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RESUMO

Lopes, Leonardo Lourenco, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Julho de
2014. Isolamento e triagem de microrganismos termoéfilos e halotolerantes
produtores de biossurfactantes. Orientador: Marcos Rogério Totola.
Coorientadores: Célia Alencar de Moraes, Mauricio Dutra Costa e Wendel
Batista da Silveira.

Os biossurfactantes sdao compostos anfipaticos que possuem aplicacdes
potenciais em diversas areas. Sao considerados atoxicos e biodegradaveis,
além de exibirem o6timas propriedades de superficie, como abaixamento de
tens&o superficial e da tensdo entre duas fases imisciveis (tens&o interfacial) e
excelente capacidade de emulsificacdo. Esses compostos tém composicéo
variada, a qual depende do tipo de microrganismo que os produz e das
condicbdes de cultivo. O presente trabalho visou o isolamento e a triagem de
microrganismos extremofilos obtidos a partir de material de compostagem de
residuos solidos urbanos com potencial para a producdo de biossurfactantes
Foram obtidos 340 isolados, dos quais 37 produziram biossurfactante, em
temperatura que variou de 40 °C a 70 °C e em meio de cultivo com
concentragdo de NaC? de 50 g L~'. Foi estimada a velocidade especifica de
crescimento dos quatro isolados que apresentaram maior capacidade de
producao de biossurfactantes, sendo que o isolado T1A63D apresentou maior
velocidade de crescimento (4 = 0,83). A maior concentragcdo de
biossurfactantes, expressa como surfactina equivalente, foi detectado no
isolado S1A1C (1295 mg L") em meio TSB. O uso dos solutos compativeis
mostrou-se eficiente para o isolamento de hipertermdfilos que crescem a 70 °C,
demonstrando que esses osmoprotetores desempenham papel relevante na

sobrevivéncia dos microrganismos crescendo em altas temperaturas.



ABSTRACT

Lopes, Leonardo Lourencgo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2014.
Isolation and screening of microorganisms thermophiles and
halotolerants producers of biosurfactants. Advisor: Marcos Rogério Tétola.
Co-advisors: Célia Alencar de Moraes, Mauricio Dutra Costa and Wendel
Batista da Silveira.

Biosurfactants are amphipathic compounds that have potential
applications in various fields, considered non-toxic and biodegradable, and
exhibit excellent surface properties such as surface tension and lowering the
tension between two immiscible phases (interfacial tension) and excellent
emulsifying capacity. These compounds are of variable composition which
depends on the type of microorganism which produces and cultivation
conditions. This study aimed at the isolation and screening extremophile
microorganisms obtained from compost of municipal solid waste with potential
for the production of biosurfactants were obtained 340 isolates, of which 37
produced biosurfactant in temperature ranging from 40 ° C to 70 °C and in
culture medium with a concentration of 50 g L' NaC{. The specific growth rate
was estimated from the four isolates had higher biosurfactants production
capacity, and the isolated T1A63D had the highest growth rate (u = 0.83). The
highest concentration of biosurfactants, expressed as equivalent surfactin, was
detected in isolated S1A1C (1295 mg L") in TSB medium. The use of
compatible solutes was efficient for the isolation of hyperthermophilic growing at
70 ° C, showing that these osmoprotectors play an important role in the survival

of microorganisms growing at high temperatures.
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1. INTRODUGAO

O uso de microrganismos pelo homem data de séculos antes de Cristo.
Microrganismos sao utilizados na alimentagcdo, na industria, na medicina, na
remediagdo de ambientes contaminados, na agricultura, no tratamento de
residuos, na producado de enzimas, antibidticos, etanol, entre outros. Isto se
deve a alta diversidade metabdlica e fisioldgica apresentada por esses seres
vivos. A despeito da ampla aplicagdo de microrganismos pelo homem, um
grupo que tem sido negligenciado é o dos extremdfilos, organismos adaptados
a crescerem em ambientes considerados indspitos, como aqueles com altas ou
baixas temperaturas, alta pressao, alta concentragdo de NaCl, dentre outros
(O'Connor, 2013).

Uma das aplicagdes atuais dos microrganismos € na recuperagao
melhorada do petroleo (MEOR, Microbial Enhanced Oil Recovery). Os
microrganismos, especialmente os procariotos, crescem exponencialmente e
produzem metabdlitos diversos, tais como gases, acidos, biossurfactantes e
biopolimeros. Os biossurfactantes, em particular, tém sido intensamente
aplicados em estudos de recuperacgao terciaria de petréleo, atuando sobre a
reducdo da tensao interfacial entre o 6leo contido no meio poroso e o liquido
injetado nos reservatorios para forcar o deslocamento do 6leo neles contido
(Fernandes, 2011; Parreira, 2009; Batista 2008). Para serem aplicaveis no
processo de recuperagao terciaria de petréleo, os biossurfactantes devem
manter atividade de superficie nas condicbes extremas encontradas nos
reservatorios, geralmente caracterizados por elevada concentragdo de sal,
altas temperaturas e elevada pressdao. Além de serem potencialmente
aplicaveis na recuperacao terciaria de petréleo, os biossurfactantes séao
empregados para diversos outros fins, a exemplo do tratamento de borras
oleosas, lavagem de solos contaminados com compostos organicos e metais,
nas industrias de cosméticos, de alimentos, de téxteis, na farmacologia, dentre
outros (Araujo et al., 2013). Em raz&do de seu amplo espectro de aplicagdes, ha
um interesse constante na descoberta de novas moléculas organicas naturais

com atividade de superficie (biossurfactantes).



Este trabalho objetivou o isolamento e triagem de microrganismos
termdfilos e halotolerantes obtidos a partir de material de compostagem de

residuos solidos urbanos com potencial para a producéo de biossurfactantes.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Microrganismos extremofilos

Extremofilos (extremo = que atingiu o grau maximo, philos = afinidade)
sdo microrganismos que vivem em condigdes extremas do ponto de vista do
ser humano, como ambientes altamente salinos, com altas ou baixas
temperaturas, com pH elevado ou baixo, com altas ou baixas pressodes e alta
radiagdo. Um organismo que cresce bem em um ambiente extremo € um
extremdfilo; em mais de um ambiente extremo, € denominado poliextremdfilo
(Rothschilde Mancinelli, 2001).

As determinagbes para que um microrganismo se enquadre no grupo
dos extremdfilos sdo antropocéntricas. Cientificamente, ha duas perspectivas:
uma evolutiva e outra ecoldgica. Na perspectiva evolutiva, sob a 6ptica do meio
ambiente mais antigo para a vida definindo o que é ‘normal’, considera-se que
a vida surgiu num em um ambiente hidrotermal andxico com alta temperatura -
qualquer meio que se desvie deste seria considerado 'extremo'. Por exemplo,
para manter-se quimicamente em meio aquoso, as células precisa de
temperatura, pH e solutos balanceados, um controle preciso sobre as
biomoléculas e correntes elétricas e uma capacidade de reparar alguns
possiveis danos. Existem certas condi¢cdes que destruirdo as biomoléculas, tais
como a dessecacdo, a radiagdo e o oxigénio. Esta ultima condig&o, o oxigénio,
forma espécies reativas de oxigénio que causam danos oxidativos aos acidos
nucleicos, proteinas e lipidios (TYRELL, 1991; NEWCOMB e LOEB, 1998).
Assim considerado, os humanos e todos os outros seres aerobios séo
extremofilos.

Sob a perspectiva ecoldgica, é interessante questionar: os extremofilos
realmente tém afinidade (do grego philos) por um ambiente extremo ou podem
meramente tolera-los? Na pratica, este ultimo é claramente mais facil de se
determinar experimentalmente, enquanto que num sentido biolégico o primeiro
tem uma certa simplicidade bioldgica e linguistica. Nas ultimas décadas do
século XX, diversos organismos ‘extremoafins’ verdadeiras foram encontradas,
permitindo assim a pureza linguistica (ROTHSCHILD e MANCINELLI, 2001).
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Mas ressalta-se que € comum para algumas condigcbes ambientais extremas
(como por exemplo a radiagdo, 0 vacuo ou concentracbes de metais) para
incluir organismos que toleram em vez de afinidade ao meio ambiente.

Também ¢é interessante se questionar. um organismo para ser
extremofilo o deve ser durante todas as fases da vida e em todas as
condicbes? A bactéria Deinococcus radiodurans, que apresenta altissima
resisténcia a radiagdo, € amplamente considerada como um extremdéfilo por
exceléncia. No entanto, a resisténcia a radiacdo em D. radiodurans é
severamente diminuida na fase estacionaria em comparacdo com a fase
logaritmica de crescimento (MINTON, 1994), sob altas concentragdes
aumentadas de manganés (Mn*?) com congelamento ou secagem (CHOW e
TAN, 1990) e em condigdes de limitagdo nutricional (VENKATESWARAN et al.,
2000). Esporos (por exemplo, de Bacillus subtilis), sementes de plantas e
estagios de ovo (por exemplo, do camardao) sdo muito mais resistentes a
condigbes ambientais extremas do que as formas vegetativas. Muitas espécies
de arvores, de sapos, de insetos e de peixes podem tolerar temperaturas
extremamente baixas durante o inverno, como resultado das mudancas
sazonais na sua fisiologia. Os Tardigrada (filo de pequenos animais
segmentados relacionados ao filo Arthopoda e conhecidos como 'ursos de
agua’) no estado tun (em forma de barril), podem sobreviver a temperaturas
que variam de —253°C a 151°C (SEKI e TOYOSHIMA, 1998).

Microrganismos extremofilos sdo encontrados nos trés dominios da vida.
Apesar de todos os hipertermdfilos pertencerem aos dominios Archaea e
Bacteria, é comum encontrarem-se eucariotos psicroéfilos, aciddfilos,
alcalifilicos, piezdfilos (ou bardfilos), xerdfilos e haldfilos (que crescem em
condicdes de baixas temperaturas, baixo pH, alto pH e sob altas pressao,
desidratagdo e alta concentracdo de NaC{, respectivamente) (Rothschild e
Mancinelli, 2001). No grupo dos extremodfilos estdo incluidos organismos

multicelulares, havendo até mesmo vertebrados que sao psicrofilos.

2.1.1. Microrganismos termofilos e hipertermoéfilos

Os (hiper)termofilos (do grego huper = acima; termos = calor, philos =

afinidade) sao aqueles microrganismos capazes de se reproduzir em
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ambientes com altas temperaturas. Sao divididos em dois grupos: termofilos
(que apresentam temperatura de crescimento entre 40-69 °C, com 6timo de 60
°C) e hiperterméfilos (que apresentam temperatura de crescimento entre 65-99
°C, com otimo de 88 °C) (Madigan et al., 2011).

Altos valores de temperatura propiciam uma série de empecilhos ao
desenvolvimento da vida. As moléculas organicas tendem a ser inativadas
quando expostas a altas temperaturas, o que dificulta a manutencdo das
atividades celulares. Dentre os principais efeitos da exposicdo de organismos
vivos a altas temperaturas, destacam-se a desnaturagdo de proteinas,
associada a perda das estruturas secundaria, terciaria e quaternaria; a
degradacgédo dos acidos nucleicos (ditada pela composicdo dos seus acidos
nucleicos, uma vez que ligagdes adenina-timina sdo menos termoestaveis que
as ligacbes citosina-guanina, e também pelo seu tamanho); a desnaturagéo
das enzimas, que perdem sua atividade catalitica, e o aumento da fluidez da
membrana, que permite que compostos saiam e/ou entrem na célula
livremente, diminuindo ou aumentando sem controle sua concentracao
intracelularmente, levando a célula a morte (Driessen et al., 1996).

