 2002). Os biossurfactantes apresentam
ainda a propriedade de aumentarem a estabilidade de emulsdes, ja que reduzem a
tensdo interfacial, diminuindo assim a energia na superficie entre duas fases
(Bezerra, 2006; Mulligan, 2005). A atividade de alguns biossurfactantes permanece
estavel em condigdes fisico-quimicas variadas e adversas, a exemplo de condi¢cbes
extremas de temperatura, salinidade, presséo e de pH (Nitschke e Pastore, 2006;
Bognolo, 1999).

Apesar de apresentarem caracteristicas fundamentalmente comuns aos
surfactantes sintéticos, os surfactantes de origem microbiana exibem propriedades
peculiares que os tornam bastante atrativos e comparativamente mais vantajosos,
principalmente quando se trata da aplicagdo em processos relacionados a industria
petrolifera. Dentre essas propriedades, merece destaque sua efetividade na
recuperacao de petroleo e possibilidade de producdo a partir de substratos

renovaveis e de baixo custo (Lima et al. 2011a).



A grande diversidade existente entre micro-organismos produtores de
biossurfactantes sugere que essas moléculas sdo uma importante estratégia de
sobrevivéncia e de crescimento microbiano nos mais diversos ambientes (Bodour et
al. 2003). Varios eventos que interferem direta ou indiretamente com o crescimento
ou com a fisiologia geral dos micro-organismos sao atribuidos a acgédo de
surfactantes por eles produzidos, como aumento da biodisponibilidade de substratos
hidrofobicos, complexagdo de metais pesados, patogenicidade, motilidade,
regulagcdo da adesdo ou dessor¢cdo de células, emulsificagdo, quorum-sensing,
interferéncia na formagao, maturagado ou desagregacao de biofilmes, facilitacdo do
transporte microbiano em meios porosos, dentre outros (Ron e Rosenberg, 2002).
Os biossurfactantes exibem ainda propriedades antibidticas, anticoagulantes,

hemoliticas e antivirais (Carrillo et al., 2003).

2.2. Tipos e estrutur as de biossurfacatantes

Os biossurfactantes apresentam ampla diversidade estrutural e funcional, o
que propicia flexibilidade na sua aplicacdo (Banat, 1995; Banat et al., 2000;
Mclnerney et al., 2004). Podem apresentar carga em seu grupamento hidrofilico,
sendo também classificados como catidnicos, anidnicos, ndo-idnicos e zwiteribnicos
(anfotéricos) (Christofi e lvshina, 2002). Sao classificados como glicolipidios,
fosfolipidios, acidos graxos, lipidios neutros, lipopolissacarideos, lipopeptidios,
lipoproteinas e surfactantes particulados, sendo os lipopeptideos os mais efetivos
(Mulligan e Gibbs, 2004).

Os biossurfactantes da classe dos glicolipidios tém na sua constituicao
moléculas de carboidratos (glicose, manose, galactose, ou ramnose) em
combinagdo com &acidos alifaticos de cadeias longas (Holmberg, 2001). Entre os
glicolipidios, os mais conhecidos s&o os ramnolipidios produzidos por Pseudomonas
aeruginosa (Benincasa et al. 2004), os trealolipidios produzidos por Rhodococcus
erythropolis (Uchida et al. 1989) e os soforolipidios produzidos por Candida
bombicola ou Candida apicola (Hommel et al. 1994).

Fosfolipidios e acidos graxos surfactantes sdo produzidos por uma grande
variedade de bactérias e leveduras, quando esses micro-organismos utilizam

alcanos como fonte de carbono e de energia (Cirigliano e Garman, 1985). O balango
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hidrofilico-lipofilico (HLB) desses biossurfactantes € diretamente relacionado ao
comprimento da cadeia hidrocarbdnica em suas estruturas. Fosfatidiletanolamina,
produzida por Rhodococcus erythropolis durante o crescimento em meio de cultura
contendo alcano como fonte de carbono e energia, foi reportada como capaz de
reduzir a tensao interfacial entre agua e hexadecano (Kretschmer et al., 1982).
Corynebacterium lepus e Arthrobacter parafineus foram descritas como produtoras
de acidos graxos com propriedades tensoativas (Makkar e Cameotra 2002).

Lipidios neutros compreendem os acidos graxos, triacilgliceréis e acidos
micélicos. Possuem misturas de acidos graxos a e B-hidroxilados. A maioria dos
lipidios neutros, como os triacilglicerdis e seus acidos graxos constituintes, mostram
algum grau de atividade tensoativa. Assim como os acidos micolicos, eles
constituem acidos graxos mais complexos. Esses compostos, por sua vez, séo
sintetizados por espécies de Mycobacterium spp. e por alguns espécies dos géneros
Nocardia, Corynebacterium e Rhodococcus. (Cooper e Zajic, 1980).

Lipopolissacarideos s&o acidos graxos ligados covalentemente a
polissacarideos. Os lipopolissacarideos mais bem estudados sdo o Emulsan,
Liposan e Manoproteina. Emulsan, produzido por A. calcoaceticus RAG-1, foi o
primeiro surfactante microbiano a ser produzido e comercializado em larga escala
(Rosenberg e Ron, 1999). E caracterizado como um heteropolissacarideo
polianiénico (Ferrarezzo, 1998). Liposan é um tensoativo extracelular sintetizado por
Candida lipolytica, sendo composto de 83% de carboidrato e 17% de proteinas
(Cirigliano e Garman, 1985). Manoproteina € uma proteina produzida por
Sacaromices cerevisiae, através de processo biotecnoldgico simples, de larga
escala e baixo custo (Barros et al., 2007).

Lipopeptideos sao surfactantes caracterizados pela presenca de uma porcao
lipidica e outra protéica na molécula. Diversas espécies de Bacillus sdo comumente
encontradas em reservatorios de petroleo e grande parte delas apresenta
capacidade de producao de lipopeptideos. Dentre os lipopeptideos destaca-se a
surfactina, um dos surfactantes mais efetivos e estudados, produzida por isolados de
Bacillus subtilis (Mclnerney et al., 2004).

As células microbianas e vesiculas extracelulares com atividades tensoativas
sdo classificadas como biossurfactantes particulados. Algumas células microbianas

apresentam evada hidrofobicidade superficial, sendo consideradas por si s6 como



biossurfactantes, a exemplo de algumas espécies de cianobactérias e alguns
patdgenos, como Staphylococcus aureus e Serratia sp. Bactérias do género
Acinetobacter sp., quando crescem em meio contendo hexadecano, produzem
vesiculas extracelulares que tém funcao importante na captacdo de alcanos para a

célula, possuindo elevada atividade surfactante (Gautam e Tayagi, 1979).

2.3. Diversidade ambiental para bioprospeccao

Véarios seres vivos, além de bactérias e leveduras, produzem
biossurfactantes, incluindo os animais, as plantas e outros grupos de micro-
organismos. Porém, em decorréncia do curto tempo de geragdo dos micro-
organismos, comparativamente ao crescimento de animais e de plantas, a produgéo
de biossurfactantes por micro-organismos € considerada como a forma mais
promissora de se produzir esses compostos (Lang, 2002).

Micro-organismos produtores de biossurfactantes tém sido isolados de varios
ambientes, como solo, agua do mar, sedimentos marinhos, entre outros. A presenca
de micro-organismos produtores de biossurfactantes é usual em solos
contaminados, como demonstrado em grande parte dos estudos relacionados a
bioprospeccdo desses micro-organismos. Citam-se como exemplos o isolado
produtor de moléculas tensoativas identificado como Rhodococcus sp. strain TAG,
isolado de solos contaminados com petréleo de refinarias iranianas (Shavandi et al.
2011); a bactéria termofilica Alcaligenes faecalis, isolada de solos contendendo
contaminantes derivados de petréleo localizados na india. A molécula bioativa foi
identificada como uma nova classe de glicolipideo, com potencial utilizagao
biotecnoldgica e na industria petrolifera (Bharali et al., 2011); a bactéria isolada de
solos contaminado com gasolina, identificada como P. aeruginosa e designada WH-
2, capaz de produzir compostos surfactantes com potencial aplicagdo para
biorremediagdo (Sharma et al. 2009); o glicolipideo produzido pelo isolado
Brevibacterium sp. a partir de solos contaminados com hidrocarbonetos no sudeste
da Argélia, com potencial para aplicacédo na industria farmacéutica (Ferhat et al.
2011). Menciona-se ainda o micro-organismo Bacillus circulans, isolado de solos
contaminados com metais pesados nas ilhas Andamam e Nicobar, localizadas na

india (Das et al., 2007). Estudo realizado por Boudour e colaboradores (2003)
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demonstrou que pelo menos um microrganismo produtor foi encontrado em 20 dos
21 tipos de solo estudados, entre os quais encontravam-se solos contaminados com
hidrocarbonetos, com metais pesados ou com metais e hidrocarbonetos.

