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RESUMO

Os actinomicetos sdo bactérias Gram positivas predominantemente
filamentosas, encontradas principalmente no solo. Existem poucos estudos
sobre sua capacidade em degradar combustiveis, embora alguns autores
afirmem que séo bons candidatos para aplicacdo na biorremediacéo de solos
contaminados com hidrocarbonetos. Os principais objetivos do presente
trabalho foram a identificacéo de actinomicetos provenientes de solo impactado
com hidrocarbonetos de petrdleo e a selecdo, dentre isolados de solo com e
sem historico de contaminacdo, de actinomicetos capazes de degradar
misturas de diesel e biodiesel de soja (BO, B10 e B100) e de produzir as
enzimas lipase e esterase. Através de analises morfoldégicas e moleculares,
94,5% dos isolados de landfarming foram identificados como pertencentes ao
género Streptomyces. Trés isolados de Streptomyces sp. apresentaram o gene
alkB, mas apenas um deles foi capaz de degradar diesel (B0). Os isolados de
solo impactado e ndo impactado, quando comparados, apresentaram perfis de
degradacdo muito semelhantes, pois todos que foram capazes de degradar
combustiveis utilizaram preferencialmente o biodiesel. A selecdo de potenciais
degradadores foi realizada a partir da utilizacdo do indicador-redox DCPIP,
crescimento em meio sélido com 6leo como Unica fonte de carbono e producéo
das enzimas lipase e esterase. Os dois isolados selecionados foram utilizados
no ensaio de biodegradacao do biodiesel (B100) em meio liquido. Através da
analise das amostras de biodiesel pela espectroscopia de infravermelho no
tempo final (28 dias) da curva de crescimento, péde-se inferir que a formacéo
de um produto de degradacdo ndo esta necessariamente relacionada a
degradacao dos ésteres do biodiesel, podendo indicar a degradacao de algum
subproduto gerado na transesterificacédo do 6leo de soja.

! Dissertacdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente - Microbiologia Ambiental,
Instituto de Ciéncias Bésicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
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IDENTIFICATION OF ACTINOMYCETES ISOLATED FROM SOIL
CONTAMINATED WITH PETROCHEMICAL RESIDUES AND SELECTION
OF MICROORGANISMS WITH POTENTIAL FOR DEGRADATION OF
DIESEL/BIODIESEL BLENDS!

Author: Mariana Wanderley Duarte
Adviser: Sueli T. Van Der Sand

ABSTRACT

Actinomycetes are Gram positive bacteria, predominantly filamentous, mainly
found in soil. Few studies assess their ability for fuel degradation, although
some authors state that they are good candidates for hydrocarbon
bioremediation application. The main objectives of this study were to identify
actinomycetes obtained from petroleum hydrocarbon contaminated soil, and to
select actinomycetes that degrade diesel and soybean biodiesel blends (BO,
B10 and B100) and produce lipases and esterases, among soil isolates with
and without contamination history. ldentification through morphological and
molecular analysis showed that 94,5% of the landfarming isolates belong to the
genus Streptomyces. Three Streptomyces sp. isolates showed the alkB gene,
although only one of them was capable of degrading diesel (B0O). The
comparison between isolates from contaminated and not contaminated soll
showed they have similar degradation profiles, since all isolates with ability for
degrading fuel mainly used biodiesel as carbon source. The selection of
microorganisms with potential for degradation was conducted using DCPIP
redox indicator, growth in solid medium with oil as the sole carbon source, and
production of lipases and esterases. Both selected isolates were used in the
biodiesel biodegradation assay (B100) in liquid medium. The analysis of
biodiesel samples through infrared spectroscopy in the end time (28 days) of
the growth curve showed that the formation of a degradation product is not
necessarily related to the degradation of biodiesel ester, but it may indicate the
degradation of subproducts generated in the transesterification of soybean oil.
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1. INTRODUCAO

A industria de petréleo, em suas diversas atividades (producéo,
refino, transporte e comercializagéo), apresenta risco ambiental inerente. Os
vazamentos acidentais de petroleo e derivados em dutos, embarcacbes e
unidades industriais sdo apenas alguns exemplos de possiveis impactos
ambientais. A contaminacdo do solo ocorre principalmente devido a
vazamentos de combustiveis armazenados em tanques subterraneos, e com
menor frequéncia em acidentes envolvendo transporte.