Existem varias estratégias utilizadas pelos microrganismos termdfilos
para se adaptarem a ambientes com altas temperaturas, como a
termoestabilidade de proteinas e enzimas, resultante do aumento de interagdes
nao-covalentes entre os aminoacidos, que mantém a estrutura da cadeia
peptidica. Essa estabilizagdo térmica permite o funcionamento normal das
atividades celulares em temperaturas de até 142 °C (Rotschild e Mancinelli,
2001). Em temperaturas de até 107 °C, a fita dupla de DNA pode permanecer
estavel (Marguete Forterre, 1994). Entretanto, em temperaturas acima dessa, o
DNA é degradado por diversos mecanismos, sendo que o principal é a
remocao de bases puricas (depurinizagdo), o que leva a sua clivagem (Lindahl,
1993). O DNA dos termdfilos contém uma DNA girase reversa, que aumenta o
ponto de fusdo por meio da produgao de um enovelamento superpositivo no
DNA, propocionado estabilidade sob altas temperaturas (Lopez, 1999). Os
hipertermofilos possuem ainda eficientes mecanismos de reparo de DNA, e
mesmo as moléculas de RNA, que tendem a ser bastante instaveis a altas
temperaturas, sao protegidas por mecanismos que resguardam funcionalidade
dos rRNAs e os mRNAs (Bernardes, 2013).



Algumas proteinas especializadas, conhecidas como chaperonas, sao
produzidos por esses microrganismos, que ajudam a redobrar as proteinas em
sua forma normal, restaurando assim as suas fung¢des (Laksanalamai e Robb,
2004; Singhet al., 2010). Além dessas estratégias, bactérias e arqueias
termofilas conseguem sobreviver em altas temperaturas por aumentar as
interacbes eletrostaticas, dissulfeto e hidrofébicas em suas proteinas
(Ladensteine Ren, 2006; Mathew et al., 2008). Certas enzimas termdfilas sédo
estabilizadas por determinadas alteracbes de conformacéo (Fitter, 2003), ao
passo que certos metais e sais inorganicos também sao relatados como fatores

que conferem estabilidade térmica (Vieillee Zeikus, 2001).

2.1.2. Microrganismos haloéfilos e halotolerantes

Os haldfilos (do grego halo = sal, philos = afinidade) sdo microrganismos
encontrados em ambientes salinos, diferindo dos organismos halotolerantes,
uma vez que sao capazes de se reproduzir e desempenhar suas fungdes
metabdlicas de forma mais eficaz na presenca de altas concentragcbes de
NaC!{. Ha uma grande diversidade de organismos haldfilos, tanto no grupo dos
procariotos quanto no dos eucariotos. Esses organismos tém a capacidade de
equilibrar a pressdao osmoética em relagdo ao meio e resistir aos efeitos
prejudiciais do NaCt. Dentre os organismos haléfilos, ha uma variedade de
microrganismos heterotréficos e metanogénicos, tanto do dominio Bacteria
quanto do dominio Archaea, adaptados a altas concentragdes de NaCl. A
adaptacdo a essa condicdo envolve diversos mecanismos moleculares, tais
como enzimas que permanecem ativas em concentracdes elevadas de sal
(Dassarma e Dassarma, 2001).

Existem basicamente duas estratégias existentes nos microrganismos
que os permitem superar o estresse osmoético gerado pela presencga de altas
concentracbes de sal, a saber: 1) as células mantém altas concentragdes
intracelulares de sal, com osmolaridade préxima ou igual a concentragao
externa sal (estratégia salt-in). Nesse caso, os componentes intracelulares
devem ser adaptados para suportarem altas concentragbes de sal; 2) as
células mantém baixas concentracbes de sais em seu citoplasma (estratégia
soluto compativel). A pressao osmotica € equilibrada pelo acumulo intracelular

de solutos compativeis, ndo havendo a necessidade de que os componentes
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intracelulares sejam especialmente adaptados a altas concentragbes salinas
(Bayley e Morton, 1978).

A estratégia salt-in € usada por dois grupos filogeneticamente nao-
relacionados: haléfilos aerébios do dominio Archaea, ordem Halobacteriales
(Bayley e Morton, 1978; Lanyi, 1974) e haldfilos anaerdbios do dominio
Bacteria, ordem Haloanaerobiales (Oren, 1986; Oren et al., 1997). Nesses
grupos, nao foi identificado nenhum tipo de soluto compativel e, na maioria dos
estudos realizados, foi constatado que a concentracdo intracelular de ions é
semelhante a concentragdo do ambiente em que esses microrganismos se
encontram. Suas enzimas e demais componentes celulares sao adaptados a
alta concentragcédo de sal. Langworthy et al. (1974) observaram quem um dos
mecanismos de adaptacao é a ocorréncia de um excesso de aminoacidos com
carater acido e a existéncia de poucos aminoacidos hidrofébicos em suas
proteinas.

Nos outros microrganismos halofilos extremos e halotolerantes, o
equilibrio osmético é estabelecido por pequenas moléculas sintetizadas pela
célula ou captadas do meio, quando disponiveis. A estratégia de soluto
compativel ndo implica, necessariamente, em uma adaptacdo de certas

proteinas a esses solutos.

2.2 Solutos compativeis

Conhecidos também como osmoprotetores ou osmoalitos, os solutos
compativeis sao definidos como solutos que, em concentragdes mais elevadas,
permitem que enzimas funcionem eficientemente (Bashir, 2014). Uma grande
diversidade de solutos compativeis € encontrada nesses microrganismos,
dentre as quais encontram-se alguns polidis (como glicerol e arabinitol),
agucares e seus derivados (sacarose, trealose, glicosilglicerol), aminoacidos e
derivados de amina quaternaria, como a glicina betaina.

Os solutos compativeis sao tipicamente compostos de baixo peso
molecular, altamente soluveis em &agua, sem carga ou com propriedades
zwitteridnicas em pH fisioldgico. Alguns solutos compativeis sdo mais eficientes
do que outros na protecdo das enzimas contra os efeitos da elevada

concentracao de sal (Vargas et al., 2008) e elevada temperatura (Bashir, 2014).



A natureza das interagdes dos solutos compativeis com as proteinas nao é
bem conhecida, mas é sabido que a concentracdo intracelular de solutos
compativeis organicos permite um alto grau de adaptagdo das células a
mudancas na concentracdo de sal e temperatura no ambiente onde essas se
encontram (Galinski, 1995; Vargas et al. 2008; Bashir, 2014).

Muitos microrganismos sao capazes de absorver solutos compativeis
pré-formados a partir do ambiente onde se encontram através de sistemas de
transporte de alta afinidade. Cinco sistemas de captacdo de osmoprotetores
osmoticamente reguladas (OpuA, OpuB, OpuC, OpuD e OpuE) operam em
bactérias gram-positivas encontradas no solo, como Bacillus subtilis, permitem
a captacao coletiva de 13 solutos compativeis ou o precursor biossintético de
glicina betaina (NAU-WAGNER et al., 2012). A absorcao e a alta capacidade
de acumular intracelularmente solutos compativeis, em especial, a glicina
betaina, fornece osmoprotecao eficaz para as células de B. subtilis, e permite o
seu crescimento ao longo de uma ampla gama de concentragao de s externas.
Além da aquisicdo eficaz de solutos compativeis, B. subtilis pode também
sintetizar glicina betaina a partir do precursor colina, por meio das enzimas
GBSB e GbsA; a colina é absorvida pela célula através dos sistemas de
transporte ABC (OpuB e OpuC) (HOLTMANN e BREMER, 2004; NAU-
WAGNER et al., 2012).

2.3. Compostagem

O termo compostagem refere-se a decomposi¢cdo da matéria orgénica
por microrganismos heterotroficos, sob condigdes controladas de aeragédo e
temperatura, sob as quais o processo de decomposi¢do ocorre de forma
acelerada. O produto desse processo € denominado composto orgéanico. O
termo composto organico pode ser aplicado ao produto compostado,
estabilizado e higienizado, que é benéfico para a produgéo vegetal (Zucconi e
Bertoldi, 1987). Quando adicionado ao solo, o composto organico melhora as
suas caracteristicas biolégicas, fisicas e quimicas.

A compostagem € normalmente é realizada em patios nos quais o
material é disposto em montes conhecidos como pilhas ou leiras de

compostagem (Bidone, 1999).



O processo €& desenvolvido por uma diversificada populagdo de
microrganismos, realizada em duas fases distintas: a primeira, fase de
degradagdo ou bioestabilizacdo e a segunda, fase de maturagdo ou
humificacdo (Heidemann et al., 2007).

Na fase de degradagao predominam os microrganismos mesaofilos. Calor
vai sendo liberado a medida que as reacdes da biodegradagdo da matéria
organica vao ocorrendo, diminuindo assim a populagdo de mesofilos e
proliferando, com mais intensidade, os terméfilos. Quando a maior parte do
substrato organico tiver sido transformada, a temperatura diminui, e os
mesdfilos voltam a dominar a comunidade microbiana. A bioestabilizacdo dura
aproximadamente noventa dias. Além da maxima degradagédo, nessa fase
ocorre também a eliminagdo de microrganismos patogénicos pela acdo da
temperatura. Ocorre nessa fase um grande consumo de oxigénio, tornando-se
necessario grande aeragao do sistema (Heidemann et al., 2007).

Ocorrida a primeira fase, inicia-se a fase de maturagcdo, na qual a
degradagdo e a eliminagdo de microrganismos patogénicos continuam. A
humificagdo dos materiais se da por meio de transformagdes quimicas,
observando-se baixa atividade microbiolégica, necessitando-se assim de
menor aeragao. A coloragdo torna-se mais escura, sem o odor inicial. A
maturagdo tem a duragdo de aproximadamente trinta dias (Heidemann et al.,
2007).

2.4. Biossurfactantes

Biosurfactantes (bio = vida; surfactante = derivagdo da expressao
surface active agent, agente com atividade superficial) sdo moléculas
produzidas por microrganismos com capacidade de alterar as propriedades
superficiais e interfaciais de um liquido (Jonsson et al. 1998; Waters, 1991).
Essas moléculas possuem caracteristicas anfipaticas, isso €, sdo formadas por
uma por¢ao hidrofilica e por uma porgao hidrofébica. Isso permite com que haja
uma diminui¢cao da tensao superficial e uma capacidade de emulsificacao.

Os biossurfactantes sado produzidos como metabdlitos secundarios
derivados das vias metabdlicas de microrganismos. O interesse por esses

compostos resulta de varias caracteristicas desejaveis quando se comparam



com os surfactantes sintéticos, a exemplo da sua baixa toxicidade,
biodegradabilidade, efetividade em concentragdes muito baixas, manutencao
da atividade em condicdes extremas de temperatura, concentracido de NaCt e

pH, dentre outras (Sousa et al., 2012).

2.4.1 Grupos de microrganismos produtores de biossurfactantes

Bactérias e arqueas sao os principais microrganismos responsaveis pela
producdo de biossurfactantes, mas também ha fungos produtores. Esses
microrganismos geralmente sio isolados do solo, da agua do mar, do

sedimento marinho e de areas contaminadas com 6leos (Maier, 2003).

2.4.2. Tipos de biossurfactantes

Os biossurfactantes podem ser divididos em cinco grandes grupos:
glicolipideos; acidos graxos, lipideos neutros e fosfolipideos; lipoproteinas e
lipopeptideos; poliméricos; particulados (Tabela 1).

Os (dlicolipideos sao os biossurfactantes mais conhecidos. Sao
carboidratos combinados com acidos alifaticos de cadeia longa ou acidos
hidroxialifaticos. A ligacédo é feita por meio de grupos éter ou éster. Entre os
glicolipideos, os mais conhecidos sdo os ramnolipideos, trehalolipideos e
soforolipideos.

Varias bactérias e leveduras produzem grandes quantidades de acidos
graxos e agentes tensoativos de natureza fosfolipidica durante o crescimento
em n-alcanos (Cirigliano e Carman, 1985). O equilibrio hidrofilico e lipofilico
(HLB) esta diretamente relacionado com o comprimento da cadeia de
hidrocarboneto em suas estruturas.