Alguns trabalhos de bioprospeccéo ja foram realizados a partir de residuos de
industrias alimenticias de carne, processamento de 6leo de cozinha, refrigerantes e
alimentos enlatados (Abbasi et al. 2011). Biossurfactantes produzidos por
Lactobacillus paracasei isolados de residuos de uma industria leiteira localizada em
Portugal, foram caracterizados como moléculas propicias ao emprego farmacéutico
(Gudifa et al., 2010).

Apesar dos relatos de isolamento de micro-organismos produtores de
biossurfactantes em ambientes pristinos, a maioria dos trabalhos de bioprospeccao
desses micro-organismos é conduzida com amostras de ambientes sujeitos a agéo
antropica. Poucos trabalhos reportam a bioprospecgdo de micro-organismos
produtores de moléculas surfactantes em locais sem histérico de contaminacéo ou
de outras acbes antropicas. Citam-se entre esses o isolamento de bactérias
produtoras de biossurfactantes em solos sem contaminagao de qualquer fonte de
poluentes (Bodour et al., 2003). O isolado identificado como Brevibacterium aureum,
designado MSA 13, foi obtido de esponjas marinhas (Dendrilla nigra), coletadas no
mar do sudoeste da costa da india em profundidades rasas (10-15m). O
biossurfactante produzido por esse micro-organismo demonstrou potencial aplicagao
em processos de recuperagao de petrdleo em ambientes marinhos (Kiran et al.,
2010).

O interesse na producdo de surfactantes microbianos tem levado ao
desenvolvimento de métodos quantitativos e qualitativos rapidos e eficientes para
selecéo e analise de organismos produtores de biossurfactantes (Banat et al., 2000).
Dentre esses métodos, destacam-se o protocolo simplificado sugerido por Youssef e
colaboradores (2004), utilizado para rastrear e quantificar a produgédo de
biossurfactantes. Primeiro sdao selecionadas as culturas positivas para formacgao de
halo (hemdlise por acdo de moléculas tensoativas) em agar-sangue. Posteriormente,
as colbnias obtidas como positivas para hemdlise sdo submetidas ao teste de
colapso da gota ou a técnica de espalhamento de Odleo, para confirmacédo e
quantificacdo dos biossurfactantes produzidos. Mensuragdes da tensido superficial

podem ser utilizadas para se confirmar os resultados.



Neste trabalho, sdo reportados os resultados de bioprospecc¢édo de bactérias
produtoras de biossurfactantes em solos da Ilha da Trindade. A ilha apresenta
superficie de 13 km?, e situa-se no oceano Atlantico sul, aproximadamente no
paralelo da cidade de Vitéria, Estado do Espirito Santo, afastada 1.140 km da linha
de costa. Caracteriza-se por apresentar relevo ingreme associado a uma zona de
fratura transversal de montes vulcanicos submarinos (Barros, 1959). A parte emersa
da ilha repousa sobre o assoalho oceanico a quase 5.500 m de profundidade
(Castro & Antonello, 2006), sendo que os pontos mais altos apresentam altitudes
proximas a 600 m.

Atualmente, a ilha é referida como o unico local em territério brasileiro em
que ainda se pode reconhecer parte de um cone vulcénico (Almeida, 1961). A
diversidade de solos é profundamente relacionada com as variacdées do material de
origem vulcanica e posicao altimétrica (Ramos, 1950). De maneira geral, os solos
apresentam alta fertilidade natural e grau de intemperismo pouco acentuado (Castro
& Antonello, 2006). O clima é do tipo oceénico tropical, com temperatura média
anual de 25 °C, sendo o més de fevereiro o0 mais quente (30 °C) e o de agosto o
mais frio (17 °C) (Soares, 1964).

A vegetacdo das regides baixas e superficies do vulcanismo ankaratritico,
assim como das areas de piroclastos do plat axial € baixa, do tipo campestre, com
ervas, gramineas e ciperaceas. Ja no platd axial, nas vertentes dos morros
fonoliticos, podem ser encontradas vegetacbes arboreas, destacando-se as
comunidades de samambaias gigantes (Cyathea trindadensis), com até 6 m de
altura (Soares, 1964).



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local e coleta das amostras

A coleta das amostras de solo foi realizada com apoio logistico da Marinha do
Brasil, como parte do programa de pesquisa PROTRINDADE/CNPq. Foram
realizadas duas expedicdes a llha da Trindade, sendo a primeira no periodo de 22 a
31 de Margo de 2011 e a segunda de 26 de Abril a 07 de Maio de 2011. Foram
escolhidos doze pontos amostrais, cada um representativo de um tipo de solo
presente na ilha, sendo as amostras coletadas em ftriplicata (Figura 1). Para cada
triplicata, foram realizadas 15 prospecgbes a uma profundidade de 10 cm, com

distancia de 1,5 m entre elas e de 10 m entre cada triplicata.

Google r%'érth

igura 1 —Mapa ostrando os locais dos 12 pontos de coletas.
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As coletas foram feitas com tubos de ago inoxidavel com didmetro de 1,5 cm,
limpos em campo com alcool a 70 % antes de cada perfuragdo. As amostras foram

armazenadas em sacos plasticos e mantidas a 4 °C até o processamento.

3.2. Isolamento e condi¢des de cultiv 0 para bioprospeccao de bactérias com
capacidade de producédo de biossurfact antes em diferentes concentracfes de
NacCl

10 g de cada amostra de solo foram colocadas em frascos Erlenmeyer
contendo 10 g de pedriscos e 95 mL de solugdo tampao com pirofosfato de sdodio
(Na4P,07. 10 H,0) a 1 g.L™". Os frascos foram agitados durante 20 minutos a 27 °C e
200 rpm. A suspensao foi submetida a diluicdo seriada e posterior plagueamento em
meio agar-sangue, contendo 30 g.L™" de TSA (trypticase soy agar), 50 g.L”' de NaCl
e 5% (v/v) de sangue de carneiro desfibrinado. Apds incubagao por 48 h a 37 °C, a
presenca de halos ao redor das col6nias (beta hemdlise) (Youssef et al. 2004) foi
utilizada como indicio da presencga de biossurfactantes.

As colbnias classificadas como positivas para formacdo de halos foram
novamente plaqueadas no mesmo meio de cultivo (TSA), para obtencéo de culturas

puras.

3.3. Avaliacdo da producéo de biossurfactantes: método do espalhamento de
Oleo

A determinagao da concentragcdo de biossurfactante produzido e a deteccéo
de possiveis falsos-positivos (culturas oriundas de colénias com halo, mas que nao
produzem biossurfactantes), foram realizadas utilizando-se o teste confirmativo de
espalhamento de 6leo (Youssef et al. 2004).

Apos obtencgao das culturas puras, os isolados foram cultivados por 48 horas
em tubos contendo 10 mL de caldo TSA a 30 °C e 200 rpm. As culturas foram
centrifugadas (10.000 x g, 25 °C, 15 min) para se obter o extrato livre de células.
Uma placa de Petri (150 x 20 mm) foi preenchida com 100 mL de agua deionizada.
Uma aliquota de 30 pL de petroleo cru foi depositada na superficie da agua de

modo a se formar um filme de petréleo. 10 uL do sobrenadante da cultura sem
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células foram cuidadosamente depositados no centro da placa e sobre o filme de
Oleo. A quantificacdo da atividade relativa de biossurfactante se deu mediante a
mensuracao do didametro do halo formado no filme de éleo e comparagdo com uma
curva de calibragdo construida com a utilizagdo de surfactina comercial (Fernandes,
2011). Os isolados cujos extratos formaram halos superiores a 0,5 cm de didmetro
foram cultivados (6 dias, 30 °C, 200 rpm em frascos Erlenmeyer de 125 mL) em 50
mL de meio mineral — ME (Tabela 1), contendo glicose como fonte de carbono (20
gL") eNaCla50g.L™"

Tabela 1. Composigédo do meio mineral ME.

Componentes Concentragéo (g L '1)
KoHPO4 13,9
KH2PO4 270
Extrato de levedura 1,00
NH4sNO3 1,00
NaCl

49,0

Solugdo de Metais e

; . Concentragdo (50 mLL ™)
micronutrientes

EDTA 0,50
Mg SO4 . 7 H20 3.0

Mn SQO4 . H,O 0,50
NaCl 1.0

CaCly.2H0 0,10
Zn SO4. 7 H0 0.10
Fe SO4. 7 HO 0,10
Cu SO4. 5 H0 0,010
Na Mo Os. 2 H,0O 0,010
Na Sc O4 0,010
Na Wo Os. 2 H,0 0,010
Ni Cl. 6 H20 0,020

FONTE: Fonte: Reasoner e Geldreich (1985).
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3.4. Purificacdo de biossurfactantes

Os biossurfactantes produzidos em meio mineral (item 3.3) foram
parcialmente purificados, empregando-se o0 método da precipitagado acida (Vater et
al. 2002 ). As amostras (30 mL em tubos Falcon de 50 mL) foram centrifugadas
(12.000 x g, 20 minutos, 20°C) para sedimentagédo celular. Em seguida, o pH foi
ajustado com HCL a 6 mol.L™" para 2,0 (dois), seguindo-se repouso em geladeira por
4 °C por 12 h (overnight). As amostras foram centrifugadas novamente a 9.000 x g, o
sobrenadante foi descartado e os biossurfactantes foram ressuspendidos em agua

deionizada em igual volume para quantificagao.