Atualmente, o combustivel mais utilizado no Brasil € o 6leo diesel,
gue desde 1° de janeiro de 2010 passou a ser comercializado com a adi¢ao de
5% de biodiesel (mistura B5). O diesel e o biodiesel, apesar de apresentarem a
mesma funcdo (combustivel para caminhdes, onibus, tratores e transportes
maritimos), tém origens e composicfes muito distintas. O diesel € composto
por uma complexa mistura de hidrocarbonetos, enquanto que o biodiesel é
composto por ésteres metilicos ou etilicos de acidos graxos longos de baixa
complexidade estrutural. O biodiesel apresenta algumas vantagens em relacéo
ao Oleo diesel: € livre de enxofre e de compostos aromaticos, tem carater ndo

toxico e é biodegradavel.



Uma das alternativas para a descontaminacao de areas impactadas
com misturas de diesel e biodiesel é a biorremediacdo, que consiste na
aplicacdo de processos biolégicos a conversao de contaminantes ambientais
em substancias inertes. Para que um microrganismo possa ser utilizado em tais
processos, é fundamental que produzam enzimas capazes de degradar esses
contaminantes. Lipases e esterases sdo capazes de catalisar a hidrélise dos
ésteres que constituem o biodiesel, e as enzimas oxigenases sao responsaveis
pela degradacdo dos hidrocarbonetos do o6leo diesel. A producédo de
biossurfactantes também € de grande importancia na biorremediacdo, pois
essas moléculas tornam o contaminante mais biodisponivel.

Os actinomicetos sao bactérias Gram positivas predominantemente
filamentosas encontradas principalmente no solo, onde desempenham um
papel fundamental na decomposicdo da matéria organica devido a sua
capacidade de utilizar varias fontes de carbono e de degradar polimeros
complexos. Existem poucos estudos sobre a presenca de actinomicetos em
ambientes impactados com hidrocarbonetos e sobre sua capacidade em
degradar combustiveis, embora varios autores afirmem que sdo bons
candidatos para aplicacdo na biorremediacdo de solos contaminados com
hidrocarbonetos.

Os principais objetivos do presente trabalho foram identificar
actinomicetos isolados de solo impactado com residuos petroquimicos e
selecionar, entre isolados de solo impactado e ndo impactado, actinomicetos
gue apresentem potencial de biodegradacdo de misturas de diesel e biodiesel,

tendo em vista a possibilidade de utiliza-los em processos de biorremediacéo.



Os objetivos especificos foram a deteccdo do gene alkB, que
codifica uma enzima monoxigenase, sua relacdo com a capacidade de
degradacéao do diesel (BO), e a comparacdo do potencial de degradacéo de
misturas de diesel e biodiesel (BO, B10 e B100) e produc¢éo das enzimas lipase
e esterase por actinomicetos isolados de solo com e sem historico de

contaminacao.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Contaminacao do solo por combustiveis

No Estado do Rio Grande do Sul, no periodo de marco de 1994 a
dezembro de 2011, foram registrados pela FEPAM (Fundacédo Estadual de
Protecdo Ambiental Henrique Luiz Roessler - RS) 529 acidentes relacionados
ao transporte de cargas perigosas, com produtos quimicos das mais diversas
origens. Aproximadamente 26% do total de acidentes registrados estavam
relacionados ao transporte de combustiveis, com maior prevaléncia de

acidentes envolvendo derrame de 0leo diesel (Figura 1).

= Oleo diesel
@ Biodiesel

m Combustiveis ndo especificados
58%

FIGURA 1: Acidentes envolvendo transporte de combustiveis, no periodo de
marco de 1994 a dezembro de 2011 (Fonte: FEPAM, 2012).



Os acidentes envolvendo transporte de biodiesel comecaram a ser
registrados a partir de 2008, quando a mistura obrigatoria de 2% de biodiesel
ao Oleo diesel (B2) passou a ser comercializada em todo o territério nacional.
No periodo de janeiro de 2008 a dezembro de 2011, do total de acidentes
envolvendo transporte de combustiveis, 12,5% foram atribuidos a acidentes
com biodiesel (ANP, 2012; FEPAM, 2012).

O numero de acidentes envolvendo transporte, entretanto,
representa um percentual muito pequeno se comparado aos vazamentos em
tanques de armazenamento de combustivel em postos de abastecimento. No
estado de S&o Paulo, do total de 4131 registros de éareas contaminadas
levantadas pela CETESB (Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo) no
ano de 2011, 78% correspondem aos postos de combustivel (Figura 2). Os

principais contaminantes encontrados foram, portanto, os combustiveis liquidos.