Um grande numero de lipopeptideos ciclicos, incluindo antibidticos
decapeptidicos (gramicidina) e antibiéticos lipopeptidicos (polimixinas) sé&o
produzidos por microrganismos. Esses consistem de um lipideo ligado a uma
cadeia polipeptidica (Muthusamy et al., 2008).

Os biossurfactantes poliméricos mais estudados sdo o emulsan, o

liposan, o alasan, o lipomanan e outros complexos de polissacarideos e
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proteinas. Sao heteropolissacarideos anfipaticos polianiénicos com capacidade
emulsificante (Zosim et al., 1982).

Os biossurfactantes particulados sdo encontrados extracelularmente em
vesiculas na membrana plasmatica. Atuam formando microemulsdes de
hidrocarbonetos, e desempenham papel importante na absorgdo de alcanos

por células microbianas (Kappeli € Finnerty, 1979).

Tabela 1. Alguns microrganismos produtores de biossurfactantes e seus respectivos grupos

Tipo de biossurfactante

Microrganismo

Glicolipideos

- ramnolipideos

Pseudomonas aeruginosa

- soforolipideos

Torulopsis bombicola, T. apicola

- trehalolilpideos

Rhodococcus erythropolis,
Mycobacterium sp.

Lipopeptideos e lipoproteinas

- peptideo-lipideo

Bacillus licheniformis

- viscosina Pseudomonas fluorescens
- serrawetina Serratia marcenses

- surfactina Bacillus subtilis

- subtilisina Bacillus subtilis

- gramicidina Bacillus brevis

- polimixina Bacillus polymyxa

Acidos graxos, lipideos neutros e
fosfolipideos

- acidos graxos

Corynebacterium lepus

- lipideos neutros

Nocardia erythropolis

- fosfolipideos

Thiobacillus thiooxidans

Surfactantes poliméricos

- emulsan Acinetobacter calcoaceticus
- biodispersan Acinetobacter calcoaceticus
- liposan Candida lipolytica

- carboidrato-lipideo-proteina

Pseudomonas fluorescens

- manana-lipideo-proteina

Candida tropicalis

Surfactantes particulados

- vesiculas

Acinetobacter calcoaceticus

- células

Varias bactérias

Adaptada de Desai e Banat (1997).

2.4.3. Aplicagoes dos biossurfactantes

Uma das aplicagdes dos biossurfactantes € em processo de
biorremediacdo de ambientes contaminados por derramamentos de petroleo e

seus derivados (tanto na agua quanto no solo) (Banat, 1995a), por pesticidas
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(como hexaclorociclohexano, DDT e ciclodienos) (Karanth et al., 1999) e
também por metais pesados tdxicos e elementos radioativos (como uranio,
cadmio e chumbo) (Miller, 1995).

Na cadeia produtiva do petroleo, os biossurfactantes tém sido estudados
visando a sua utilizacdo na recuperacdo do petroleo melhorada por
microrganismos (MEOR, Microbial Enhanced Oil Recovery). Consiste em uma
tecnologia de recuperacéo terciaria do petroleo que utiliza microrganismos ou
produtos de seu metabolismo para a recuperacdo de o6leo residual. Os
microrganismos, os seus produtos ou nutrientes requeridos para o crescimento
de microrganismos selvagens sao injetados diretamente no reservatério (Banat,
1995).

Os biossurfactantes podem ser utilizados ainda para facilitar a limpeza
de borras oleosas que se acumulam em reservatorios de oleo, uma vez que
sua remogao requer a lavagem com solventes ou limpeza manual, ambas
perigosas, demoradas e caras. Utilizando-se biossurfactantes, ocorre uma
diminuicdo na viscosidade e a formacao de emulsdes 6leo/agua, que facilita o
bombeamento dos residuos e a recuperagao do 6leo cru apos a quebra da
emulsao (Cameotra e Makkar, 2010).

Ha também interesse na area farmacologica, com aplicacdes
farmacéuticas como a inibigdo da formacdo de coagulos; formacao de canais
ibnicos em membranas; atividades antibacteriana e antifungica; atividades
antiviral e antitumoral; inibicdo da adesao de bactérias entéricas patogénicas e
agentes antibiofiimes para reduzir a formacdo de biofiimes em cateteres
(Araujo et al., 2013).

Na industria de alimentos, os biossurfactantes séo utilizados como
emulsificantes na preparagao de paes, derivados de carne e molhos prontos
para salada (Barros et al., 2007).

Alguns dos biossurfactantes sao interessantes para a agricultura, pois
podem ser utilizados como herbicidas e pesticidas (Lima e Contiero, 2009).

As caracteristicas anfipaticas dos biossurfactantes permitem que os
mesmos possam ser usados em produtos cosméticos e de higiene, como
cremes faciais, batons, maquiagens e hidratantes para pele e cabelos (Tuleva
et al., 2002).
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Biotecnologia e
Biodiversidade para o Meio Ambiente (LBBMA) do Departamento de
Microbiologia (DMB) localizado no Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecuaria (BIOAGRO) da Universidade Federal de Vigosa (UFV).

3.1. Local e coleta das amostras

A amostra para isolamento consistiu de material de compostagem de
residuos solidos urbanos, proveniente da Usina de Reciclagem e
Compostagem de Lixo do municipio de Coimbra, Minas Gerais (Anexo, figura
1). Esse material foi coletado na fase termofila do processo de compostagem.
A amostra foi peneirada em malha de 2 mm e mantida resfriada em camara fria
ab5°C.

3.2. Isolamento de termofilos

Cinco gramas de material foram submetidos a uma rampa de
temperatura (Tabela 2). Apds cada periodo de tratamento, uma amostra de 1g
de solo foi retirada e misturada em 9,5 mL de solucéo de pirofosfato de sédio 1
g L' e Tween 80 0,05%. Apos agitagdo em agitador tipo vortex por 20 s, 100
ML foram retirados e misturados em 900 uL para realizagao de diluigao seriada.
Uma aliquota de 100 pL foi plaqueada por spread plate em meio TSA sélido a
10% e a 100% da concentracdo recomendada pelo fabricante, seguindo-se
incubacdo em estufa por 24 h. As placas foram incubadas em jarras
hermeticamente fechadas contendo frascos tipo béqueres de 50 mL com 40 mL
de agua destilada, a fim de se evitar o ressecamento dos meios de cultura por

perda de agua.
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Tabela 2. Datas e temperaturas por ocasido das retiradas das amostras para triagem e
isolamento de bactérias termofilas

Dias de tratamento Temperatura
0-2 40 °C
2-4 55 °C
4-6 65 °C
6-8 70 °C

Dois mmol L-! de glicina betaina e prolina foram acrescidos ao material
de compostagem incubado e ao meio de cultura, para avaliagdo do efeito
desses osmoprotetores no isolamento dos microrganismos nas temperaturas
de 65°C e 70 °C.

3.3. Isolamento de halotolerantes

Cinco gramas de material foram submetidos a diferentes concentragbes
salinas e mantidos a temperatura de 40 °C (Tabela 3). Apds cada periodo de
tratamento, uma amostra de 1 g de solo foi retirada e adicionada a 9,5mL de
solugdo de pirofosfato de sédio 1 g L' e Tween 80 0,05%, seguindo-se
agitacdo em agitador tipo vortex por 20 s. 100 uL foram retirados e misturados
em 900 pL do mesmo diluente para realizacdo de diluigdo seriada. Uma
aliquota de 100 pL foi plaqueada por spread plate em meio TSA sélido a 10% e
a 100% da concentragao recomendada pelo fabricante, acrescido de NaC{ na
concentracdo salina na qual o material foi incubado, seguindo-se incubagéo a
40 °C por 24h. Para as concentragbes de 170 g L' e 250 g L-'"de NaCt, o

tempo de incubacgao foi de 48h.

Tabela 3. Datas e concentracdo de NaCt por ocasido das retiradas das amostras para triagem
e isolamento de bactérias halotolerantes

Dias de tratamento Concentracao de NaC¢
0-2 50g L
2-4 100 g L’
4-6 170 g L™
6-8 250 g L
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3.4. Isolamento de poliextremofilos (terméfilos e halotolerantes)

Cinco gramas de material em diferentes concentragdes salinas foram
submetidos a uma rampa de temperatura (Tabela 4). Apds cada periodo de
tratamento, uma amostra de 1 g de solo foi retirada e misturada em 9,5 mL de
solugao de pirofosfato de sédio 0,1% e Tween 80 0,05%, seguindo-se agitagao
em agitador tipo vortex por 20 s. 100 uL foram retirados e misturados em 900
ML para realizagao de diluicao seriada. Uma aliquota de 100 uL foi plaqueada
por spread plate em meio TSA soélido a 10% e a 100% juntamente com a

concentracao salina a qual foram incubadas, e mantida em estufa por 24 h.

Tabela 4. Datas, temperaturas e concentragdo de NaC¢t por ocasido das retiradas das amostras
para triagem e isolamento de bactérias poliextremofilas

Concentraciao de NaCe: 50 g L*

Dias de tratamento Temperatura
0-2 55 °C
2-4 65 °C
4-6 70 °C

Concentracao de NaCe: 100 g L'
0-2 55 °C
2-4 65 °C
4-6 70 °C

Concentragao de NaCe: 170 g L !
0-2 55 °C
2-4 65 °C
4-6 70 °C

Concentragao de NaCe: 250 g L'
0-2 55 °C
2-4 65 °C
4-6 70 °C

3.5. Avaliagao da producgao de biossurfactantes

3.5.1. Meios de cultivo

As colbnias isoladas foram utilizadas para inocular tubos de cultura
contendo 10 mL de Caldo Tripticase de Soja (TSB) e em dois tipos de Caldos
Minerais (1 e 2).

O TSB (pH 7,0) continha (g L™"): hidrolisado pancreatico de caseina,
17,0; hidrolisado papainico de soja, 3,0; dextrose, 2,5; NaCt, 5,0; KoHPO4, 2,5.
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Para cultivo no Meio Mineral 1 (Zhu et al., 2012), originalmente proposto
para produgao de biossurfactante por Pseudomonas aeruginosa, os isolados
foram inicialmente cultivados em um meio de cultura contendo (g L™"): glicose,
20,0; KH2PO4, 2,0; KzHPO4, 5.0; (NH4)2SO4, 2,0; NaC{, 1,1; KCf, 1,1;
MgS04.7H20, 0,2 (pH 7,0). Apdés 24h de cultivo, 200uL da cultura foram
transferidos para o meio mineral, que continha (g L™'): 6leo de soja, 80,0;
KH2PO4, 4,0; K2HPO4, 6,0; NaNOs, 3,0; NaCt, 1,1; KC{, 1,1; MgS04.7H20, 0,2;
CaCt2 anidro, 0,2; solugédo de elementos-tracos, 5 mL L-'. A composicdo da
solugdo de elementos-tragos foi (g L™'): FeS04.7H20, 12,0; ZnS04.7H20, 3,0;
Co0S04.7H20, 1,0; MnS04.2H20, 3,0.

O Meio Mineral 2 (Youssef et al., 2004) (Meio E), originalmente proposto
para producdo de biossurfactantes por bactérias do género Bacillus, continha
(g L™"): KH2PO4, 2,7; K2HPO4, 13,9; sacarose, 10,0; NaCt, 50,0; extrato de
levedura, 0,5; NaNOs 1,0; MgSOs, 0,25; (NH4)2SO4, 10,0; EDTA, 0,005;
MnSO4.H20, 0,03; NaCt, 0,01; CaCt2.2H20, 0,001; ZnS04.7H20, 0,001;
FeS04.7H20, 0,001; CuS04.5H20, 0,0001; AIK(SOs4)2, 0,0001; NazMo0O4.2H20,
0,0001; acido bdrico, 0,0001; Na2SeOs4, 0,00005; NiCt..6H20, 0,00003 (pH
6,9).