3.5. Tensoes interfaciais hexadecano-agua

As tensoes interfaciais entre o petréleo e as solu¢des dos biossurfactantes
purificados foram avaliadas em um tensibmetro Spinning drop Kruss, modelo
Site100HS, empregando-se as solugdes surfactantes sob teste como fase continua
e 10 yL de hexadecano como fase leve. As leituras foram feitas em rotacdo de
4.000 rpm e temperatura de 35 °C. As tensdes interfaciais entre o petrdleo e as
amostras foram mensuradas apos 20 minutos, sendo a tenséo interfacial real aquela
obtida apds alcancar-se a estabilidade dos valores mensurados (Kruss®,
Alemanha).

O efeito da salinidade da solugao surfactante sobre a tensao interfacial foi
avaliado por meio da adicdo de NaCl a solugao surfactante, de modo a se obterem
as concentragdes de 0, 25, 50, 100, 150 e 175 g.L™.

3.6. Tensbes Superficiais

As tensdes superficiais (TS) das solugdes de biossurfactantes purificados
foram avaliadas em tensidmetro Dataphysics DCAT 21, com o auxilio do programa
SCAT versao 3.2.0.84, utilizando-se o método da placa de Wilhelmy e o valor de
0,05 como valor-limite do desvio padréo. O efeito da salinidade sobre a tensao

superficial foi avaliado por meio da adigdo de NaCl as solu¢des de biossurfactante,
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de modo a se obterem as concentragdes de 0, 25, 50, 100, 150 e 175 g.L'1
(Fernandes, 2011).

3.7. Identificagao dos isolados bacterianos

3.7.1 Andlise do perfil de acidos graxos

Os isolados de interesse (produtores de biossurfactantes), foram identificados
por meio da andlise de Esteres Metilicos de Acidos Graxos (FAME) e do
sequenciamento e analise da sequéncia parcial do rDNA 16 S.

Os isolados foram cultivados em agar TSA a 30 °C por 24 horas. Colbnias
isoladas do terceiro quadrante foram utilizadas para obtencdo dos FAME, utilizando-
se o kit Instant Fame (MIDI Inc., Newark, DE), de acordo com as recomendacdes do
fabricante. O extrato foi analisado em um cromatografo a gas Agilent 7890. O
programa MIDI Sherlock® (Sherlock Microbial Identification System de MIDI
Inc.Newark, Delaware, USA) foi utilizado para ajustar os parametros operacionais do
cromatégrafo gasoso e para o reconhecimento, quantificacdo dos picos obtidos nos
cromatogramas e comparagao com a biblioteca de referéncia ITSA 1.0 e IR2A 1.0.
As identificagées foram realizadas com base nos indices de similaridade (IS), sendo
o isolado considerado como desconhecido quando o IS foi inferior a 0,3; como
identidade em nivel de género quando maior que 0,3; e considerado como
identificado em nivel de espécie, quando maior que 0,5 (Buyer, 2003). As
identificacbes bacterianas foram expressas como género-espécie-sub-espécie
(Kunitsky et al. 2006).

3.7.2 Extracao de DNA, amplificagdo, sequenciamento e andlise de

sequencias do rDNA 16S

A identificacdo dos isolados foi confirmada por seqlenciamento e analise da

sequéncia parcial do rDNA 16 S. Os isolados foram reativados em agar BD (Bacto™

14



— Tryptic Soy Broth) a 30 °C por 24 h. Uma col6nia foi inoculada em tubos de ensaio
contendo 5 mL de caldo BD, seguindo-se incubagao por 24 h a 30 °C e 150 rpm.

A extracao do DNA total das culturas foi realizada por protocolo simplificado
de extracdo de DNA baseado em lise térmica (Moore et al., 2004), adaptado por
Boniek et al. 2010.

A amplificacdo do fragmento parcial do rDNA 16S foi realizada utilizando-se
primers universais para Bacteria 5F (5 — TGGAGAGTTTGATCCTGGCTCA - 3) e
531 r (5 TACCGCGGCTGCTGGCAC- 3’) (Hall et al. 2003). As misturas das reagdes
em volume final de 25 pL continham aproximadamente 20 ng de DNA molde,
tampao da Tag (PROMEGA ™, Madson, EUA) sem corante, 2,25 mM de MgCl,, 210
nM de cada primer, 250 uM de desoxinucleotideos (dNTP’s) e 0,02 U de Tag DNA
polimerase (PROMEGA™, Madison, EUA).

A reacdo de amplificacdo foi efetuada em termociclador (Master Gradient,
Eppendorf-Germany), programado para realizar a desnaturagao inicial a 94 °C por 4
minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturagdo a 94 °C por 30 segundos,
anelamento a 60 °C por 1 minuto, extensdo por 1 minuto e 30 segundos a 72 °C e
extensao final durante 7 minutos a 72 °C. Os produtos resultantes da reacdo de PCR
foram avaliados por eletroforese em gel de agarose (12 g.L™"), em tampao TAE 0,5
X. A imagem do gel foi obtida e processada por meio do sistema de foto-
documentagéo L-Pix Chemi (Loccus Biotecnologia), com auxilio do programa L-Pix
Image. A quantificagao foi realizada com marcadores de quantidade de DNA de fago
lambda nas concentracdes de 25, 50, 75 e 100 ng. uL™.

Apos a quantificacéo, os produtos de PCR foram purificados com o KIT illustra
™ GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare) e o produto
purificado foi submetido a reacdo de sequenciamento utilizando-se o kit DYEnamic
™ ET dye terminator (MegaBACE ™, GE Healthare), juntamente com os primers 5F
e 531r (individualmente). As amostras foram processadas em sequenciador
automatico MegaBACE 1000 (Molecular Dynamics), seguindo-se as recomendacgdes
do fabricante. As identidades das sequéncias nucleotidicas foram comparadas
aquelas armazenadas no banco de dados do National Center for Biotecnology
Information (NCBI). O alinhamento das bases foi realizado com o auxilio do
algoritmo Clustal W, seguindo-se correcdo manual com o programa Mega 5.0
(Tamura et al. 2007).
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3.8. Preservacéo das linhagens bacterianas

Os isolados selecionados foram cultivados em placas contendo meio sdlido
Bacto™ — Tryptic Soy Broth (BD) e incubados a 30 °C por 24 h. Em seguida,
realizou-se a repicagem das coldnias para tubos de ensaio contendo 5 mL de caldo
BD, seguindo-se incubagao a 30 °C e 150 rpm por 24 h. 1 mL de cada amostra foi
transferido para microtubos de 1,5 mL de capacidade e centrifugado a 12.400 X g
por 1 minuto. O sobrenadante foi descartado e ao pelet foram adicionados 600 uL de
caldo BD e 400 pL de glicerol a 80 %. As amostras foram congeladas em nitrogénio

liquido e estocadas a -80 °C.
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4. RESULTADOS

4.1. Isolamento das bactérias produtoras de biossurfactantes

As 12 amostras de solos selecionados para triagem de bactérias produtoras
de biossurfactantes foram identificadas como pertencentes a classe dos Neossolos e
Cambissolos, com material de origem majoritariamente de natureza vulcanica. A
maioria das amostras mostrou textura franca com conteudo de matéria orgéanica total
variando de 1,87 % no ponto de coleta P10 a 8,46 % no ponto P01 (Figura 1 e
Tabela 2). O pH foi variavel e somente no ponto P02 foi observado valor alcalino
(Tabela 2) diferente dos solos acidos das demais amostras. A contagem de
bactérias que puderam ser cultivadas nas condicbes estabelecidas foi
invariavelmente de 10° UFC g™ (Tabela 2), com excecéo do solo P01 (Figura 1), cuja
contagem foi duas ordens de magnitude maior, resultado atribuido ao maior
conteudo de matéria orgénica (Tabela 2).

Durante a triagem em meio agar-sangue, 93 isolados apresentaram atividade
hemolitica (Tabela 2), dos quais 31 foram confirmados como produtores de
biossurfactantes pelo método do espalhamento do éleo, apds serem cultivados em
caldo TSA contendo 50 g.L™" de NaCl.