Acidentes/Agricultura/ Residuo (96)
Fonte desconhecida 3%
(37)
1%

Industria (577)
14%

Comercial (179)
4%

Posto de combustivel
(3.217)
78%

FIGURA 2: Distribuicdo das areas contaminadas por tipo de atividade no
estado de S&o Paulo (Fonte: CETESB, 2011).



2.2 Oleo diesel e biodiesel

O 6leo diesel é um produto da destilacao fracionada do petrdleo que
apresenta em sua composicdo principalmente hidrocarbonetos alifaticos de
cadeia simples, ndo ramificados, que contém de 9 a 28 &tomos de carbono (Co-
Cas), além de outros compostos que destilam na mesma faixa de temperatura,
como hidrocarbonetos policiclicos arométicos e seus derivados alquilicos.
Também sdo encontrados altos teores de enxofre, que variam de 0,1 a 0,5%, e
produtos da combustdo, como CO, NOyx, SOx e material particulado (Braun et
al., 2003; ANP, 2012).

Desde 1° de janeiro de 2010, o 6leo diesel comercializado em todo o
territorio nacional contém 5% de biodiesel (mistura B5). O biodiesel € um
biocombustivel produzido a partir de dleos vegetais ou gorduras animais. Para
diminuir sua viscosidade e torna-los compativeis com motores a diesel, os
Oleos e gorduras precisam passar por um processo quimico denominado
transesterificacdo, no qual a reacdo entre os triacilglicerideos e um alcool
(metanol ou etanol) é catalisada por um acido, uma base ou uma enzima
lipolitica, resultando em ésteres de acidos graxos (biodiesel) e alguns
subprodutos, cujo principal é o glicerol (Figura 3) (Ramos et al., 2003; Macedo

& Macedo, 2004; ANP, 2012).
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FIGURA 3: Reacdo de transesterificacdo de O6leos vegetais e/ou gorduras
animais. (1) Triacilglicerideo; (2) &lcool (metanol ou etanol); (3) catalisador
(acido, base ou enzima lipolitica); (4) glicerol; (5) ésteres metilicos ou etilicos
de &cidos graxos (biodiesel) (Fonte: Ramos et al., 2003; Macedo & Macedo,
2004).

O biodiesel metilico de soja, amplamente utilizado no Brasil, é
constituido por cinco ésteres de acidos graxos de cadeia longa (C16-C1g): acido
linoléico (64%), oléico (20%), palmitico (11%), linolénico (3%) e estearico (2%).
Em algumas regides do Brasil, como € o caso do Rio Grande do Sul, também &
utilizado biodiesel de sebo bovino, que pode ser misturado ao biodiesel de soja
(Ramos et al., 2003; ANP, 2012).

O biodiesel € um combustivel ndo-toxico, renovavel e biodegradavel.
Sua biodegradabilidade esta relacionada a auséncia de compostos aromaticos,
a grande capacidade de absorcao de agua e a disponibilidade de ligacbes éster
de alta energia, que do ponto de vista ambiental apresenta uma enorme
vantagem em relacdo ao diesel de petrdleo (Macedo & Macedo, 2004;

Passman & Dobranic, 2005).

2.3 Biorremediacao
A Dbiorremediacdo é definida como processo que emprega

microrganismos ou suas enzimas para destoxificar contaminantes no solo ou



em outros ambientes. Consiste, basicamente, na transformacdo do
contaminante a formas que nao oferecem riscos ambientais. A biorremediacao
€ de simples manutencao, é aplicavel em grandes areas e tem baixo custo.

Algumas estratégias para biorremediacao de solos in situ (no local
impactado) sdo a degradacdo intrinseca pelos microrganismos indigenas
(atenuagcdo natural), a adicdo de nutrientes e otimizacdo de condi¢Oes
ambientais do solo, como pH, temperatura e umidade (bioestimulacdo) e a
adicdo de microrganismos com capacidade de degradar contaminantes
especificos (bioaumentacéo). Alguns processos de biorremediacdo ex situ sé&o
o landfarming, que consiste na aplicagdo do contaminante (liquido ou sélido)
em células impermeabilizadas, cujo solo é homogeneizado periodicamente por
meio de aragem, e o sistema de biopilha, uma variacdo da técnica de
compostagem na qual o solo contaminado € escavado e disposto em pilhas,
gue sao revolvidas mecanicamente para maior oxigenacao (Frankenberger,
1992; Moreira & Siqueira, 2006; Seabra, 2008).