Os tubos foram incubados por cinco dias sob agitacao (200 rpm). A
concentracdo de NaC{, a temperatura de incubacdo e a adicdo dos
osmoprotetores foram as mesmas adotadas durante o isolamento de cada
cepa avaliada. Apos o periodo de cultivo, as amostras foram centrifugadas
(10.000 x g por 10 minutos) e o sobrenadante foi recuperado para avaliagao da
presenca de biossurfactantes, utilizando-se o método do Colapso da Gota
(Bodour e Miller-Maier, 1998) e do Espalhamento de Oleo (Youssef et al.
2004).

3.5.2. Tensao superficial

As tensbes superficiais das solugdes de biossurfactantes foram
avaliadas em tensidmetro Dataphysics DCAT 11 EC, com o auxilio do
programa SCAT versao 3.2.0.84, utilizando-se o método da placa de Wilhelmy

e o valor de 0,03 como valor-limite do desvio padrio.
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3.5.3. Velocidade especifica de crescimento

As velocidades especificas de crescimento foram avaliadas cultivando-
se os isolados na mesma condicdo na qual foram obtidos, em frascos
erlenmeyers de 500 mL contendo 250 mL do meio de cultura, sob agitagao
(200 rpm) por 72 h. O crescimento foi acompanhado por meio da avaliagao da
densidade o6ptica a 600 nm (DOeoo), das culturas com intervalos de 1 hora,

utilizando-se um espectrofotometro BioRad modelo SmartSpec™ 3000.

3.6. Analise do perfil de acidos graxos

A andlise do perfil de acidos graxos dos isolados foi feita por
cromatografia gasosa de ésteres metilicos de acidos graxos (FAME, Fatty Acid
Methyl Ester). Os FAME foram preparados utilizando-se o kit Instant Fame
(MIDI Inc., Newark, DE), de acordo com as recomendacdes do fabricante. As
amostras foram injetadas em um cromatografo a gas Agilent 7890A e a analise
feita pelo programa MIDI Sherlock® (Sherlock Microbial Identification System da
MIDI Inc. Newark, Delaware, USA), utilizando-se o método ITSA 1.0. Os perfis
de acidos graxos de cada isolado foram submetidos a analise de agrupamento,
utilizando-se o mesmo software. Amostras que apresentaram valores de
distancia Euclidiana inferiores a 2,5 foram consideradas corridas do mesmo
isolado. As que apresentaram valores acima de 2,5 foram consideradas como

amostras de cepas distintas.

3.7. Identificacao dos isolados

A identificacdo dos isolados foi realizada por sequenciamento e analise
da sequéncia parcial do rDNA 16S. Uma colbnia foi inoculada em tubos de
ensaio contendo 5 mL de caldo TSB, seguindo-se incubagao por 24 h a
temperatura em que foram isolados e a 150 rpm.

A extracdo 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.
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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).

A reacdo de amplificagcdo 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 desnaturagao 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 tampdo TAE 0,5 X. A imagem do gel obtida foi
processada por meio do sistema de fotodocumentagcédo L-PixChemi (Loccus
Biotecnologia), com auxilio do programa L-Piximage. A quantificacdo foi
realizada com marcadores de quantidade de DNA de fago lambda nas
concentragdes de 25, 50, 75 e 100 ng pL™".

Apos a quantificagdo, os produtos de PCR foram purificados com o Kit
lllustra™ 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 dyeterminator (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 recomendacdes do fabricante. As identidades das sequéncias nucleotidicas
foram comparadas aquelas armazenadas no banco de dados do National
Center for Biotcnology 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).

3.8. Preservacao dos isolados

Os isolados selecionados foram cultivados em placas contendo meio
solido TSA 100% e incubados nas temperaturas nas quais foram isolados. Em
seguida, foi realizada a repicagem das colénias para tubos de ensaio contendo
5 mL de caldo TSB, seguindo-se incubagdo na mesma temperatura e a 150
rom, por 24 h. 1 mL de cada amostra foi transferido para microtubos de 1,5 mL

de capacidade e centrifugado a 12.400x g por um minuto. O sobrenadante foi
18



descartado e ao pélete foram adicionados 600 puL de caldo TSB e 400 uL de
glicerol a 80%. As amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e

estocadas a —80 °C.

3.9. Analise estatistica

Os dados experimentais foram apresentados como médias aritméticas
de trés repeticobes, com seus respectivos desvios-padrdao. Os dados
dependentes de efeito quantitativo foram avaliados por regressao. As analises

foram feitas por meio da utilizagéo do soffware MiniTab, versao 17.1.0 (2013).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Isolamento das bactérias termofilas

Apébs incubacdo de 24 h em meio TSA 10% e 100%, foi realizada a
contagem das Unidades Formadoras de Colbnia por grama de material de

compostagem (Tabela 5).

Tabela 5. Numero de UFC g' de termofilos obtidos em plaqueamento por spread plate em
agar TSA 10% e TSA 100%

Temperatura UFC g
TSA 10% TSA 100%
40 °C 2,9x108 (+ = 0,2x108) 4,3x108 (+ = 1,0x108)
55 °C 7,7x107 (= = 1,90x107) 1,7x108 (£ = 0,2x108)
65 °C 9,3x10% (x = 2,5x10%4)* 3,7x10° (x = 0,5x108)*
9,0x10% (+ = 1,6x10%) 3,2x10° (x = 0,7x108)
70 °C’ 2,6x10° (+ = 0,3x10°) 2,9x10% (+ = 0,1x108)

* O meio de cultivo para esse tratamento continha 2 mmol L~' de glicina betaina e prolina.

Foram obtidos 230 isolados. Apds serem submetidos a analise do perfil
de acidos graxos, o numero de cepas distintas foi reduzido para 100, sendo
que 58 foram isoladas a 40 °C, 17 a 55 °C, 11 a 65 °C e 14 a 70 °C. Foram
encontradas colbénias com diferentes morfologias, algumas bem definidas,
outras que se espalharam por grande area na placa (Anexo, figura 2).

Diversas colbnias secretaram substancias extracelulares poliméricas
(EPS) (Anexo, figura 4), formando uma area transparente em torno das

colénias. EPS servem como protecdo a altas temperaturas e contra a
desidratagdo dos microrganismos (Mezhoud et al., 2014).

Alguns isolados (T3A1 e T3A29) apresentaram crescimento muito
rapido, (Anexo, figura 6), ocupando grande area do meio de cultura apés
crescimento de 24 h.

Nas temperaturas de 65 °C e 70 °C, foram utilizados 2 mmol L' de
glicina betaina e prolina, a fim de se verificar os efeitos dos osmoprotetores no
isolamento de termdfilos. Os osmoprotetores foram também utilizados nos

meios de cultura contendo NaCt nas concentragdes de 170 g L-" e 250 g L.
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Na temperatura de 65°C, ndo houve nenhuma diferenga no numero de
UFC g g’ nos meios de cultura que continham ou ndo os osmoprotetores
(Tabela 5). Nos cultivos a 70 °C, houve desenvolvimento apenas na presenca
dos osmoprotetores. O resultado demonstra que os solutos compativeis
desempenham papel importante na termoprote¢cdo de alguns microrganismos

quando cultivados em temperaturas elevadas.

4.2. Isolamento das bactérias halotolerantes

O numero de microrganismos cultivaveis no residuo solido urbano
tratado com doses crescentes de NaCf{ em agar TSA a 10% e a 100%,
acrescidos de NaCt, variou entre zero (250 g L-" de NaC{) a 108 UFC g~' (50 g
L~" de NaCt) (Tabela 6).

Tabela 6. Numero de UFC g~' de halotolerantes obtidos em plagueamento por spread plate em
agar TSA 10% e TSA 100%

Concentragao de UFC g™
NaCe TSA 10% TSA 100%
50 g L~ 2,4x107(+ = 0,4x107)  4,6x108( = 0,6x10°)
100 g L' 3,4x108 (£ = 0,9x108)  4,3x107 (+ = 0,7x107)
170 g L™ 1,1x10° (+ = 0,3x105)  1,1x106 (+ = 0,1x10°)
250 g L 0 (+=0) 0 (+ = 0)

Foram obtidos 90 isolados halotolerantes em agar TSA 10% ou 100%
acrescidos de NaC!t. Apds serem analisados quanto ao perfil de acidos graxos,
o numero de cepas distintas foi reduzido a 23, sendo que 10 foram isoladas a
50gL",9a100gL"'e4 a 170 g L~". Nao houve crescimento nas placas com
250 g L', mesmo apds incubagdo de 72 h. As coldnias encontradas
geralmente apresentaram tamanho muito reduzido, outras produziram grandes
quantidades de EPS, que servem como protec¢ao contra a alta concentragao de
NaC! (Llamas et al., 2012).

Substancias extracelulares poliméricas tém despertado um grande
interesse por parte dos biotecnologistas, ja que podem ser aplicadas em
diversos setores como farmacéutica, alimenticia, cosmética e também na
industria do petrédleo, em que emulsificantes, viscosificantes e agentes

quelantes sao requeridos (Llamas et al., 2012).
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Nos meios que continham NaC¢f, na concentragdo de 170 g L=, houve
maior crescimento de células quando foram adicionados os osmoprotetores.
Nas placas contendo meio de cultura sem osmoprotetores, a contagem ficou
abaixo de 25 (média de 14 colénias na diluicdo 10~'). Na concentragdo de 250
g L', ndo houve crescimento, independentemente da presengca de

osmoprotetores.

4.3. Isolamento das bactérias poliextreméfilas

O numero de colénias em todas as placas nao ficou entre a faixa
estabelecida de confianga, que é entre 25 e 300 colbnias, mesmo em baixas
diluicdes (0 numero de colbnias nao ultrapassou 10). Foram obtidos 20
isolados. Apos serem analisados quanto ao perfil de acidos graxos, o numero
de cepas distintas foi reduzido a 9, sendo que 6 foram isoladasa50gL"'e 3 a
100 g L', ambos a 55 °C. Ndo houve crescimento nas placas com as
concentragdes de 170 g L' e 250 g L', nem nas temperaturas de 65 °C e 70
°C.

4.4. Producao de biossurfactantes

Dos 116 isolados testados nos trés diferentes meios, no caldo TSB, 24
isolados produziram biossurfactantes a 40 °C, 1 a 65 °C e 4 com concentragao
de NaCt de 50 g L' a 40 °C. No Meio Mineral 1, 6 cepas produziram
biossurfactantes a 70 °C. J& no meio mineral 2, 5 cepas produziram
biossurfactantes em concentragdo de NaCt de 50 g L= a 40 °C (Tabela 7).

A maior proporcao de isolados capazes de produzir biossurfactantes em
caldo TSB pode sugerir que altas temperaturas e/ou altas concentragdo de
NaC! inibe alguma via de biossintese dos microrganismos, impedindo-os de
crescer nos meios minerais ou reduzindo sua taxa de crescimento (Frock e
Kelly, 2012).