A proporgao de coldnias com atividade hemolitica, em relagdo ao numero total
de colbnias nas placas de agar-sangue, variou amplamente entre as diferentes
amostras (Tabela 2). Nas amostras P09 e P10, nenhuma colonia com atividade
hemolitica foi encontrada, dentre 65 e 205 coldnias totais, respectivamente. Ambos
os pontos PO1 e P05 tiveram valores mais elevados na propor¢ao de colénias com
atividade hemolitica (27,2 % e 22,8 %) respectivamente. Nas demais amostras essa

proporcao foi variavel entre 12,3 % e 1,86 %.
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Tabela 2. Caracteristicas dos solos e

biossurfactantes

resultado de triagem de bactérias

produtoras de

N°de

b
Amostra de coldnias com (Ijsiladosd ‘Isolados
solo/ Textura MO pH UFC/g de atividade bpro L]f ortest e produtores de
Localizacio (%) H,O solo hemolitica/ N° 'OSU'; dacTag Ae - biossurfacantes -
¢ total de caldo meio mineral
coldnias (%)
PO1
20°31'7,70"S Franco- 8.46 5.94 (1,2 t 0,07) 279 8 y
Argiloso ’ ’ X 107 ’
29°18'19,30"0
P02
20°30'38,40"S Areia- 237 778 (13% 028 12,3 4 1
Franca ’ ’ % 10° ’
29°18'30,60"0
P03
on " 1
20°303270°S  Franco 261 504 (4~ 49 7,2 3 1
29°18'33,50"0 X 10
P04
0r'E QAN t
20°305,80'S  Franco 684 6,81 (8'8; 0.07) 56 3 2
29°19'15,70"0 10
PO5
20:3016,47's  Argil- 00 g5y (85T 099) 22,8 4 1
Siltosa ’ ’ X 10° ’
29°19'11,74"0
P06
on " t
20°30'55,70"S Argila 473 617 20+ 042) 19 3 3
29°19'2,40"0 X 10
PO7
ony! " +
20°30'54,90"S Argila 460 618 (1‘6x_ 06,14) 1,8 2 2
29°18'56,60"0 10
P08
20°31'1,12"S Argla- 4o g7, 22T 028) 44 3 2
Siltosa ’ ’ ¥ 10° ’
29°19'18,67"0
P09
041 R +
20°31'0,60"S Franco 2,61 5,95 (6’5:’{_ 15’90) 0 0 0
29°19'26,18"0 10
P10
onra H7m +
20°30827"S  Franco 187 654 (22 028) 0 0 0
29°20'9,92"0 X 10
P11
o Franco- (1,9
20°30'3,70"S Argila- 497 672 * 042)¥% 1 35 1 1
29°20'9,65"0 Siltosa 0°
P12 +
20°30'57,29"S  Franco 1,99 6,30 (5'4x— 8.22) 3,7 0 0
10

29°19'22,82"0

MO, matéria organica;

P|solados produtores de biossurfactantes cultigagn caldo TSA salino e testados com método de

espalhamento de 6leo);

‘Isolados produtores de biossurfacamigivados em meio mineral e testados com método do espalhamento de

6leo).
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Os 31 isolados identificados como produtores de biossurfactante foram
novamente cultivados a 30 °C em caldo ME acrescido de 50 g.L™" de NaCl (Tabela
1), para posterior quantificagdo de biossurfactantes pelo método do Espalhamento
de Oleo. Nessa etapa, 14 isolados foram selecionados como bons produtores de
biossurfactantes (Tabela 3). O critério adotado para essa selegao foi a formagao de
halo com diametro superior a 2,5 cm, o que corresponde a uma concentragado de

biossurfactante (relativa & da surfactina) de 44,4 mg.L™ (Figura 2).
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Figura 2 . Didmetro do halo de espalhamento de 6leo em fungéo
da concentragdo de surfactina comercial (Sigma) (Fernandes,
2011).

As maiores concentragdes (relativas a surfactina) de biossurfactantes
nos extratos semi-purificados foram obtidas a partir dos meios de cultivo
inoculados com os isolados TR 13 (373,0 mg.L™"), TR 35l (358,7 mg.L") e TR
14 (330,1 mg.L™") (Tabela 3). As concentragdes relativas de biossurfactantes
nos extratos semi-purificados obtidos a partir do cultivo dos demais isolados
variaram entre 144,4 e 273,7 mg.L'1, com excecado de TR 19 e TR 7, que
produziram biossurfactantes em menor concentragdo relativa (44,4 mg.L™),
(Tabela 3).
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Tabela 3. Concentracgao relativa de biossurfactantes produzidos por isolados
selecionados e cultivados em meio ME Salino por 7 dias a 30 °C e 200 rpm

Concentracao de

Isolado Didmetro (cm) biossurfactante (mg L™")*
TR 271l 3,6 201,6
TR 10 4,1 273,0
TR 19 2,5 44,4
TR 14 4,5 330,1
TR 8 3,5 187,3
TR7 2,5 44,4
TR 471l 4 258,7
TR 17 3,2 1444
TR 3511 4,7 358,7
TR 22 3,7 215,9
TR 59l 3,3 158,7
TR 13 4,8 373,0
TR 27 3,5 187,3
TR 12 3,8 230,1
BCO 0 0

* Os valores correspondem a concentragao relativa de biossurfactantes nos extratos aquosos,
obtidos apds a precipitagdo das moléculas por HCL (pH = 2,0) e ressuspensdo em agua. A
concentracdo foi estimada a partir de curva de regressdo entre didmetro do halo de
espalhamento de petréleo cru e concentragédo do biossurfactante comercial Surfactina (Sigma).

4.2. Efeito da concentracdo de NaCl sobre a tenséo interfacial

Houve reducéo significativa da tenséao interfacial entre o hexadecano (fase
leve) e os extratos de biossurfactantes purificados, apos cultivo em meio ME dos 14
isolados listados na Tabela 3, o que confirma a presenga de biossurfactantes
efetivos nesses extratos.

A mensuracdo da tensdo interfacial em fungao da concentracdo salina foi
realizada até se observar a estabilidade da leitura, o que ocorreu na faixa entre 100
e 150 g.L'1 de NaCl para todos os isolados. Exce¢des foram as amostras TR 13 e
TR 14, que mantiveram queda nos valores de Tl até 175 g.L™" de NaCl (Figura 3).
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Os extratos obtidos com os isolados TR 13 e TR 14 apresentaram os
menores valores de tensao interfacial a uma maior concentracdo de sal do que os
extratos dos demais isolados. O extrato de TR 13 teve a Tl reduzida de 2,00 mN.m™
(sem adi¢do de sal) para 0,156 mN.m™, na concentracdo de 175 g.L™' de NaCl; a Tl
do extrato do TR 14 foi reduzida de 2,29 mN.m”" a 0,198 mN.m™, nas mesmas
concentracgdes salinas (Figura 3).

Os extratos obtidos com os isolados TR 17, TR 27, TR 27 Il e TR 59 Il, (Figura
3) apresentaram valores estaveis de Tl entre as concentracdes de 100 a 150 g.L™ de
NaCl. O extrato do isolado TR 17 apresentou reducédo na Tl de 1,47 mN.m™, sem
adicdo de sal, para 0,159 mN.m™, com 150 g.L ' de NaCl. Nas mesmas condicdes,
a Tl do extrato TR 27 foi reduzida de 1,63 mN.m™ para 0,155 mN.m™"; a do extrato
TR 27 Il foi reduzida de 1,630 mN.m™" para 0,144 mN.m™ e a do extrato TR 59 I, de
1,90 mN.m™" para 0,187 mN.m™".

Os demais isolados (TR 22, TR 12, TR 7, TR 35Il, TR 10, TR 8, TR 47ll e TR
19 (Figuras 3) foram menos eficazes na diminuigdo da tensé&o interfacial, embora
tenham apresentado valores baixos de Tl entre 100 e 150 g.L™" de NaCl.

O resultado mais discrepante foi o obtido com o extrato do isolado TR 19,
cujos valores de Tl variaram entre 4,37 mN.m'1, sem adicdo de sal, e 1,64, com
adicdo de 150 g L' de NaCl. O maior valor de Tl na auséncia de NaCl,
comparativamente aos valores obtidos com os demais isolados, e o menor efeito da
adicdo de NaCl sobre a reducao da TI, podem ser atribuidos a baixa concentragao
relativa de biossurfactante produzido por esse isolado, nas condigdes experimentais
do trabalho (Tabela 3). A relagdo inversa entre a concentragdo de biossurfactantes e
a Tl com hexadecano ja foi demonstrada (Fernandes, 2011).

A adicao de NaCl ao extrato das culturas de todos os isolados promoveu
uma redugao exponencial da tensao interfacial hexadecano-agua (Figuras 3 a 5). O
maior efeito da salinidade foi observado com a amostra TR 19, cuja tensao
interfacial foi reduzida de aproximadamente 4,37 mN.m™", na auséncia de NaCl, para

0,156 mN.m™", quando o sal foi adicionado em uma concentragdo de 175 g.L™".
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Figura 3. Efeito da concentracdo de NaCl na tensdo interfacial dos extratos de biossurfactantes
purificados. As mensuragodes foram feitas utilizando hexadecano como fase leve.