No estado do Rio Grande do Sul, foi sancionada pela FEPAM a
Portaria n°® 016 de abril de 2010, que dispde sobre o controle da disposicéo
final de residuos Classe | (perigosos) com caracteristicas de inflamabilidade.
Tais residuos (entre eles, solos contaminados com combustiveis) s6 seréo
passiveis de destinacdo em “aterros de residuos classe I” ou “central de
recebimento e destinagao de residuos classe |I” apds recuperagéao, reciclagem,
tratamento biolégico ou tratamento térmico. A criacdo dessa Portaria
representa um marco a legislacdo ambiental do estado do Rio Grande do Sul,

por estimular a prestacao de servicos no campo da remediacéo pela iniciativa



privada com o objetivo de recuperar &reas impactadas por contaminantes
(Meyer, 2011). Por isso, cada vez mais torna-se necessario o estudo de

microrganismos que apresentem potencial para degradar combustiveis.

2.4 Microrganismos: potencial enzimético e producdo de
biossurfactantes

Em condicdes aerdbias, os primeiros passos da degradacéo do 6leo
diesel sao realizados por enzimas oxigenases (Van Beilen et al., 2003). Uma
classe de enzimas monoxigenases, conhecidas como alcano-hidroxilases, é
responsavel pela introducdo de um atomo de oxigénio em alcanos, que pode
ser terminal, subterminal ou biterminal (Figura 4). A enzima mais estudada é a
alcano-hidroxilase codificada pelo gene alkB, responsavel pela primeira etapa
da degradacao do dOleo diesel (Belhaj et al., 2002; Mehdi & Giti, 2008).

As enzimas dioxigenases estdo presentes em microrganismos
capazes de degradar os compostos recalcitrantes do 6leo diesel, e sao
responsaveis pela insercdo de dois atomos de oxigénio nos anéis aromaticos.
As reacfes de oxidacdo sdo baseadas principalmente em processos de
hidroxilacdo, seguidos pela clivagem dos anéis aromaticos e epoxidacao

(reacdes que envolvem a transferéncia de oxigénio) (Golovleva et al., 1990).
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FIGURA 4: Rotas da degradacéo de alcanos por oxidacao terminal, subterminal
e biterminal (modificado de Fritsche & Hofrichter, 2000).

A biodegradacao do biodiesel consiste na hidrolise do éster por uma
lipase, resultando na producdo de um acido graxo e um alcool (Figura 5).
Posteriormente, os acidos graxos sao hidrolisados em moléculas menores por
lipases e esterases, e entédo oxidados via B-oxidacao (Vieira et al., 2006).

Lipases e esterases sdo enzimas que catalisam a hidrélise de
ésteres, embora apenas as lipases atuem sobre ésteres insollUveis em agua,
como os triacilglicerideos. As esterases hidrolisam ésteres sollUveis e de
cadeias curtas, com no maximo seis carbonos. A maioria das lipases pode
hidrolisar o substrato de esterases, mas o inverso ndo ocorre (Jaeger et al.,

1999; Bornscheuer, 2002).
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FIGURA 5: Degradacdo do éster do acido linoléico por hidrélise enzimatica
(modificado de Cooper, 2000).

A presenca das enzimas oxigenases, lipases e esterases é
fundamental para que ocorra a biodegradacao de misturas de diesel e biodiesel.
Entretanto, o potencial enzimatico nem sempre € suficiente para que a
biodegradacdo ocorra, pois o0 contaminante precisa estar biodisponivel aos
microrganismos. Os biossurfactantes sdo moléculas anfipaticas (apresentam
uma porcao hidrofilica e outra hidrofébica), e podem ser divididos em duas
categorias em funcdo do peso molecular. Os biossurfactantes de baixo peso
molecular apresentam a propriedade de diminuir a tensdo superficial de um
meio aquoso, e 0s biossurfactantes de alto peso molecular (bioemulsificantes)
sdo responsaveis pela formacdo e estabilidade da emulsdo, e néo
necessariamente causam a reducdo da tenséo superficial (Bento et al., 2008).

Os biossurfactantes tém a capacidade de aumentar a solubilidade de
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contaminantes hidrofébicos e, portanto, de acelerar a degradacdo de vérios
Oleos. Em processos de biorremediacdo de solos, os biossurfactantes podem
ser utlizados diretamente ou podem ser adicionados microrganismos

produtores (Nitschke & Pastore, 2002).