Foram utilizados dois testes distintos para a avaliacdo da producao de
biossurfactantes, a fim de se obter um maior espectro de isolados, conforme

sugerido por Walter et al. (2010).
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Tabela 7. Produgdo de biossurfactante por microrganismos termofilos e halotolerantes em
caldo TSB e em meios minerais, em diferentes temperaturas e na presencga de NaCt

1. Caldo TSB
Atividade de
Temperatura Concentraciao Teste do Diametro biossurfacisante Tens.'&c.)
Isolado (°C) de NaLCE colapso? do halo (mg L- superficial
(gL™) (cm) surfactina (mN/m)
equivalente)
T1A26C 40 0 = 1,6 (0,5) <0,15 50,7+0,03
T1A82D 40 0 + 2,5(0,0) 44,43 43,3+0,03
T1A54C 40 0 = 1,2 (0,2) <0,15 48,9+0,03
T1A98D 40 0 - 0,9 (0,2) <0,15 42,9+0,03
T1A29C 40 0 = = = =
T1A46C 40 0 - 3,0(0,1) 108,71 57,2+0,03
T1A12C 40 0 - 2,5(0,6) 37,29 57,7+0,03
T1A30C 40 0 - 1,5(0,1) <0,15 37,4+0,03
T1A8C 40 0 + 8,0(1,5) 823,00 35,2+0,02
T1A7C 40 0 - - - -
T1A56C 40 0 +++ 7,6 (2,0) 773,00 41,1+0,03
T1A10C 40 0 - - - -
T1A51C 40 0 = = = =
T1A6C 40 0 + 1,2 (0,2) <0,15 60,7+0,03
T1A41C 40 0 = 2,0(0,1) <0,15 61,8+0,03
T1A96D 40 0 + 3,2 (0,6) 144,43 48,4+0,03
T1A91D 40 0 + 1,5 (0,0) <0,15 56,1+0,03
T1A4C 40 0 + 4,5 (07) 330,14 61,9+0,03
T1A53C 40 0 +++ 5,8 (0,4) 508,71 27,6%0,03
T1A63D 40 0 +++ 10,0 (1,4) 1115,86 28,610,03
T1A3C 40 0 + 1,9 (0,1) <0,15 57,7+0,03
T1A1C 40 0 + 2,4(0,4) 23,00 34,8+0,03
T1A84D 40 0 = = = =
T1A44C 40 0 + 0,3 (0,0) <0,15 47,1+0,03
T1A45C 40 0 = = = =
T1A78D 40 0 - - - -
T1A14C 40 0 = = = =
T1A95D 40 0 - - - -
T1A21C 40 0 = = = =
T1A55C 40 0 +++ 11,1 (0,4) 1273,00 28,610,03
T1A33C 40 0 = = = =
T1A13C 40 0 - - - -
T1A50C 40 0 = = = =
T1A17C 40 0 - - - -
T1A24C 40 0 = = = =
T1A80D 40 0 - - - -
T1A9C 40 0 = = = =
T1A25C 40 0 - - - -
T1A15C 40 0 = = = =
T1A42C 40 0 - - - -
T1A83D 40 0 = 1,7 (0,4) <0,15 41,4+0,03
T1A79D 40 0 - - - -
T1A5C 40 0 = = = =
T1A94D 40 0 - - - -
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T1A92D 40 0 - - - -
T1A49C 40 0 ot 1,2 (0,0) <0,15 39,0+0,03
T1A18C 40 0 - - - -
T1A48C 40 0 - - - -
T1A77D 40 0 +  07(02) <0,15 46,9+0,03
T1A35D 40 0 - - - -
T1A97D 40 0 +  06(01) <0,15 37,9+0,03
T1A36C 40 0 - - - -
T1A2C 40 0 - - - -
T1A38C 40 0 - - - -
T1A62D 40 0 - - - -
T2A15C 55 0 - - - -
T2A8C 55 0 - - - -
T2A5C 55 0 - - - -
T2A28D 55 0 - - - -
T2A10C 55 0 - - - -
T2A30D 55 0 - - - -
T2A3C 55 0 - - - -
T2A27D 55 0 - - - -
T2A4C 55 0 - - - -
T2A11C 55 0 - - - -
T2A25D 55 0 - - - -
T2A23D 55 0 - - - -
T2A29D 55 0 - - - -
T2A26D 55 0 - - - -
T2A17C 55 0 - - - -
T2A6C 55 0 - - - -
T2A9C 55 0 - - - -
T3A29D 65 0 - - - -
T3A28D 65 0 - - - -
T3A22D 65 0 - - - -
T3A23D 65 0 - - - -
T3A2C 65 0 - - - -
T3A1C 65 0 - - - -
T3A6C 65 0 - - - -
T3A21D 65 0 - - - -
T3A11C 65 0 - - - -
T3A9C 65 0 - - - -
T3A13C 65 0 +++  1,0(0,0) <0,15 50,1+0,03
T4A38DP* 70 0 - - - -
T4A41DP? 70 0 - - - -
T4A44DP* 70 0 - - - _
T4A21DB® 70 0 - - - -
T4A24DB? 70 0 - - - -
T4A18DB® 70 0 - - - -
T4A48DP* 70 0 - - - -
T4A45DP? 70 0 - - - -
T4A34CB° 70 0 - - - -
T4A20DB* 70 0 - - - -
T4A47DP? 70 0 - - - -
T4A43DP? 70 0 - - - -
T4A13DB? 70 0 - - - -
T4A46DP* 70 0 - - - -
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S1A3C 40 50 + 2,3(0,1) 8,71 55,1+0,03
S1A21D 40 50 +++  3,5(0,8) 180,14 29,240,03
S1A1C 40 50 +++  11,3(0,4) 1294,43 27,340,03
S1A39C 40 50 +  1,1(01) <0,15 31,740,03
S1A13C 40 50 - - - -
S1A10C 40 50 +  54(01) 458,71 33,240,03
S1A22D 40 50 - - - -
S1A20C 40 50 - - - -
S1A23D 40 50 - - - -
S1A5C 40 50 - - - -
S2A17C 40 10 - - - -
S2A13C 40 10 - - - -
S2A27D 40 10 - - - -
S2A28D 40 10 - - - -
S2A34D 40 10 - - - -
S2A15C 40 10 - - - -
S2A37D 40 10 - - - -
S2A10C 40 10 - - - -
S2A22D 40 10 - - - -

A produgéo de biossurfactantes foi avaliada por meio dos testes do Colapso da Gota e do
Espalhamento de Oleo quando os microrganismos foram cultivados em diferentes temperaturas

e diferentes meios de cultura, sob agitagao de 200 rpm durante 120 h

' Desvio-padrdo em parénteses.
2 - = nao houve espalhamento da gota, + = houve pouco espalhamento da gota, +++ = houve

espalhamento total da gota.

3 Cultivados em presenca de glicina betaina e prolina a 2 mmol/L.

2. Meio mineral 1

Atividade de
Temperatura Concentraciao Teste do Diametro biossurfaczEante Tens_éc_»
Isolado (°C) de Nace colapso? do halo (mg L_ superficial
(gL (cm) surfactina (mN/m)
equivalente)
T1A26C 40 0 - - - -
T1A82D 40 0 - - - -
T1A54C 40 0 - - - -
T1A98D 40 0 - - - -
T1A29C 40 0 - - - -
T1A46C 40 0 - - - -
T1A12C 40 0 - - - -
T1A30C 40 0 - - - -
T1A8C 40 0 - - - -
T1A7C 40 0 - - - -
T1A56C 40 0 - - - -
T1A10C 40 0 - - - -
T1A51C 40 0 - - - -
T1A6C 40 0 - - - -
T1A41C 40 0 - - - -
T1A96D 40 0 - - - -
T1A91D 40 0 - - - -
T1A4C 40 0 - - - -
T1A53C 40 0 - - - -
T1A63D 40 0 - - - -
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T1A1C

T1A44C

T1A78D

T1A95D

T1A55C

T1A13C

T1A17C

T1A80D

T1A25C

T1A42C

T1A79D

T1A94D

T1A49C

T1A48C

T1A35D

T1A36C

T1A38C

T2A15C

T2A5C

T2A10C

T2A3C

T2A4C

T2A25D

T2A29D

T2A17C

T2A9C

S e e
S e e
40 0 - -
S e e
S e e
S e e
40 0 - -
S e e
S e e
S e e
S e e
S e e
S e e
S e e
S e e
S e e
S e e
S e
S e
S e S
S e
S e
S e S
S e e
S e
S e
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T3A28D 65 0 - - - -
T3A22D 65 0 - - - -
T3A23D 65 0 - - - -
T3A2C 65 0 - - - -
T3A1C 65 0 - - - -
T3A6C 65 0 - - - -
T3A21D 65 0 - - - -
T3A11C 65 0 = = = =
T3A9C 65 0 - - - -
T3A13C 65 0 = = = =
T4A38DP? 70 0 - - - -
T4A41DP? 70 0 = = = =
T4A44DP? 70 0 + 2,1(0,5) <0,15 46,1+0,03
T4A21DB? 70 0 = = = =
T4A24DB® 70 0 + 2,8 (0,2) 80,14 47,4+0,03
T4A18DB* 70 0 = = = =
T4A48DP? 70 0 + 1,2 (0,8) <0,15 44,9+0,03
T4A45DP? 70 0 + 2,7 (0,1) 65,86 46,5+0,02
T4A34CB? 70 0 - - - -
T4A20DB* 70 0 + 0,8 (0,4) <0,15 45,2+0,03
T4A47DP? 70 0 - - - -
T4A43DP? 70 0 + 2,5 (0,6) 44,43 50,2+0,03
T4A13DB® 70 0 - - - -
T4A46DP® 70 0 = = = =
S1A3C 40 50 - - - -
S1A21D 40 50 = = = =
S1A1C 40 50 - - - -
S1A39C 40 50 = = = =
S1A13C 40 50 - - - -
S1A10C 40 50 = = = =
S1A22D 40 50 - - - -
S1A20C 40 50 = = = =
S1A23D 40 50 - - - -
S1A5C 40 50 = = = =
S2A17C 40 10 - - - -
S2A13C 40 10 = = = =
S2A27D 40 10 - - - -
S2A28D 40 10 = = = =
S2A34D 40 10 - - - -
S2A15C 40 10 = = = =
S2A37D 40 10 - - - -
S2A10C 40 10 = = = =
S2A22D 40 10 - - - -

A produgéo de biossurfactantes foi avaliada por meio dos testes do Colapso da Gota e do
Espalhamento de Oleo quando os microrganismos foram cultivados em diferentes temperaturas

e diferentes meios de cultura, sob agitagao de 200 rpm durante 120 h
' Desvio-padrdao em parénteses.

2 - = nao houve espalhamento da gota, + = houve pouco espalhamento da gota, +++ = houve

espalhamento total da gota.

3 Cultivados em presenca de glicina betaina e prolina a 2 mmol/L.
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3. Meio Mineral 2