4.3. Efeito da concentracdo de NaCl sobre a tenséo superficial

Todos os 14 isolados foram capazes de produzir biossurfactantes com
competéncia para reduzir as tensdes superficiais do meio ME (Tabela 1) para
valores inferiores a 40 mN.m”, o que os caracteriza como produtores de
biossurfactantes com forte atividade superficial (Tabela 4).

Enquanto 20 a 30 g.L”' de NaCl sdo o suficiente para desestabilizar
surfactantes quimicos (Banat, 1995), os biossurfactantes produzidos pelos isolados
TR 13 e TR 14 mantiveram a atividade a uma concentracdo de 175 g.L™" de NaCl
(Figura 4). Os biossurfactantes produzidos por esses dois isolados também foram os
que apresentaram os menores valores de tensdo superficial (26,10 a 26,7 mN.m™")
em solucdes contendo 150 g L™ de NaCl (Tabela 4). Na concentracéo de 175 g.L™,
as tensdes superficiais dos extratos dos dois isolados apresentaram um pequeno

aumento, para 27 * 0,05 mN.m™.
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Figura 4. Valores de Tensdo Superficial em funcdo da
concentragdo salina dos isolados TR 13, e TR 14. Erro padrao
inferior a 0,05.

Os biossurfactantes produzidos pelos demais isolados apresentaram a maior
atividade de reducao da tensao superficial na presenca de NaCl a 100 g.L'1, com
excecdo do isolado TR 19, cujos valores de TS aumentaram a partir de 25 g.L™" de
NaCl (Tabela 4). Os valores de TS do extrato desse isolado foram também os mais
elevados. Tendo em conta que a concentragao de biossurfactantes no extrato de TR
19, relativa a surfactina comercial Sigma, foi a menor entre os isolados avaliados
(juntamente com o isolado TR 07), é factivel considerar que a atividade do(s)
biossurfactante(s) produzido(s) por esse isolado possa ser similar ou mesmo
superior a atividade dos biossurfactantes produzidos pelos outros isolados. Isso
pode ocorrer caso a concentragdo de biossurfactantes no extrato TR 19 seja menor
do que a sua CMC. Com o extrato do isolado TR 07 nao foi observado resultados
elevados, tanto da tenséo interfacial (Figura 3, TR 7) quanto da superficial (Tabela
4). O fato do mesmo apresentar concentragao relativa de biossurfactante igualmente
reduzida (Tabela 3) pode ser atribuido a uma menor CMC dos biossurfactantes por

ele produzidos, comparativamente aos biossurfactantes produzidos por TR 19.
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Tabela 4. Valores de Tensao Superficial em relagao a diferentes concentragdes salinas, dos
isolados produtores de biossurfactantes.
Tensé&o Superficial (mN/m) / Concentracéo de NaCl (g L )

Isolados 0 25 50 100 150 175
R 1 2880 27,55 27,01 26,34 26,10 27,25
0,03 + 0,03 + 003 + 0,05 + 0,05 + 005
R4 29,85 28,56 28,10 27,09 26,69 27,16
* 0,04 * 0,04 + 0,04 + 005 + 005 + 005
R 1 29,45 28,86 28,45 27,92 28,86
+ 0,04 + 0,05 + 0,05 + 0,05 + 0,05
R 29,17 28,48 28,11 27,96 28,84
T 0,04 T 005 * 004 T 005 T 0,05
REoll 28,85 28,32 28,21 27,87 29,29
t 0,05 T 0,05 * 0,05 T 005 T 005
R22 29,39 28,66 28,38 27,31 28,17
+ 0,04 + 0,04 + 0,05 + 0,05 + 0,05
R3s 28,84 28,10 27,63 27,13 28,14
T 0,03 T 0,04 T 0,05 T 0,05 T 005
R17 28,87 28,27 28,26 27,74 28,38
* 0,04 + 005 + 005 + 005 T 005
RATI 28,45 27,71 27,32 26,83 27,69
+ 0,04 + 0,05 + 0,04 + 0,05 + 0,05
R7 29,12 28,24 27,80 27,18 27,49
+ 0,05 + 0,04 + 0,04 + 0,05 + 0,05
Re 30,17 29,33 28,96 28,49 28,51
* 0,05 T 005 * 004 T 0,05 T 0,05
R1s 35,57 35,50 36,92 38,08 38,35
* 0,05 T 0,05 * 0,05 T 005 T 0,05
R 10 29,65 28,80 28,36 27,49 27,99
+ 0,04 + 0,04 + 005 + 0,05 + 005
RoTI 28,73 28,22 27,91 27,63 28,22
T 0,04 T o004 * 0,05 T 0,05 T+ 0,05

4.4. |dentificacdo dos isolados

A andlise dos perfis de ésteres metilicos de acidos graxos (FAME), utilizando
o sistema Sherlock® (MIDI), permitiu determinar a identidade de 12 dentre os 14
isolados obtidos, com base na biblioteca de referéncia ITSA 1.0 e IR2A 1.0 (Tabela
5). Todos os 12 isolados identificados nessa fase pertencem a espécies do Filo
Firmicutes, género Bacillus, a saber: B. subtilis subsp. spizizenii, B. subtilis subsp.

subtilis e B. atropheaeus (Tabela 5).
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Isolado

Identificagdo de isolados pelo
perfil de ésteres metilicos de
acidos graxos (FAME)

indice de
Similaridade (IS)

TR7

TR 8
de TR 10

TR 12

TR 13

TR 14

TR 17

TR 19

TR 22

TR 27

TR 27 11

TR 3511

Bacillus subtilis subsp.
subtilis GC subgrupo A.

Bacillus subtilis subsp.
subtilis subgrupo D

Bacillus subtilis subsp.
spizizenii

Bacillus subtilis subsp.
subtilis subgrupo D

Bacillus atropheaeus

Bacillus atropheaeus

Bacillus subtilis subsp.
spizizenii
Bacillus subtilis subsp.
spizizenii
Bacillus subtilis subsp.
subtilis subgrupo D

Bacillus subtilis subsp.
spizizenii

Bacillus subtilis subsp.
spizizenii

Bacillus subtilis subsp.
subtilis subgrupo D

26

0,412**

0,728*

0,421**

0,698*
0,313**

0,312**

0,380*

0,379*

0,523*

0,365*

0,528*

0,528*

Tabela 5.
Identificagdo dos
isolados pelo perfil
ésteres

metilicos de
acidos graxos.



Bacillus subtilis subsp.

TR47I subtilis subgrupo A

0,550*

Bacillus subtilis subsp.

EE 3
TRS9I spizizenii 0,475

* |solados obtidos a partir da analise da composigao de acidos
graxos com base na biblioteca do método IR2A 1 1.00.

** |solados obtidos a partir da analise da composigao de acidos
graxos com base na biblioteca do método ITS2A 1 1.00.

Os perfis de acidos graxos obtidos dos 14 isolados estudados foram
submetidos a analise de agrupamento baseada na distancia Euclidiana,
empregando-se o préprio software de identificacdo (Sherlock®, MIDI). Essa analise

foi feita para se detectar a presenca de diferentes isolados possivelmente
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pertencentes a uma mesma cepa, e tem como principio que amostras com Distancia
Euclidiana acima de 2,5 pertencem a cepas distintas. Durante a etapa de
identificacdo, os extratos de FAME foram analisados com dois métodos distintos e
com suas respectivas bibliotecas de referéncia (ITSA 1.0 e IR2A 1.0). Devido a
incapacidade do software de unir os resultados das bibliotecas ITSA 1.0 e IR2A 1.0,
foram elaborados dois Dendrogramas. Em funcdo disso, nas analises de
agrupamento foram empregados os perfis obtidos com o método que forneceu o
maior valor de IS (indice de Similaridade) para cada isolado.

Os isolados cujo maior valor de IS foram obtidos com o método ITSA 1.0
foram o TR 13 e TR 14 (identificados como Bacillus atropheaeus), os isolados TR 10
e TR 59 Il (B. subtilis subsp. spizizenii) e o isolado TR 7, identificado como Bacilus

subitilis (Figura 5).

Trindade 14 . . . . . . « « + « « + .+ . . |
Trindade 13 . . . + « v v 4 v v v 4w 4« . . !

Trindade 59IT . . . .+« + v « v & + o o «
Trindade 10 . . . v v v v v v v v e e .. :'—\
'Trindade 07 . + + o o o u e e S

| | | | | | | |

[ [ [ [ [ [ [ [
0 1.25 2.5 3.75 5 6.25 7.5 8.75

Figura 5. Dendrograma construido com base na Distancia Euclidiana dos perfis de acidos graxos
dos isolados da llha da Trindade, analisados pelo método ITSA 1.00 (MIDI).