2.5 Actinomicetos

2.5.1 Caracteristicas gerais

Os actinomicetos desempenham um papel crucial na decomposicéo
de compostos orgéanicos e poluentes ativos na natureza (Groth et al., 1999).
Sao um grupo heterogéneo de bactérias Gram positivas com alto percentual de
guanina e citosina no DNA, que pode exceder 70% do total de nucleotideos
(Araudjo, 1998). Possuem genomas que contém mais de 3300 genes, na sua
maioria capazes de codificar proteinas utilizadas durante a complexa
diferenciacdo morfoldgica e biossintese de metabdlitos secundarios (Hopwood
et al., 1985). Sua diversidade morfolégica esta baseada principalmente nas
estratégias reprodutivas, que levam a formacdo de uma ampla variedade de
estruturas de esporulacdo (Ensign, 1978). A maioria dos actinomicetos cresce
com um aspecto filamentoso e ramificado, podendo apresentar formacdo de
micélio sobre o substrato e micélio aéreo quando crescidos em meio sélido,
como é caracteristico do género Streptomyces (Figura 6) (Willey et al., 2006;
Bervanakis, 2008). O micélio colorido é explicado pela producao de pigmentos,

e a aparéncia pulverulenta é decorrente da formacdo de micélio aéreo

(Rahman et al., 2000; Sathi et al., 2001). Os filamentos sdo semelhantes as
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hifas dos fungos, porém apresentam didmetros muito menores, que variam de
0,5 a 10 pm (Sultan et al., 2002). Actinomicetos pertencentes aos géneros
Nocardia, Rhodococcus e Gordonia produzem um micélio ramificado que se
fragmenta em cocos ou bacilos, o que pode conferir aspecto mucéide as

colonias (Holt et al., 1994).

FIGURA 6: Filamentos de actinomicetos do género Streptomyces: colonias
crescidas em meio solido e microscopia eletronica de varredura do micélio
sobre o substrato (1) e micélio aéreo (2). Fonte: Willey et al. (2006).

Os actinomicetos sdo predominantemente aerdbios, mesofilicos e
apresentam crescimento relativamente lento. Podem ocorrer em diversos
ambientes, mas sdo encontrados principalmente no solo (Mccarthy & Williams,
1992). Kennedy (1999) afirmou que 30% da microbiota do solo corresponde
aos actinomicetos, e 0s géneros mais comumente isolados sdo Streptomyces e

Micromonospora (Basilio et al., 2003). O género Streptomyces representa mais
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de 90% do total de actinomicetos presentes no solo, e provavelmente
desempenham as fun¢des ecoldgicas mais importantes, como decomposi¢ao

da matéria organica e ciclagem de nutrientes (Xu et al., 1996).

2.5.2 Identificagéo

A identificacdo de actinomicetos abrange andlises das
caracteristicas morfologicas, testes bioguimicos e analises moleculares. As
analises morfoldgicas incluem a observacao da ramificacdo do micélio sobre o
substrato, formacdo de micélio aéreo e sua fragmentacdo ou esporulacéo, e
tipo, numero e arranjo de esporos. As caracteristicas morfologicas
desempenham um papel muito importante na distincio do género
Streptomyces dos demais actinomicetos formadores de esporos (Holt et al.,
1994). Os testes bioquimicos incluem a utilizacdo de diferentes fontes de
carbono e nitrogénio, producao de enzimas e de pigmentos.

As analises moleculares sdo baseadas na amplificacdo completa ou
de fragmentos do DNAr 16S. Esta regido € altamente conservada entre os
procariotos, mas também contém regides variaveis, adequadas para distinguir
taxa. As mais empregadas para o desenho de oligonucleotideos iniciadores
(primers) incluem as regidbes V1-V9. A regido variavel V3 constitui uma
ferramenta molecular crucial para a identificacdo de actinomicetos (Lewin,
2000; Heuer et al., 1997). Rintala et al. (2001) desenharam primers especificos
para a identificacdo do género Streptomyces que amplificam as regides

variaveis V1-V8.
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2.5.3 Presencga de actinomicetos em solos impactados e seu
potencial de degradacéo de hidrocarbonetos