Atividade de
Temperatura Concentraciao Teste do Diametro biossurfacigante Tens?c_)
Isolado (°C) de NzCE colapso? do halo (mg L' superficial
(gL™) (cm) surfactina (mN/m)
equivalente)
T1A26C 40 0 - - - -
T1A82D 40 0 - - - -
T1A54C 40 0 - - - -
T1A98D 40 0 - - - -
T1A29C 40 0 - - - -
T1A46C 40 0 - - - -
T1A12C 40 0 - - - -
T1A30C 40 0 - - - -
T1A8C 40 0 - - - -
T1A7C 40 0 - - - -
T1A56C 40 0 - - - -
T1A10C 40 0 - - - -
T1A51C 40 0 - - - -
T1A6C 40 0 - - - -
T1A41C 40 0 - - - -
T1A96D 40 0 - - - -
T1A91D 40 0 - - - -
T1A4C 40 0 - - - -
T1A53C 40 0 - - - -
T1A63D 40 0 - - - -
T1A3C 40 0 - - - -
T1A1C 40 0 - - - -
T1A84D 40 0 - - - -
T1A44C 40 0 - - - -
T1A45C 40 0 - - - -
T1A78D 40 0 - - - -
T1A14C 40 0 -] - - -
T1A95D 40 0 - - - -
T1A21C 40 0 -] - - -
T1A55C 40 0 - - - -
T1A33C 40 0 - - - -
T1A13C 40 0 - - - -
T1A50C 40 0 - - - -
T1A17C 40 0 - - - -
T1A24C 40 0 -] - - -
T1A80D 40 0 - - - -
T1A9C 40 0 - - - -
T1A25C 40 0 - - - -
T1A15C 40 0 - - - -
T1A42C 40 0 - - - -
T1A83D 40 0 - - - -
T1A79D 40 0 - - - -
T1A5C 40 0 - - - -
T1A94D 40 0 - - - -
T1A92D 40 0 -] - - -
T1A49C 40 0 - - - -
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T1A18C 40 0 - - - -
T1A48C 40 0 - - - -
T1A77D 40 0 - - - -
T1A35D 40 0 - - - -
T1A97D 40 0 - - - -
T1A36C 40 0 - - - -
T1A2C 40 0 - - - -
T1A38C 40 0 - - - -
T1A62D 40 0 - - - -
T2A15C 55 0 - - - -
T2A8C 55 0 - - - -
T2A5C 55 0 - - - -
T2A28D 55 0 - - - -
T2A10C 55 0 - - - -
T2A30D 55 0 - - - -
T2A3C 55 0 - - - -
T2A27D 55 0 - - - -
T2A4C 55 0 - - - -
T2A11C 55 0 - - - -
T2A25D 55 0 - - - -
T2A23D 55 0 - - - -
T2A29D 55 0 - - - -
T2A26D 55 0 e . : :
T2A17C 55 0 - - - -
T2A6C 55 0 e . : :
T2A9C 55 0 - - - -
T3A29D 65 0 - - - -
T3A28D 65 0 - - - -
T3A22D 65 0 - - - -
T3A23D 65 0 - - - -
T3A2C 65 0 - - - -
T3A1C 65 0 - - - -
T3A6C 65 0 - - - -
T3A21D 65 0 - - - -
T3A11C 65 0 - - - -
T3A9C 65 0 - - - -
T3A13C 65 0 - - - -
T4A38DP* 70 0 - - - -
T4A41DP? 70 0 - - - -
T4A44DP* 70 0 - - - -
T4A21DB? 70 0 - - - -
T4A24DB* 70 0 - - - -
T4A18DB® 70 0 - - - -
T4A48DP* 70 0 - - - )
T4A45DP? 70 0 - - - -
T4A34CB? 70 0 - - - -
T4A20DB? 70 0 - - - -
T4A47DP? 70 0 - - - -
T4A43DP? 70 0 - - - -
T4A13DB® 70 0 - - - -
T4A46DP? 70 0 o 2 s s
S1A3C 40 50 +++ 1,0 (0,0) <0,15 71,9£0,03
S1A21D 40 50 +++  09(0,1) <0,15 25,9+0,03
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S1A1C 40 50 +++ 2,2 (0,5) <0,15 28,0+0,03
S1A39C 40 50 +++ 1,4 (0,0) <0,15 28,9+0,03
S1A13C 40 50 - - -

S1A10C 40 50 = = = =
S1A22D 40 50 - - - -
S1A20C 40 50 = = = =
S1A23D 40 50 +++ 1,6 (0,4) <0,15 39,0+0,03
S1A5C 40 50 = = = =
S2A17C 40 10 - - - -
S2A13C 40 10 = = = =
S2A27D 40 10 - - - -
S2A28D 40 10 = = = =
S2A34D 40 10 - - - -
S2A15C 40 10 = = = =
S2A37D 40 10 - - - -
S2A10C 40 10 = = = =
S2A22D 40 10 - - - -

A producao de biossurfactantes foi avaliada por meio dos testes do Colapso da Gota e do
Espalhamento de Oleo quando os microrganismos foram cultivados em diferentes temperaturas
e diferentes meios de cultura, sob agitagao de 200 rpm durante 120 h

' Desvio-padrdo em parénteses.

2 - = nao houve espalhamento da gota, + = houve pouco espalhamento da gota, +++ = houve
espalhamento total da gota.

3 Cultivados em presenca de glicina betaina e prolina a 2 mmol/L.

As maiores concentragdes de biossurfactantes foram obtidas a partir dos
meios de cultivo inoculados com os isolados T1A63D (1115,9 mg L"), T1A55C
(1273,0 mg L' surfactina equivalente) e S1A1C (1294,4 mg L surfactina
equivalente). As concentragdes relativas de biossurfactantes dos isolados
variaram entre menor que 0,15 (minimo detectavel pelo método) e 1294,4 mg
L' surfactina equivalente (Tabela 7). Essas concentragdes correspondem a
estimativas baseadas nos didmetros dos halos de espalhamento de dleo das
amostras, em comparagdo com o espalhamento resultante da adigcdo de
surfactina comercial (Sigma), seguindo-se a equagao y = 2,189 + 0,007x
(Fernandes 2011), em que y é o didmetro do halo do espalhamento de éleo
(cm) e x é a concentragdo surfactina equivalente (mg L="). Portanto, os valores
apresentados correspondem a uma atividade de espalhamento de o6leo dos
biossurfactantes presentes nas amostras. Essa atividade, em condigbes-
padrao de ensaio, depende fundamentalmente de dois fatores: da
concentracdo de moléculas surfactantes e da atividade interfacial das
moléculas. Isso equivale a dizer que duas amostras contendo uma mesma

concentracdo de biossurfactantes podem apresentar atividade (didmetro) de
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espalhamento de dleo diferente, em razédo das diferengas na forma como agem
na interface entre o 6leo e agua (Silva, 2012).

A produgdo de biossurfactantes pode ser influenciada pelas fontes de
carbono e nitrogénio, pela oxigenagao e pela temperatura (Fernandes, 2011).
Diferentes velocidades de agitagdo influenciam na produgdo dos
biossurfactantes (Zhu et al., 2012). Portanto, € possivel que outras cepas
possam ter capacidade de produzir biossurfactantes, mas nao foram
detectadas nas condigdes experimentais desse trabalho.

Houve redugado da tensao superficial dos meios de cultivo para valores
menores que 40mN/m em 16 combinagbes de isolados e condi¢des de cultivo
(meio de cultura, salinidade e temperatura) (Tabela 7). Somente os isolados
S1A21D, S1A1C e S1A39C produziram biossurfactantes em dois meios de
cultivo (TSB e Meio Mineral 2), na mesma temperatura (40°C) e concentragéo
de NaCt (50 g L="). Nenhum desses isolado reduziu a tensao superficial para

abaixo de 40mN/m.

4.5. Cinética de crescimento e produgcao de biossurfactantes pelos

isolados

A figura 1 mostra o crescimento dos sete isolados que apresentaram
maior concentragcdo de biossurfactante em meio TSB e meio mineral 1, sob
agitacdo de 200 rpm. A producgdo de biossurfactantes foi diferenciada entre

eles (Figura 2).
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Figura 1. Curvas de crescimento dos sete isolados que apresentaram maior producao de
biossurfactantes avaliada como surfactina equivalente. Os microrganismos foram cultivados a
40°C (A,B,C,D)ea70°C (E, F, G), sob agitagdo de 200 rpm durante 72 h. Os valores de pH,
ao final do cultivo, foram, respectivamente, 8,2; 8,8; 8,2; 8,8; 8,5; 7,0 e 7,3.

Tabela 9. Velocidade especifica de crescimento e DOesoo maxima dos quatro isolados que
apresentaram maior concentragado de biossurfactantes, avaliada como surfactina equivalente

Velocidade
- DOsoonm
Isolado especifica de s
. 1 maxima
crescimento (U h ™)
T1A8C 0,56 6,25
T1A55C 0,44 5,18
T1A63D 0,83 6,30
S1A1C 0,57 4,50
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£ > 3 Eﬁ[} 0 608
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Figura 2. Relagéo entre a tensao superficial e o halo formado pelo teste do Espalhamento de
Oleo. Os microrganismos foram cultivados & 40°C (A, B, C, D) e a 70 °C (E, F), sob agitacéo de
200 rpm durante 72h. Os valores de pH obtidos, ao final, foram de 8,8; 8,3; 8,8; 8,2; 7,3 e 7,0,
respectivamente.

Os isolados T1A8C (Figura 2A), T4A24DO (Figura 2E) e T4A45DO
(Figura 2F) levaram aproximadamente 24h para iniciar a produgdo de
biossurfactantes, evidenciada pelo espalhamento de 6leo. A produgdo de
biossurfactantes pelos demais isolados foi detectado ja a partir de 12 horas
(Figuras 2B, 2C e 2D).

As maiores producdes de biossurfactantes, expressas como surfactina-
equivalente, foram obtidos com os isolados B, C e D (Figura 2).

A concentracdo micelar critica (CMC) nos meios foi atingida apos 12
horas de cultivo dos isolados B, C e D e apds 24 horas de cultivo dos isolados
E e F (Figura 2). O isolado A produziu biossurfactantes em concentragdes

equivalentes a CMC somente apds 36 horas (Figura 2A).

4.6. Efeito dos osmoprotetores sobre o crescimento de termofilos

Apods a triagem inicial em caldo TSB e nos dois meios minerais, em
diferentes temperaturas e concentragées de NaC{, foram selecionados sete
isolados para melhor caracterizacdo quanto a producao de biossurfactantes e
faixas de tolerancia a temperatura.

Foi testado o efeito dos osmoprotetores (glicina betaina e prolina, em
concentragdes de 2 mmol L") sobre as faixas de temperatura de crescimento
dos isolados e sobre a producdo de biossurfactantes em temperatura proxima
ao maximo toleravel (70 °C) nos dois isolados que apresentaram maior
producao de biossurfactantes avaliada como surfactina equivalente quando
crescidos em Meio Mineral 1 (Tabela 7.2).

O uso de osmoprotetores ampliou a faixa de sobrevivéncia dos
microrganismos cultivados (Figura 3), bem como possibilitou 0 aumento na
producao de biossurfactantes. Esse efeito é relatado pela primeira vez na

literatura.
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Figura 3. Curva de crescimento dos isolados (A) T4A24 e TA24DO, (B) T4A45 e T4A45CDO.

DO indicam a presenga de osmoprotetores (glicina betaina e prolina). Os microrganismos

foram cultivados nas temperaturas de 60 °C, 65 °C, 70 °C e 75 °C, sob agitagdo de 200 rpm

durante 72h em frascos erlenmeyers de 150 mL contendo 50 mL de meio mineral 1.

36



4.7. Identificagao dos isolados

A anadlise dos perfis de ésteres metilicos de acidos graxos (FAME),
utilizando o sistema Sherlock® (MIDI) e a biblioteca de referéncia ITSA 1.0,
permitiu determinar a identidade de 14 dentre os 37 isolados produtores de
biossurfactantes obtidos, com base na biblioteca de referéncia ITSA 1.0
(Tabela 8). Grande parte dos isolados identificados por esse método pertencem
a espécies do Filo Firmicutes, género Bacillus, a saber: B. badius, B. subtilis
spizizenii, B. ginsengi, B. megaterium, B. andreesenii, B. smithii e B.
licheniformis; género Lysinibacillus: L. odysseyi;, género Geobacillus: G. toebii;
género Piscibacillus: P. halophilus e género Sporosarcina: S. luteola.

Bactérias do filo Firmicutes sdo comumente isoladas de ambientes do
solo, geralmente com estresses térmico e osmoético (Aislabie et al., 2008),
condi¢ao similar a utilizada neste trabalho. A producao de esporos, alteragdes
na membrana celular, acumulo de solutos compativeis e mecanismos
diferenciados para reparagdo de material genético também tém sido
relacionados a adaptacdo a condi¢des de dessecacdo, altas osmolaridade,

temperatura e de pH extremos (Mattimore e Battista, 1996).

Tabela 10. Identificagdo dos isolados produtores de biossurfactantes pelo perfil de
ésteres metilicos de acidos graxos com base na biblioteca do método ITSA 1 e por
sequenciamento e comparagao entre as sequéncias de rDNA 16S no National Center for
Biotechnology Information (NCBI).