Com base na analise de agrupamento (Figura 5), os isolados TR 10 e TR 59,
ambos identificados como B. subtilis subsp. spizizenii, podem em principio ser
considerados como pertencentes a mesma cepa. Isso ndo €& necessariamente
verdadeiro, uma vez que o método apenas assegura que amostras com Distancia
Euclidiana acima de 2,5 pertencem a cepas distintas. Deve-se considerar que os
micro-organismos acima referidos foram isolados de diferentes amostras de solo
(Tabela 6). Além disso, os dados de Tenséao Interfacial em resposta ao aumento da
concentragédo salina da solugao (Figuras 3) permitem concluir que, a despeito da
grande similaridade entre os perfis de acidos graxos desses isolados, eles
pertencem a cepas distintas. A atividade interfacial dos biossurfactantes produzidos
por TR 59Il é mais fortemente e positivamente afetada pelo aumento da salinidade,

0 que se traduz em queda mais abrupta da tensao interfacial com o aumento da

28



concentracao salina na solugao (ver Figura 3 — isolado TR 59Il, em comparagao com
a Figura 3 —isolado TR 10).

Os demais isolados apresentaram maiores IS quando os seus extratos de
FAME foram analisados com o método IR2A 1 (Tabela 5). Os isolados TR 35II, TR
22, TR 12 e TR 8 foram identificados como Bacillus subtilis GC subgrupo D e o
isolado TR 47 Il foi identificado como Bacillus subtilis GC subgrupo A. Os isolados
TR 27, TR 19, TR 17 e TR 271l foram identificados como B. subtilis subsp. spizizenii.
Os resultados de identificagcdo s&o coerentes com a separacédo de dois ramos a uma
Distancia Euclidiana de 8,75, correspondentes aos grupo de B. subtilis e B. subtilis
subsp. spizizenii (Figura 6). Assim como discutido anteriormente em relagdo aos
isolados TR 10 e TR 59Il, as Distancias Euclidianas dos extratos de FAME dos
isolados TR 22/ TR35Il, TR 8/ TR12 e TR19/ TR27 apresentaram valores inferiores
ao definido como critério de separagao das amostras em cepas distintas. Nao houve
grandes diferengas nos dados de tensao interfacial X salinidade entre os isolados
TR22 (Figura 3A) e TR 35l (Figura 3D), exceto nas menores concentracées de NaCl
(Oe 25 g.L'1), 0 que pode indicar que eles pertencem a cepas distintas. Diferencas
mais amplas nas variagdes de tensao interfacial X salinidade foram encontradas
entre os isolados TR 8/ TR12 (Figuras 3F e 3B) e, especialmente, entre os isolados
TR19/ TR27 (Figuras 3H e 3J), que foram assim definidos como sendo pertencentes
a cepas distintas, ainda que com perfis de acidos graxos muito similares entre si
(Figura 6).

TRINDADE 35 ILI. + + & + & + o + & + « + & —
TRINDADE 22

TRINDADE 12 . . & & & & & & & & & = = »« = :l
TERINDADE &

.................

TRINDADE 47 IT. . . . & & & & & & = = = =

TRINDADE 27 .+ + « + o o o oe e e e e v o .
TRINDADE 19 . . v v v v v e e e e e e o . :'—’7
TRINDADE 17 + + « + v o o e e e e e v u .

TRINDADE 27 IT. . . .« & & & & & & = = = =

|

0 1.25 2.5 3.75 5 8.25 7.5 B.75
Figura 6. Dendrograma construido com base na distancia euclidiana dos isolados a partir da analise
da composicao de acidos graxos. Biblioteca do método IR2A 1 1.00.

5.5. Extracdo de DNA, amplificacdo, sequenciamento e andlise de sequencias
do rDNA 16S
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Complementar a analise pelo sistema MIDI, os 14 isolados foram identificados
com base na sequéncia parcial do gene rDNA 16S. As sequéncias obtidas foram
comparadas as pertencentes ao banco de dados no NCBI, com o auxilio da
ferramenta BLAST. Os valores de identidades variaram entre 89 e 98 % (Tabela 6).

Com outro parametro utilizado nas analises (E-value), pode-se inferir que os

valores de identidade das sequéncias foram confiaveis (Tabela 6).

Tabela 6. Comparagbes entre as sequéncias de rDNA 16S dos isolados de bactérias produtoras
de biossurfactantes depositadas no National Center for Biotechnology Information (NCBI).

Isolado Descricdo (NCBI) Numero do E-value Idengldade Amqstra de
acesso % origem
Bacillus subtilis subsp. o P11
TR7  Subilis strain DSM 10~ WR_027552.1 0.0 95 %
Bacillus subtilis subsp. o P07
TR8  Subtilis strain DSM 10~ NR-027552.1 0.0 95 %
Bacillus subtilis subsp.
TR10  spizizenii strain NRRL NR_024931.1 0.0 97 % PO7
B-23049
Bacillus subtilis subsp. o P06
TR 12 <ubfilis strain DSM NR_027552.1 0.0 97 %
[Brevibacterium]
TR13  halotolerans strain DSM ~ NR_042638.1 0.0 97 % P06
8802
[Brevibacterium]
TR14  halotolerans strain DSM  NR_042638.1 3¢ 97 % P06
8802
Bacillus subtilis subsp.
TR17  spizizenii strain NRRL NR_024931.1 1e71%® 89 % P03
B-23049
Bacillus subtilis subsp.
TR19  spizizenii strain NRRL NR_024931.1 0.0 95 % P04
B-23049
Bacillus subtilis subsp. o
TR22 e Srain DSM 10 NR_027552.1 0.0 98 % P04
Bacillus subtilis subsp.
TR27  spizizenii strain NRRL ~ NR_024931.1 3¢ 93 % P08

B-
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Bacillus subtilis subsp.

TR27 1l spizizenii strain NRRL NR_024931.1 9% 96 % P08
B-23049

Bacillus subtilis subsp. o P05
TR35I1 i ceain DSM 10 NR_027552.1 0.0 95 %

Bacillus subtilis subsp. o P02
TRATIL 0 e sieain DSM 10 NR_027552.1 0.0 95 %

Bacillus subtilis subsp.
TR5911  spizizenii strain NRRL ~ NR_024931.1 2¢71%° 89 % P01

B-23049

O resultados do sequenciamento do rDNA 16S dos isolados foram
compativeis com aqueles obtidos pelos perfis de acidos graxos, com excegao de TR
13 e TR 14, que apresentaram identidade de 97 % com Brevibacterium halotolerans
strain DSM 8802. Porém, de acordo com a analise pelo sistema MIDI, esses foram
identificados como Bacillus atrophaeus, gerando ambiguidade sobre a real
classificagado desses isolados. No entanto, de acordo com os padrboes observados
nas atividades tensoativas com alta concentracdo salina (175 g.L™" de NaCl) dos
compostos produzidos por TR 13 e TR 14 (Figuras 3 e 4) e pela caracteristica de
crescimento em meio de cultura com 50 a 150 g.L”' de NaCl, pode-se presumir que
a identificagdo como Brevibacterium halotolerans seja a mais provavel.

Os demais isolados foram identificados como Bacillus subtilis tanto pelo perfil
de acidos graxos como pela analise da sequéncia do rDNA 16S. Nesse contexto,
diante dos resultados obtidos, moléculas surfactantes com alta eficiéncia em
condigdes salinas foram produzidas por micro-organismos isolados de ambiente n&o
antropizado, abrindo com isto um novo leque de possibilidades de bioprospeccdes

com esse intuito.
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6. DISCUSSAO

Devido ao isolamento geografico, as ilhas oceanicas s&o ambientes unicos,
onde se insere a llha da Trindade no conceito de ambiente pristinico. A formagao
geoldgica e evolugao bioldgica particular destes ambientes impares conferem alto
grau de endemismo, ndo somente referente a flora e fauna, mas também a solos
com caracteristicas diferenciadas em relagdo aqueles encontrados nos continentes
(Clemente et al. 2009). Este trabalho mostra que a extensdo endémica também
pode ser atribuida a microbiota, como os isolados prospectados cuja capacidade de
produzir biossurfactantes evidenciou grande potencial de aplicagdo tecnoldgica.
Apesar desta importancia, s6 ha na literatura trabalhos referentes a procariotos de
ilhas oceanicas em regides de alta latitude, como ambientes da peninsula antartica.

Dentre estes, destaca-se o trabalho realizado com solos em condi¢des
semelhantes de formacao geoldgica e também mesma génese de origem vulcanica,
localizados na regido do Mar de Ross, Antartica. Apesar das diferentes condigdes
climaticas em relagdo a llha da Trindade, o autor reportou contagem de colbénias

microbianas com valores maximos de 1,1 = 10%® UFC g

, em amostras com
conteudo de matéria organica de 11,7 %, e valores minimos de 5,3 x 10° UFC g '1,
em solo com baixo teor de matéria organica (0,03 %) (Aislabie et al., 2008).