Microrganismos que apresentam toler&ncia a hidrocarbonetos ou
gue sejam capazes de utilizd-los como fonte de carbono tém sido identificados
em diversos tipos de solos contaminados (Juck et al., 2000, Nakatani et al.,
2008). Segundo Pizzul et al. (2006), actinomicetos sdo bons candidatos para
aplicacdo em biorremediacdo de solos. Muitos autores descrevem o potencial
de biodegradacdo de hidrocarbonetos e producdo de biossurfactantes por
isolados de Rhodococcus sp. (Bicca et al., 1999; Larkin et al., 2005; Lee et al.,
2006; Pizzul et al., 2006; Martinkova et al., 2009), além da presenca de genes
especificos que codificam enzimas envolvidas na degradacdo dos
hidrocarbonetos, como o alkB (Vomberg & Klinner, 2000; Heiss-Blanquet et al.,
2005; Quatrini et al., 2008). Porém ha poucos trabalhos na literatura
envolvendo degradacéo de derivados de petroleo por isolados de Streptomyces
sp. Actinomicetos pertencentes ao género Streptomyces estdo presentes em
diferentes tipos de solo, e podem se adaptar a ambientes extremos. Sua
versatilidade permite que sobrevivam em ambientes téxicos, como solo
contaminado com derivados de petréleo. Por isso, € surpreendente que
existam tdo poucos estudos utilizando Streptomyces sp. na biorremediacédo de
areas impactadas com hidrocarbonetos (Radwan et al., 1998; Barabas et al.,
2001). Segundo Barabas et al. (2001), experimentos preliminares realizados
em laboratério com amostras de solo contaminadas com hexadecano ou
octadecano mostram que isolados selecionados de Streptomyces sp. podem

degradar mais de 90% destes hidrocarbonetos em um periodo de quatro



16

meses. Nakatani et al. (2008) obtiveram um isolado de Streptomyces sp.
oriundo de solo de landfarming de residuos petroquimicos capaz de crescer em
meio de cultura contendo antraceno como Unica fonte de carbono, além de
isolados de Nocardioides sp. e Arthrobacter sp., também pertencentes a ordem
Actinomycetales. Saadoun et al. (2008) isolaram espécies de Streptomyces de
solo impactado com hidrocarbonetos, e além de obterem isolados capazes de
degradar diesel, detectaram a presenca do gene alkB. Balachandran et al.
(2012) estudaram um isolado de Streptomyces sp. proveniente de solo
contaminado com 6leo, e constataram que o isolado foi capaz de degradar
naftaleno, fenantreno e oleo diesel, além da capacidade de crescer em petroleo,
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) e outros substratos, quando
utilizados como uUnica fonte de carbono. Thampayak et al. (2008) obtiveram
isolados de Streptomyces sp. capazes de produzir biossurfactantes quando
crescidos em Oleo de gergelim.

Portanto, levando em consideracdo o impacto causado no ambiente
pela contaminacdo por hidrocarbonetos, o potencial de biodegradacdo de
diferentes compostos apresentado pelos actinomicetos e a caréncia de estudos
sobre o assunto, a proposta deste trabalho é contribuir com informacdes
referentes a presenca deste grupo de microrganismos em solos impactados e

sua capacidade de degradacdo de misturas de diesel e biodiesel.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Amostras

As coletas de solo foram realizadas em locais com historico de
contaminagdo por hidrocarbonetos de petroleo. Inicialmente, foram obtidas
amostras de solo proveniente de dois postos de combustivel localizados em
Porto Alegre, Rio Grande do Sul, coletadas a uma profundidade de
aproximadamente quatro metros. Posteriormente, foram coletadas amostras de
uma célula de landfarming do Sistema Centralizado de Controle de Residuos
Solidos do Pdlo Petroquimico do Sul (SICECORS) (Figura 7), que desde 1986
recebe residuos petroquimicos da Companhia Petroquimica do Sul, atual
Braskem, localizada no municipio de Triunfo, Rio Grande do Sul. As amostras
foram coletadas de uma camada superficial (0-15 cm) de uma das seis células
de 30 m x 100 m. Por ultimo, foram coletadas amostras de uma camada
superficial (0-15 cm) de biopilhas na Base da Distribuidora da empresa Ipiranga
Produtos de Petréleo (Figura 7), destinadas ao tratamento biolégico de solos
contaminados previamente removidos de postos de combustivel. Todas as
amostras foram armazenadas no Laboratério de Microbiologia Ambiental do

Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude
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(ICBS) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), e mantidas

sob refrigeragéo a 4°C.

FIGURA 7: Células de landfarming do SICECORS (1) apés recente aplicacdo
de borra oleosa; (2) ap6s duas semanas de realizacdo do revolvimento do solo
(Fonte: Cerqueira, 2011). (3) Biopilha da empresa Ipiranga (Fonte: Mariana W.
Duarte, 2011).

3.2 Isolamento de actinomicetos e recuperacdo de isolados da
colecéo de culturas

Foram realizados dois procedimentos distintos para o isolamento
dos actinomicetos: um no qual a amostra foi enriquecida com 1% de B5 e
submetida a transferéncias sucessivas a cada sete dias, e outro no qual foi
realizado isolamento direto.