Identificagao por

Isolado Identificacao por MIDI -
sequenciamento
T1A26C Bacillus badius (0,751)" Bacillus badius (99%)?
T1A82D Bacillus badius (0,583) Bacillus badius (99%)
T1A54C Bacillus badius (0,560) Bacillus badius (97 %)
T1A98D - Bacillus andreesenii (98%)
T1A46C - Sporosarcina contaminans (99%)
T1A12C - Sporosarcina contaminans (98%)
T1A30C - Sporosarcina contaminans (96%)
T1A8C - Sporosarcina soli (97 %)
T1A56C  Lysinibacillus sphaericus (0,224) Sporosarcina luteola (99%)
T1A6C Bacillus circundans (0,266) Bacillus ginsengi (99%)
T1A41C - =
T1A96D - Lysinibacillus odysseyi (98%)
T1A91D - Bhargavaea indica (98%)
T1A4C - Bhargavaea ullalensis (99%)
T1A53C  Bacillus subtilis spizizenii (0,689) Bacillus subtilis(99%)
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T1A63D  Bacillus subtilis spizizenii (0,712) Bacillus subtilis (96%)

T1A3C - Sporosarcina contaminans (99%)
T1A1C - Sporosarcina soli (98%)
T1A44C - =
T1A55C Bacillus megaterium (0,161) Bacillus megaterium (99%)
T1A83D Bacillus licheniformis (0,800) Bacillus licheniformis (97 %)
T1A49C - Lysinibacillus odysseyi (99%)
T1A77D - Lysinibacillus odyssey (96%)
T1A97D - Sporosarcina luteola (98%)
T3A13C - Bacillus smithii (99%)
S1A3C - Piscibacillus halophilus (99%)
S1A21D Bacillus licheniformis (0,749) Halobacillus kuroshimensis (94%)
S1A1C Bacillus subtilis spizizenii (0,691) Bacillus subtilis (93%)
S1A10C Bacillus licheniformis (0,693) Bacillus licheniformis (99%)
S1A39C  Bacillus subtilis spizizenii (0,665) Bacillus subtilis (98%)
T4A44DO - Geobacillus toebii (98%)
T4A24DO - Geobacillus toebii (99%)
T4A48DO - Geobacillus toebii (98%)
T4A45DO - Sporosarcina luteola (98%)
T4A20DO - Geobacillus toebii (99%)
T4A43DO - Geobacillus toebii (99%)
S1A23D Curtobacterium luteum (0,331) Curtobacterium luteum (98%)

" — indice de similaridade
2 _ Valor de identidade

Complementar a analise pelo sistema MIDI, os 37 isolados foram
identificados com base na sequéncia parcial do gene rDNA 16S. Foram
identificados 34 isolados. As sequéncias obtidas foram comparadas as
pertencentes ao banco de dados no NCBI, com o auxilio da ferramenta BLAST.
Os valores de identidade variaram entre 93 e 99 % (Tabela 10). De modo geral,
valores de identidade em torno de 97 % sao utilizados em estudos de filogenia
para conceituagao de organismos pertencentes a uma mesma espécie (Al-
Batayneh et al. 2011).

Geobacillus € um novo género pertencente a familia Bacillaceae.
Espécies desse género cujos representantes utilizam hidrocarbonetos como
fonte de carbono e energia (Gondim e Paz, 2007) apresentam caracteristicas
interessantes para aplicagdes biotecnoldgicas, a exemplo da capacidade de
crescerem em altas temperaturas e salinidades. Essas caracteristicas
aumentam o0 interesse por este microrganismo na producdo de
biossurfactantes, em condi¢des adversas para o0s demais microrganismos

geralmente descritos na literatura.
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O género Bhargavaea ¢ um membro da familia Planococcaceae (classe
Bacilli). Ele foi primeiramente relatado em 2009 com a espécie Bhargavaea
cecembensis, isolada a partir de uma amostra de sedimento em alto-mar
recolhida no Oceano Indico. O género Bhargavaea atualmente compreende
trés espécies. Este género é caracterizado por bactérias ndo moéveis, em forma
de bastonete, gram-positiva, ndo formadoras de enddésporos (VERMA et al.,
2013).

Curtobacterium luteum, embora descrita como uma bactéria psicrotrofica
gram-positiva (Kuddus e Ramteke, 2008), foi isolada a 40 °C, com
concentragédo de NaCf de 50 g L.

Nao foram encontradas na literatura informagdes sobre a produgao de
biossurfactante por espécies dos géneros Bhargavaea, Curtobacterium e

Sporosarcina.
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5. CONCLUSOES

A estratégia de enriquecimento da comunidade microbiana de
compostos de residuos solidos urbano em elevagao crescente de temperatura
(40-70 °C) e de concentragdo de NaCtf (0 a 170 g L~') mostra ser adequada
para o isolamento de bactérias termdfilas e halotolerantes. A adigcdo dos
osmoprotetores glicina-betaina e prolina ao composto, durante a incubagéo nas
diferentes temperaturas e salinidades, e também ao meio de cultivo,
favoreceram o isolamento em condi¢cbes extremas de temperatura e salinidade.
Dentre os 116 isolados obtidos, 37 demonstraram potencial para a produgao de
biossurfactante. As maiores produgdes de biossurfactantes foram obtidos em
TSB a 40 °C. Geobacillus toebii (TAA24DO) e Sporosarcina luteola (T4AA45D0)
produziram biossurfactantes em temperaturas de até 70 °C. A adicdo de
osmoprotetores ao meio de cultivo ampliou a temperatura maxima de
crescimento, a concentragcao de biossurfactantes produzidos e a temperatura

maxima de producao de biossurfactantes.
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6. ANEXOS

Figura 4. Pilha da qual foi retirada a amostra para analise e estudo. Usina de Reciclagem e
Compostagem de Lixo do municipio de Coimbra, Minas Gerais.

Figura 5. Diversidade morfologica das colonias de bactérias termdfilas. Imagem a esquerda
obtida de crescimento a 40 °C (T1A38C); da direita, a 65 °C (T3A15C).
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EPS

Figura 6. Secregao de substancia extracelular polimérica (EPS) por bactéria crescendo a 65 °C
(T3A15C), apontado pela seta.

Figura 7. Colbnia de crescimento rapido, incubada a 65 °C/24 h (T3A1C).

42



B
E—

— -

| ! | | I
CO —— =/ S =1 JdHO = =21 a5 =—

TF—= 2 L a < 1 <A 3 <= T

s

43



[ I I I I
CO — =21} = =1 CTIHOo = =21t IS =

TF—= 2 0 a < 1 <A 1 === T

i

44



=

| | | | | | | | |
[ | [ | | [ [ [ [ [
CO ———= —m1 < &==1 d>O = =1 <d-> =
TF—= L 0 a < 1 <A 1 = T o

45



or

‘(1ain)
00°1 VYSLI opoiow ojad sopesijeue ‘wabeisodwod ap [elisiew ap Sopiqo sopejosi sop soxelb
soploe ap siJad sop euelplonNg BIOUE)SIJ BU 9Seq WOD opIniisuod ewelbolpuaq "g eanbi4

T

1 <A T

T2 v a < 1 <A

|
I
CO ———= /21 S =1 IO = = ad =



8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AISLABIE, J.M.; JORDAN S.; BARKER, G.M.: Relation between soil classification and
bacterial diversity in soils of the Ross Sea region, Antarctica. Geoderma, Vol. 144, p.
9-20, 2008.

ARAUJO, L. V.; FREIRE, D. M. G.; NITSCHKE, M. Biossurfactantes: propriedades
anticorrosivas, antibiofilmes e antimicrobianas. Quimica Nova, Vol. 36, N. 6, p. 848-
858, 2013.

BANAT, I.M. Biosurfactants production and possible uses in microbial enhanced oil
recovery and oil pollution remediation: A review. Bioresource Technology, Vol.51(1),
p.1-12, 1995.

.Characterization of biosurfactants and their use in pollution removal-State of
the Art. (Review). Acta Biotechnology. Vol.15, p.251-267, 1995.

BANAT, I. M.et al.Biosurfactant production and use in oil tank clean-up. World Journal
of Microbiology and Biotechnology. Vol.7(1), p. 80-88, 1991.

BARBOSA, L. C. A. Introdugdo a quimica organica. 2. ed. Sdo Paulo: Pearson
Prentice Hall, 2011.

BARROS, F. F. C.; QUADROS, C. P.; MAROSTICA JUNIOR, M. R.; PASTORE, G. M.
Surfactina: propriedades quimicas, tecnoldgicas e funcionais para aplicagbes em
alimentos. Quimica Nova, Vol. 30, n.2, p. 409-414, 2007.

BATISTA, F. M. Producao de biossurfactante por Bacillus subtilis com elevada
eficiéncia na mobilizagdo de dleo pesado. Dissertacdo de Mestrado. Universidade
Federal de Vigosa, 2008.

BAYLEY, R.M.; MORTON, R.A. Recent developments in the molecular biology of

extremely halophilic bacteria. Critical Reviews in Microbiology. Vol. 6, p.151-205,
1978.

47



BERNARDES, L. Exoplanetas, Extreméfilos e Habitabilidade. 2013. 208f.
Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias) - Departamento de Astronomia do Instituto de

Astronomia, Geofisica e Ciéncias Atmosféricas, Universidade de Sio Paulo. 2013.

BHARALI, P.; DAS, S.; KONWAR, B.K.; THAKUR, A.J. Crude biosurfactant from
thermophilic Alcaligenes faecalis: feasibility in petro-spill bioremediation. International
Biodeterioration & Biodegradation. Vol.65, p. 682-690, 2011.

BIDONE, F.R.A. Conceitos Basicos de Residuos Sdlidos. Sao Paulo: Edicdo Sao
Carlos, 1999.

BONDOUR, A.A., MILLER-MAIER, R.M. Application of a modified drop-collapse
technique for surfactante quantitation and triagem of biossurfactant-producing

microorganisms. Journal of Microbiolology Methods. Vol.32, p.273-80, 1998.

BONIEK D.; FIGUEIREDO D., PYRLO V. S.; DUARTE G. F.: Characterization of
bacterial strains capable of desulphurisation in soil and sediment samples from
Antarctica. Extremophiles, Vol.14, p.475 — 481, 2010.

BROWN, A. D. Microbial water stress physiology: principles and perspectives. Jhon
Wiley& Sons, Ltd.,Chichester, Uniten Kingdom, 1990.

CAMEOTRA S.S.; MAKKAR, R.S. Biosurfactant-enhanced bioremediation of
hydrophobic pollutants. Pure Applied Chemistry, VVol.82, n.1, p.97-116, 2010.

CHOW, F. I; TAN, S. T. Manganese (ll) induces cell division and increases in
superoxide dismutase and catalase activities in anaging deinococcal culture. Journal
of Bacteriology. Vol. 172, p. 2029-2035, 1990.

CIRIGLIANO, M. C.; CARMAN, G. M., Purification and characterization of liposan, a
bioemulsifier from Candida lipolytica. Applied and Environmental Microbiology. Vol.

50, p. 846—-850, 1985.

DASSARMA, S.; DASSARMA, P. Halophiles: Enciclopedia of Life Sciences. Nature
Publishing Group. www.els.net: 1-9, 2001.

48



DESAI, J.D.; BANAT, .M. Microbial production of surfactants and their commercial
potential. Microbiology and Molecular Biology Reviews, New York, Vol.61, n.1,
p.47-64, 1997.

FARAH,M. A. Petrdleo e seus derivados. Rio de Janeiro: LTC, 2012.

FERNANDES, P. L. Biossurfactantes e polimeros de Bacillus subtilis R14914 e
sua aplicagdo em recuperagdo avangada de petréleo. Tese de Doutorado,

Universidade Federal de Vigosa, 2011.

FITTER, J. A measure of conformation alentropy change during thermal protein
unfoldingusing neutron spectroscopy. Biophysical Journal, Vol. 84 (6), p.3924-3930,
2003.

FROCK, A. D.; KELLY, R. M. Extreme thermophiles: moving beyond single-enzyme
biocatalysis. Current Opinion in Chemical Engineering, Vol. 1, p. 363-372, 2012.

GALINSKI, E.A. Compatible solutes of halophilic eubacteria: molecular principles,

water-solute interaction, stress protection. Experientia. Vol.49, p.487-496, 1993.

.Osmoadaptation in bacteria. Advances in Microbial Physiology.
Vol.37,p. 273-328, 1995.