Na amostra de solo P01 da llha da Trindade (Figura 1), a contagem de UFC g
! foi duas ordens de magnitude maior que os demais pontos. Este valor foi atribuido
ao maior conteudo de matéria organica (Tabela 2) devido ao fato de que este era o
unico ponto amostrado com presencga de vegetagao abundante. Nos demais pontos
amostrais o solo encontrava-se desnudo, com vegetac&do esparsa ou ausente, ndo
ocorrendo assim efeito rizosférico influente na contagem de bactérias cultivadas.

Condic¢des de pH neutro sdo mais adequados para a maioria das espécies
bacterianas, porém um grande aporte de matéria organica pode ser compensatorio,
favorecendo o desenvolvimento desses micro-organismos mesmo sob condi¢des
sub-6timas de pH. Esse padrdo pode ser observado em perfis de comunidades
bacterianas em solos ornitogénicos, caracterizados pelo elevado conteudo de
matéria organica em decorréncia do guano de aves em areas de nidificacdo, em
contraste com solos minerais, geralmente pobres em nutrientes (Aislabie et al.,
2008).
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Os valores de pH encontrados nas 12 amostras nao sugerem elevadas
concentragdes de sodio no solo. Porém um subsidio pertinente a bioprospecc¢ao de
bactérias produtoras de biossurfactante ativos em alta concentragdo salina provém
da caracteristica da matriz rochosa da llha da Trindade. A série vulcanica oceéanica
da cadeia geoldgica ao qual pertence a ilha é altamente subsaturada em silica e a
mais sodico-alcalina do Oceano Atlantico, sendo possivelmente a mais sédica do
mundo (Almeida, 2002). Todos os 12 pontos amostrais foram coletados de solos
com perfis delgados (10 cm de profundidade), com algumas repetigcdes possuindo
profundidades inferiores, devido ao afloramento da rocha matriz. Possivelmente os
isolados haldfilos selecionados tenham esta adaptagdo metabdlica em razdo da
dispersao sodica da matriz rochosa saturada em sais.

Os isolados foram selecionados com sucesso a partir de meios de cultura
agar sangue salino, com a finalidade de selecionar os metabdlitos de interesse
ativos nestas condigcbes. Bactérias produtoras de biossurfactantes, de modo geral,
apresentam atividade hemolitica, sendo essa atividade o principio do método rapido
de triagem empregado, com o que se reduz o numero de bactérias selecionadas
para os testes confirmativos subsequentes (Youssef et al., 2004). Além de
qualitativo, alguns autores utilizam o teste de hemdlise como um meétodo semi-
quantitativo da produgéo de biossurfactantes (Yonebayashi et al. 2000). O teste de
hemolise em agar-sangue foi utilizado para quantificar a surfactina produzida por B.
subtilis (Moran et al., 2002). Similarmente, ramnolipidios produzidos por
Pseudomonas aeruginosa ja foram quantificados com esse método (Johnson e
Boese-Marrazzo 1980). No entanto, em alguns casos, o efeito da hemdlise pode
reproduzir resultados falsos-positivos (Youssef et al., 2004). Por isso, é essencial a
confirmacao da producao de biossurfactantes por ensaios como o teste de Colapso
de Gota ou o Método do Espalhamento de Oleo (Bharali et al. 2011).

Destaca-se que as concentragdes reportadas sdo estimadas com base nos
diametros dos halos de espalhamento de 6leo das amostras, em comparagao com o
espalhamento resultante da adi¢gdo de surfactina comercial (Sigma). Portanto, os
valores apresentados correspondem a uma atividade de espalhamento de 6leo pelos
biossurfactantes presentes nas amostras. Essa atividade, em condi¢des-padrao de
ensaio, depende fundamentalmente de dois fatores: concentragdo de moléculas

surfactantes e atividade interfacial das moléculas. Isso equivale a dizer que duas
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amostras contendo uma mesma concentracdo de biossurfactantes podem
apresentar atividade (diametro) de espalhamento de d6leo diferente, em razdo das
diferengas na forma como agem na interface entre o 6leo e agua.

Como observado (Tabela 2), houve grande variagdo entre o numero total de
colénias em relagdo ao numero colbnias com atividade hemolitica nas placas de
Agar-sangue. Porém sao desconhecidas as razbes para essas diferencas na
proporcao encontrada nas amostras de solo da llha da Trindade. Em ambientes com
histérico de contaminacdo por substratos hidrofébicos, a propor¢cado de micro-
organismos produtores de biossurfactantes tende a aumentar, em razdo da
vantagem competitiva conferida pelo aumento da biodisponibilidade desses
substratos (Bodour et al. 2003). J& em ambientes pristinos, essas variagbes devem
ser decorrentes de diferengas tanto na quantidade quanto na qualidade da matéria
organica.

As moléculas com propriedades surfactantes identificadas nos extratos
purificados dos 14 isolados selecionados tiveram reducado significativa da tensao
interfacial. Também em condi¢des similares de salinidade, Fernandes (2011)
demonstrou que a adicao de NaCl ao sobrenadante da cultura de Bacillus subtilis
LBBMA RI4914 promoveu reducédo exponencial da tensao interfacial hexadecano-
agua, que passou de 1,5 mN.m™, na auséncia de NaCl, para 0,099 mN.m™', quando
o sal foi adicionado em uma concentracéo de 120 g.L™' de NaCl. A reducdo da Tl em
resposta ao aumento da salinidade da fase aquosa se deve ao fato de que a
alteracdo da salinidade da fase aquosa altera também a solubilidade relativa do
surfactante, levando a uma mudanca do coeficiente de particdo da molécula entre as
duas fases. O aumento da concentragéo salina da fase aquosa promove a migragéo
das moléculas surfactantes para a fase oleosa, reduzindo a concentracdo do
surfactante na fase aquosa. Portanto, a concentragcao de sal que propicia o0 menor
valor de tenséo interfacial € aquela capaz de promover o equilibrio da distribuicdo do
surfactante entre as fases aquosa e oleosa. O aumento da concentracio salina para
valores acima da concentracdo otima levam novamente ao aumento da tensao
interfacial (Sharma e Shah, 1989).

As tensbes interfaciais obtidas podem ser consideradas baixas o suficiente
para reduzir significativamente as forgas capilares que previnem a movimentacéo do

petroleo em sistemas porosos, atestando o potencial dos biossurfactantes
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produzidos pelos isolados obtidos para utilizacdo em processos de recuperagao
melhorada de petroleo (Fernandes, 2011), assim como em outras aplicagcbes
biotecnoldgicas.

Assim como nos ensaios de tensao interfacial, os 14 isolados foram efetivos
nas analises de tensdo superficial. A reducdo dos valores aferidos nos extratos
purificados por estes isolados (valores inferiores a 40 mN.m™), os caracterizaram
como produtores de Dbiossurfactante com forte atividade superficial em
concentragdes muito elevadas de sal (Tabela 4), com excegéo dos isolados TR 19 e
TR 07. Porém ndo se pode, com base nesses resultados, afirmar que o(s)
biossurfactante(s) produzido(s) por ambos os micro-organismos seja(m) menos
ativo(s) do que os biossurfactantes produzidos pelos outros isolados, porque a
tensdo superficial € inversamente proporcional a concentracdo de biossurfactante
em solugao, até que se atinja o valor de concentragdo micelar critica (CMC) (Li et al.,
2009).

Trabalhos relacionados testaram a atividade de redugéo da tens&o superficial
de bactérias produtoras de biossurfactantes de solos contaminados com metais
pesados e hidrocarbonetos, e solos sem perturbacdes antropicas. O sobrenadante
da cultura do isolado HAZ2 reduziu a tensdo de 72 mN.m™ (agua) para 39,2 + 0.4
mN.m™, sendo o biossurfactante considerado pelos autores como “moderadamente
ativo” (Bodour et al., 2003). O sobrenadante da cultura de outro isolado (GA1-5)
descrito pelos autores reduziu a tensdo superficial para somente 49,4 + 0.5 mN.m™,
sendo o biossurfactante produzido por esse isolado classificado como “minimamente
ativo”.

Rhodococcus sp. cepa TAG6, isolada de solo contaminado com petroleo,
produz moléculas surfactantes capazes de reduzir a tensédo superficial do meio de
cultura de 68 para 30 mN.m™', apés 48 h de incubagdo. O biossurfactante TA6
manteve estabilidade em solugdo com concentragdo de até 100 g.L'1 de cloreto de
sédio (Shavandi et al., 2011).

A bactéria Alcaligenes faecalis, isolada de solo contaminado com petréleo
bruto, produz biossurfactantes capazes de reduzir a tensdo superficial do meio de
cultivo de 71.6 mN.m™ para 32,5 + 0,2 mN.m™ a 10 g.L™" de NaCl. Na presenca de
60 g.L”" de NaCl, a TS aumentou para 39.8 + 0.93 mN.m™ (Bharali et al. 2011),
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demonstrando a baixa estabilidade das moléculas de biossurfactantes na presenca
de sal.