Pelo procedimento de isolamento direto, dez gramas de cada
amostra foram suspendidos em 90 mL de meio minimo mineral (MM1) (Anexo
8.1.1) em frascos Erlenmeyer com capacidade para 250 mL e foram incubados
a 30°C por 30 min, sob agitacdo de 150 r.p.m. Pelo procedimento de
isolamento com enriquecimento, a suspensao da amostra foi enriquecida com
1% da mistura B5, com o objetivo de selecionar microrganismos capazes de
degradar misturas de diesel e biodiesel. A suspenséo foi incubada a 30°C por

sete dias sob agitacdo de 150 r.p.m. A cada sete dias, foi realizada uma
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transferéncia de 10 mL do in6culo para um novo frasco contendo 90 mL de
MM1 e foi adicionado 1% de B5 a cada transferéncia, e o inéculo foi submetido
as mesmas condi¢des de crescimento. Este procedimento foi realizado por um
periodo de trés semanas. Para cada amostra, tanto do isolamento direto
guanto do isolamento com enriquecimento, foram feitas diluicbes seriadas em
MM1, até 10°. Uma aliquota de 100 pL de cada diluicdo foi espalhada sobre a
superficie do meio agar amido caseina (ACA) (Anexo 8.1.2), em ACA contendo
o antifungico anfotericina B (Anexo 8.1.3) e em agar nutriente (Anexo 8.1.4).
Todas as semeaduras foram realizadas em triplicata. As placas foram
incubadas a 30°C, e ap0s cinco dias foi realizada a contagem de Unidades
Formadoras de Col6nia (UFC). Os actinomicetos foram selecionados com base
na frequéncia de cada morfotipo. Para a obtencdo de col6nias puras, foi
realizada a técnica de esgotamento em meio ACA, a partir da qual os isolados
foram inoculados em ACA inclinado para posterior estocagem a 4°C e a -20°C.
Também foram utilizados 35 isolados de actinomicetos provenientes
de solos sem histérico de contaminacédo (sob cultura de acacia-negra e sob
formacdo secundaria de Mata Atlantica), previamente isolados por Damasceno
et al. (2008). Apos a realizacdo do esgotamento para confirmacdo da pureza
das coldnias, estas foram transferidas para tubos de ACA inclinado e

estocadas a 4°C.

3.3 Identificacdo morfolégica
A analise morfoldgica dos actinomicetos foi realizada pela técnica do

microcultivo (Holt et al.,, 1994). As laminas foram incubadas a 30°C e
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observadas em microscépio Optico com aumento de 400X, do terceiro ao
sétimo dia de incubacéo. Foram analisadas caracteristicas que possibilitam a
identificagdo em nivel de género, como ramificacdo do micélio sobre o
substrato, formacdo de micélio aéreo e sua fragmentacdo, estruturas de

esporulagéo e arranjo de esporos.

3.4 Identificagcdo molecular e detec¢céo do gene alkB

A identificagdo molecular foi realizada com o objetivo de confirmar os
géneros obtidos através das analises morfologicas e de possibilitar a
identificacdo em nivel de género de isolados de dificil caracterizacdo
morfologica. Nos actinomicetos isolados de local impactado com
hidrocarbonetos, foi realizada deteccéo do gene alkB, que codifica uma enzima

monoxigenase responsavel pela degradacéo de alcanos.

3.4.1 Extracdo do DNA cromossomal

O DNA cromossomal dos actinomicetos foi extraido segundo o
protocolo descrito por Hopwood et al. (2000), com modificagdes. Os isolados
foram inoculados em frascos Erlenmeyer com capacidade para 125 mL
contendo 20 mL de caldo nutriente (Anexo 8.1.5), e incubados a 30°C por 48 h,
sob agitacdo de 150 r.p.m. Aliquotas de 1 mL de cada isolado foram
transferidas para microtubos, que foram centrifugados a 13.000 r.p.m. por
guatro minutos. O sobrenadante foi desprezado e o pellet foi lavado com agua
destilada estéril, com a finalidade de remover o excesso de caldo nutriente