GONDIM, A. L.N.; PAZ, M. C. F. Influéncia da temperatura, fonte de carbono e de
pH na produgcdao de biossurfactantes e biomassa por Geobacillus
stearothermophilus UCP986. Universidade Federal de Pernambuco Doutorado em
Ciéncias Biolégicas. Recife — PE, 2007.

HALL, L.; DOERR, K. A.; WOHLFIEL, S. L.; ROBERTS, G. D.: Evaluation of the
MicroSeq system for identification of mycobacteria by 16S ribosomal DNA sequencing
and its integration into a routine clinical mycobacteriology laboratory. Journal Clinical
Microbiology Vol. 41, p. 1447 — 1453, 2003.

HEIDEMANN, B. R.; SILVA, E. R.; SOARES, M.; BARBOSA, V. M. Compostagem
acelerada: analise microbiolégica do composto. Revista Brasileira de Ciéncias
Ambientais. N.8. p.42-46, 2007.

HOBSON, G. D.; POHL, W. Modern petroleo technology. Essex: Applied Science,
1975.

49



JONSSON, B.; LINDMAN, B.; HOLMBERG, K.; KRONBERG, B. In Surfactants and
Polymers in Aqueous Solutioneds; JONSSON, B.; LINDMAN, B.; HOLMBERG, K;
KRONBERG, B., eds.; Wiley: New York, 1998, cap. 1.

KAPPELI, O.; FINNERTY, W. R., Partition of alkane by an extracellular vesicle derived
from hexadecane grown Acinetobacter. Journal Bacteriology, Vol. 140, p. 707-712,
1979.

KARANTH, N. G. K.; DEO, P. G.; VEENANADIG, N. K.; Current Sciense Vol. 77,
p.116, 1999.

KUDDUS, M; RAMTEKE, P. W. A cold-active extracellular metalloprotease from
Curtobacterium luteum (MTCC 7529): Enzyme production and characterization. The
Journal of General and Applied Microbiology. Vol. 54, p.385-392, 2008.

LADENSTEIN, R.; REN, B. Protein disulfides and protein disulfide oxidoreductases in
hyperthermophiles. Federation of European Biochemical Societies Journal., Vol.
273(18), p. 4170-418, 2006.

LAKSANALAMAI, P.; ROBB, F.T. Small heat shock proteins from extremophiles.
Extremophiles, Vol. 8, p. 1-11, 2004.

LANGWORTHY, T.A.; MAYBERRY, W.R.; SMITH, P.F. Long chain glycerol die the
rand poliol dialkylglyceroltriether lipids of Sulfolobus acidocaldarius. J. Bacteriol.
119:106-116, 1974.

LANYI, J. K. Salt-dependent properties of proteins from extremely halophilic bacteria.
Bacteriol. Rev. Vol. 38, p. 272-290, 1974.

LIMA, C. J. B.; CONTIERO, J. Use of soybean oil fry waste for economical
biosurfactant production by isolated Pseudomonas aeruginosa using response surface
methodology. Current Trends in Biotechnology and Pharmacy. Vol. 3 (2), p. 162-
171, 2009.

LINDAHL, T. Instability and decay of the primary structure of DNA. Nature, Vol. 362, p.
709-715, 1993.

50



LLAMAS, 1.; AMJRES, H.; MATA, J. A.; QUESADA, E.; BEJAR, V. The potential
biotechnological applications of the exopolysaccharide produced by the halophilic

bacterium Halomonas almeriensis. Molecules, Vol.17, p. 7103-7120, 2012.

LOPEZ, G. DNA supercoiling and temperature adaptation: a clue to early diversification
of life. J. Mol. Evolution, Vol. 46, p. 439-452, 1999.

MAIER, R. M. Biosurfactants: evolution and diversity in bacteria. Advances in
Microbial Physiology. Vol.52, p. 101-121, 2003.

MARGUET, E., FORTERRE, P. DNA stability at temperatures typical for
hyperthermophiles, Nucleic Acids Research, v. 22, p. 1681-1686, 1994.

MATHEW, G.M.; SUKUMARAN, R.K.; SINGHANIA, R.R.; PANDEY, A. Progress in
research on fungal cellulases for lignocellulose degradation. J. Sci. Indus. Res., 67,
898-907, 2008.

MATTIMORE, V., BATTISTA, J.R. Radioresistance of Deinococcus radiodurans:
functions necessary to survive ionising radiation are also necessary to survive

prolonged desiccation. Journal Bacteriological, Vol. 178, p. 633-637, 1996.

MEZHOUD, N.; ZILI, F.; BOUZIDI, N.; HELAOUI, F.; AMMAR, J.; OUADA, H. B. The
effects of temperature and light intensity on grownth reproduction and EPS synthesis of
a thermophilic strain related to genus Graesiella. Bioprocess and Biosystems Engineering,
Disponivel em http://link.springer.com/article/10.1007/s00449-014-1204-7. Acesso em
14. jul.2014.

MILLER, R. M. Biosurfactant-facilitated remediation of metal-contaminated soils.
Environmental Health Perspectives. Vol.103 (1), p. 59-62, 1995.

MINTON, K. W. DNA repair in the extremely radioresistant bacterium Deinococcus

radiodurans. Molecular Microbiology, Vol. 13, p. 9-15 1994,
MOORE E., ARNSCHEIDT A, KRUGER A., STROMPL C., MAU M. Simplified

protocols for the preparation of genomic DNA from bacterial cultures. Molecular
Microbial Ecology Manual, Second Edition, Vol.1.01, p. 3 - 18, 2004.

51



MUTHUSAMY, K.; et al. Biosurfactants: Properties, comercial production and
application. Current Science, Vol. 94, N. 6, 25 march 2008.

NEWCOMB, T. G.; LOEB, L. A. in DNA Damage and Repair, Vol. 1: DNA Repair in
Prokaryotes and Lower Eukaryotes (edsNickoloff, J. A. &Hoekstra, M. F.) 65-84
Humana, Totowa, NJ, 1998.

NITSCHKE, M.; PASTORE, G. M. Biossurfactantes: propriedades e aplicagdes.
Quimica Nova, Vol.25, p.772-776, 2002.

O'CONNOR, C. "Are we alone? Astrobiologist lectures on extraterrestrials." UWIRE
Text 15 Sept. 2013: 1. Academic One File. Web. 22 Oct. 2013.

OREN, A. Intracellular salt concentration soft hean aerobic halophilic eubacteria
Haloanaerobium praevalens and Halobacteroides halobius. Can. J. Microbiol. Vol.32,
p.4-9, 1986.

OREN, A., HELDAL, M., NORDLAND, S. X-ray microanalysis of intracellular ions in the
anaerobic halophilic eubacterium Haloanaerobium praevalens. Can. J. Microbiol.
Vol.43, p. 588-592, 1997.

PARREIRA, A. G. Producao de biossurfactantes e recuperacdao de é6leo pesado
em meios porosos nao-consolidados. Tese de Doutorado, Universidade Federal de
Vigosa, 2009.

PEREIRA NETO, J. T.On the treatment of municipal refuse and sew ages ludge
using aerated static pile composting— a low cost technology aproach. University of
Leeds: Inglaterra, p. 839-845, 1987.

ROBERT, M., MERCADE, M.E.; BOSH, M.P.; PARRA, J.L.; ESPUNY, M.J;
MANRESA, M.A.; GUINEA, J. Effect of the carbon source on biosurfactant production
by Pseudomonas aeruginosa 44T1. Biotechnology Letters, Dordrecht, v.11, n.12, p.
871-874, 1989.

ROBERTS, M. F. Organic compatible solutes of halotolerant and halophilic
microorganisms. Biomed Central, Vol. 1(5), 30 p., 2005

52



ROTHSCHILD, L.J.; MANCINELLI, R.L. Life in extreme environments. Nature, Vol.
409(6823), p.1092-1101, 2001.

SINGH, S.P.; PUROHIT, M.K.; AOYAGI, C.; KITAOKA, M.; HAYASHI, K. Effect of
growth temperature, induction and molecular chaperones on the solubilization of over-
expressed cellobiose phosphorylase from Cellvibriogilvus under in-vivo conditions.
Biotechnol. Bioproc. Engin.,Vol.15(2), p.273-276, 2010

SOUZA, M; MELO, V. M. M.; RODRIGUES, S., SANT'ANA H., B.,, GONCALVES, L. R.
B. Triagem of biosurfactant-producing Bacillus strains using glycerol from the biodiesel

synthesis as main carbon source. Bioprocess Biosyst Eng Vol. 35, p. 897-906, 2012.
SPEIGHT, J. G. Handbook of petroleum analysis. Toronto: John Wiley, 2001.

TAMURA, K.; DUDLEY, J.; NEIl. M. KUMAR, S.. MEGA4: Molecular
EvolucionaryGeneticsAnalysis (MEGA) software version 4.0. Molecular Biology and
Evolution, Vol.24, n. 8, p.1596-1599, 2007.

THOMAS, J. E. Fundamentos da engenharia do petréleo. Rio de Janeiro:

Interciéncia, 2001.

TULEVA, B.K.; IVANOV, G.R.; CHRISTOVA, N.E. Biosurfactant production by a new
Pseudomonas putida strain. Zeitschrift fiir Naturforschung, Vol.57, n.3-4, p.356-360,
2002.

TYRELL, R. M. in Oxidative Stress: Oxidants and Antioxidants. Ed. Sies, H.
Academic,London, p. 57-83, 1991.

VARGAS, C.; ARGANDONA, M.; REINA-BUENO, M., RODRIGUEZ-MOYA, J.;
FERNANDEZ-AUNION, C.; J NIETO, J. Unravelling the adaptation responses
to osmotic and temperature stress in Chromohalobacter salexigens, a
bacterium with broad salinity tolerance. BioMed Central (Saline Systems),
Vol. 4, p.1-9, 2008.

VENKATESWARAN, A. et al. Physiologic determinants of radiation resistance in
Deinococcus radiodurans. Appliedand Environmental Microbiology. Vol.66,
p.2620-2626, 2000.

53



VERMA, P., SEONG, C.N., PANDEY, P.K., BHONDE, R.R., SPROER, C., ROHDE,
M., & SHOUCHE,Y.S. Bhargavaea indica sp. nov., a member of the phylum Firmicutes,
isolated from Arabian Sea sediment. Journal of Microbiology. Vol. 51, p.36-42,
2013.

VIEILLE, C.; ZEIKUS, G. Hyperthermophilic enzymes: sources, uses, and molecular
mechanisms for thermostability. Microbiology and Molecular Biology Reviews,
Vol.65(1), p.1-43, 2001.

WALTER, V.; SYLDATK, C.; HAUSMANN, R. Biossurfactants. Alemanha: Landes

Bioscience, 2010.

WATERS, J. Recent Developments in the Analysis of Surfactants; Porter, M.
R., ed.; Crown House: UK, 1991, Cap. 6.

WETLER-TONINI, R. M.; REZENDE, C.E.; GRATIVOL, A. D. Degradagéo e
Biorremediagdo de Compostos do Petréleo por Bactérias: Revisdo. Oecologia

Australis. Vol.14(4), p.1010-1020, 2010.

YOUSSEF, N. H., K. E., DUNCAN, D. P., NAGLE, K. N., SAVAGE, R. M., KNAPP M.
J. MCINERNEY.: 2004. Comparison of methods to detect biosurfactant production by
diverse microorganisms. Journal of Microbiological Methods, v. 56: p. 339-347,
2004.

ZOSIM, Z., GUNTICK, D. L.; ROSENBERG, E., Properties of hydrocarbonin water
emulsion. Biotechnology and Bioengineering, Vol.24, p.281-292, 1982.

ZUCCONI F & BERTOLDI M. Composts specifications for the production and
characterization of composts from municipal solid waste. In Compost: production,

quality and use. London: eds. Elsevier Applied Science, 1987.

54