A bactéria Pseudomonas aeruginosa designada WH-2, isolada de amostras
de solo contaminado com gasolina, produziu compostos surfactantes capazes de
reduzir a tensdo superficial de valores préximos a da tensdo da agua (72 mN.m™)
para 35 mN.m™", em concentracéo salina de 50 g.L™' (Sharma et al. 2009).

Comparativamente aos resultados dos trabalhos citados acima, os
biossurfactantes produzidos pelos 14 isolados dos solos da Ilha da Trindade
demonstraram maior atividade (menores valores de tensdo superficial) e maior
tolerancia ao NaCl (manutengao da atividade em concentragdes de NaCl de até 175
g.L"). Destaca-se que nao se fizeram, neste trabalho, mensuragées de TS ou de Tl
em solugcdes com concentracao salina acima de 175 g.L'1. E possivel, portanto, que
os biossurfactantes produzidos pelos isolados da llha da Trindade sejam capazes de
manter atividade superficial e interfacial em solugbes contendo concentracbes mais
elevadas de sal. Essa caracteristica coloca esses isolados como candidatos com
alto potencial para aplicagbes que exijam tolerancia a salinidade, como a
recuperacao avangada de petrdleo, biorremediacdo, limpeza de tanques de
armazenamento de oleo, transporte de 6leo, dentre outras.

Os isolados selecionados s&o pertencentes ao filo Firmicutes. Como
caracteristica, Firmicutes sdo comumente isolados de ambientes com estresse
osmotico (Aislabie et al., 2008), condigao similar a dos ambientes amostrados neste
trabalho. A produgao de esporos e cistos, alteragdes na membrana celular, acumulo
de solutos compativeis e mecanismos diferenciados para reparagdo de material
genético também tém sido relacionados a adaptacédo a condi¢cbes de dessecacéo,
altas osmolaridade e temperatura e pH’s acidos ou alcalinos-extremos (Potts, 1994;
Mattimore e Battista 1996).

Na identificacdo dos isolados com base em analises dos perfis de ésteres
metilicos de acidos graxos, foram realizadas analises de agrupamento que serviram
para avaliar se dentre os isolados analisados havia clones idénticos. Durante o
isolamento sao purificadas colénias com aparéncia similar. Estas colénias podem ou
nao serem clones de uma mesma cepa; questdo esta que pode ser respondida com
o dendrograma construido com base na Distancia Euclidiana dos perfis de acidos

graxos.
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Na identificagdo complementar a analise pelo sistema MIDI, os 14 isolados
foram identificados com base na sequéncia parcial do gene rDNA 16S. Além dos
valores de identidade dos isolados comparados as pertencentes ao banco de dados
do NCBI, outro parametro utilizado nas analises foi o E-value (Expected Value), que
confere maior confiabilidade as consultas a medida que o resultado se aproxima de
zero. Esse valor corresponde a probabilidade de se obter alinhamento com
sequéncia do banco de dados de forma aleatédria (kerfeld e Scott, 2011). Valores de
E-value que expressam baixa identidade (valores diferentes de zero) podem ser
interpretados como: a espécie bacteriana nao foi descrita ou seus dados ainda nao
constam no banco de dados (Velazquez et al. 2008).

Como observado nos resultados de identificagdo, houve uma discrepancia na
identificacdo entre os dois métodos utilizados, para os isolados TR 14 e TR 13. A
identificacao dispar entre os dois métodos pdde ser devida a auséncia de B.
halotolerans no banco de dados do sistema MIDI. O género Brevibacterium foi
descrito por Breed em 1953, sendo Brevibacterium linens qualificada como espécie-
tipo. Séo classificados como bastonetes gram-positivos e pertencentes a ordem dos
Actinomycetales. Assim como Gammaproteobacteria, Deinococcus-Thermus,
Actinobacterias e Bacteroidetes, sdo mais prevalentes em solos secos, sendo
comum a bactérias desse grupo a presenga de mecanismos de sobrevivéncia em
condigdes severas (Saul et al., 2005). Bactérias do género Brevibacterium podem
ser encontradas em uma ampla variedade de habitas, especialmente em ambientes
com grande concentracdo de sal, sendo a maioria dos seus membros adaptados a
se desenvolver bem na presenca de 80 a 150 g L™ de NaCl (Sgroy et al. 2009). De
acordo com a literatura, o género Brevibacterium ja foi descrito como bactéria
produtora de biossurfactante, porém ainda ndo ha relatos sobre a espécie B.
halotolerans produzindo tais compostos. Isoladas de solos contaminados com
petréleo no sudeste da Argélia, bactérias pertencentes ao mesmo género
produziram biossurfactantes ativos a 100 g.L™" de NaCl e com valores de tensdo
superficial nessa condicdo de 31,5 mN.m™'. As moléculas tensoativas foram
identificadas como glicolipidios e apresentaram eficacia antimicrobiana (Ferhat et al.
2011). De modo similar, Brevibacterium aureum foi isolada a partir de espojas do
mar no sudeste da costa da india e demonstrou capacidade de produzir

biossurfactantes ativos em solucdes contendo 50 g.L™' de NaCl, sendo considerada
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pelos autores como promissora no emprego em processos de recuperagao
avancada de petréleo em ambientes marinhos (Kiran et al., 2010).

Esse resultado pode ser corroborado ainda pela semelhanga de estabilidade
do biossurfactante produzido por eles a uma concentragdo de 100 a 150 g.L'1 de
NaCl (Figura 3 e Tabela 6). A produgao de exopolissacarideos com propriedades
tensoativas por células halofilicas de Bacillus B3-15 isolados de aguas marinhas
rasas em uma ilha vulcanica localizada na lItalia foi reportada. Aléem da forte
atividade surfactante comparada a outras moléculas, foi identificada também a
atividade antimicrobiana do mesmo composto (Satpute et al. 2009). O género
Bacillus tem sido relatado como produtor de uma grande variedade de lipopeptidios
surfactantes, uma classe de biossurfactantes que inclui surfactina, iturina, fengicina
e lichenisina. Além disso, B. subtilis é relatado como produtor de uma mistura
composta por surfactina, iturina e fengicina, cada qual com diversas isoformas;
Bacillus licheniformis é relatado como produtor de lichenisina, também com inimeras
isoformas, sendo esse género qualificado como um importante grupo de produtores
de moléculas bioativas passiveis de inumeras aplicagdes biotecnoldgicas (Bodour et
al. 2003).

Bactérias produtoras de bissurfactantes sao geralmente isoladas de
ambientes contaminados com 6leo ou derivados, sendo esses os principais locais
utilizados como estratégia de prospeccédo desses organismos. Porém, esse habitat
confere alta pressao seletiva, em decorréncia da inibicdo condicionada pelos
contaminantes, reduzindo assim a biodiversidade e consequentemente a
complexidade metabdlica presente, diminuindo com isso a probabilidade de
prospeccado de moléculas diferenciadas. Kiran et al. (2010) realizaram triagem de
bactérias produtoras de biossurfactantes em ambientes marinhos sem histérico de
contaminagao por petroleo com éxito. Além disso, grande percentual de isolados
produtores de biossurfactantes prospectados de solos ndo-contaminados, em
relacdo a solos contaminados com petroleo ou metais pesados, foi relatado (Bodour
et al. 2003).

Os dados apresentados indicam que, assim como outros produtos naturais, a
exemplo de antibioticos, existe uma grande diversidade microbiana de produtores de

biossurfactantes, sugerindo que a producdo desses compostos € uma importante
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ferramenta de sobrevivéncia em ambientes onde ocorra grande competicdo por

recursos (Kiran et al. 2010).
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5. CONCLUSOES

-Foram isoladas cepas de Bacillus subtilis e Brevivacterium halotolerans do
solo da llha da Trindade, com produc¢ao de biossurfactante ativos em concentragcoes
elevadas de salinidade.

-Os biossurfactantes produzidos pelos isolados identificados como Bacillus
subtillis possuem pequenas diferengas em sua atividade, podendo ser empregados
em diferentes aplicagdes industriais e biotecnoldgicas.

-As moléculas surfactantes dos isolados TR 13 e TR 14 identificados
preliminarmente como Brevibacterium halotolerans, mostraram ser um potencial
substituto para os surfactantes sintéticos frequentemente utilizados principalmente
na industria do petroleo, devido a sua excelente atividade em altas concentragdes
salinas (170 g L™).

-Trata-se da primeira identificacdo de Brevibacterium halotolerans como
produtora de biossurfactante.

-Os processos de triagem utilizados neste estudo, por meio de técnicas de
cultivo com meios seletivos, mostraram ser eficientes e de baixo custo.

-O isolamento de micro-organismos com capacidade de produgdo de
biossurfactantes ativos em condi¢cdes extremas foi realizado com éxito em ambiente
natural isolado e pouco ou ndo antropizado, 0 que sugere que a competicdo entre
organismos onde ocorra uma biodiversidade mais ampla, pode ser uma boa

estratégia de selegdao de moléculas de interesse com melhores desempenhos.
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