presente no material celular. As células foram ressuspendidas em 500 pL de
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tampéo SET (Anexo 8.2.1) e lisozima (Anexo 8.2.2) a uma concentracgao final
de 1 mg/mL. A mistura foi incubada em banho de 4gua a 37°C durante uma
hora. Foi adicionado SDS (Anexo 8.2.3) a uma concentracéo final de 1% e
proteinase K (Anexo 8.2.4) a uma concentragédo final de 0,5 mg/mL, e a mistura
foi incubada a 55°C durante duas horas. Posteriormente, adicionou-se NaCl 5
M a uma concentracao final de 100 mM e homogeneizou-se por inversao por
10 segundos. Um volume de cloroférmio foi adicionado e a mistura foi
novamente homogeneizada, durante 30 minutos. A solucao foi centrifugada por
20 minutos, a 13.000 r.p.m. O sobrenadante foi transferido para um novo
microtubo e a extragdo foi realizada uma vez com fenol, duas vezes com
fenol/cloroférmio/alcool  isoamilico (24:24:1) e duas vezes com
cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). Em cada etapa, a mistura (sobrenadante
acrescido de um volume de solvente) foi centrifugada por 10 minutos a 13.000
r.p.m. para a separacao das fases, e o sobrenadante transferido para um novo
microtubo. No final do processo, o DNA foi precipitado com 0,6 volumes de
isopropanol e incubado por 18 h a -20°C. Posteriormente, o material foi
centrifugado por 20 minutos a 13.000 r.p.m., o0 sobrenadante desprezado e o
DNA lavado com etanol 70% gelado e deixado secar em temperatura ambiente
por 48 h. O DNA foi ressuspendido em 50 pyL de TE (Anexo 8.2.5) e mantido a -

20°C.
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3.4.2 Quantificacdo do DNA em gel de agarose por comparagéao
de intensidade de banda

A quantificacdo do DNA foi realizada pela comparacdo da
intensidade de banda das amostras com concentragdes conhecidas de DNA
lambda (Promega). A partir da sua concentracao inicial (502 ng/pL), foram
realizadas diluicbes para obtencdo das concentracdes de aproximadamente
251, 125, 63 e 31 ng/uL. Apos adicdo de 1 pL do corante azul de bromofenol
(Anexo 8.2.6), o DNA lambda e as amostras foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose (Anexo 8.2.7) 0,8% corado com brometo de etideo (Anexo
8.2.8), a uma voltagem de 85 Volts em tampao TAE 1X (Anexo 8.2.9) por 45

minutos. O DNA foi visualizado sob transiluminador de luz ultravioleta.

3.4.3 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
As reacoes de PCR foram realizadas em um aparelho termociclador
da marca Amplitherm, sob condi¢des especificas de amplificacdo para cada par

de oligonucleotideos iniciadores utilizados.

3.4.3.1 Oligonucleotideos iniciadores

Os oligonucleotideos iniciadores (primers) F243 e R513 (Heuer et al.,
1997) foram utilizados para a confirmacdo da ordem Actinomycetales.

F243 (226-243): 5 GGATGAGCCCGCGGCCTA 3’

R513 (513-528): 5 CGGCCGCGGCTGCTGGCACGTA 3’

O primer F243 é especifico para a regido 16S do DNA ribossomal

dos actinomicetos, e o primer R513 anela a um dominio universalmente
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conservado, mas a presencga da base adenina na extremidade 3’ permite que
anele preferencialmente com bactérias Gram positivas e B-proteobactérias.
Este par de primers anela na regido V3 variavel do DNAr 16S e produz um

fragmento de 302 pares de base (pb).

Para a confirmacédo do género Streptomyces, foram utilizados os
primers StrepB, StrepE e StrepF (Rintala et al., 2001).

StrepB (139-158): 5° ACAAGCCCTGGAAACGGGGT 3’

StrepE (640-657): 5° CACCAGGAATTCCGATCT 3’

StrepF (1194-1212): 5 ACGTGTGCAGCCCAAGACA 3’

Os primers StrepB/StrepF amplificam um fragmento de 1074 pb
(regido V1-V8 do DNAr 16S) e os primers StrepB/StrepE amplificam um

fragmento interno, de 519 pb (regido entre V1/V2 - V4/V5) (Figura 8).

1074 bp
) >
519 bp
< >
Vi|Vay V3 V4 V5 V6(o) V7(B) V8
HIN | | | W T I ]
> < <
StrepB StrepE StrepF

FIGURA 8: Desenho esquematico da regido 16S do DNAr de Streptomyces sp.
As regides variaveis V1-V8, os sitios de anelamento dos primers StrepB,
StrepE e StrepF e os tamanhos dos fragmentos estdo indicados acima (Fonte:
Rintala et al., 2001).

Para a deteccdo do gene alkB em actinomicetos, foram testados
dois pares de primers. Os primers Rhose e Rhoas (Heiss-Blanquet et al., 2005)

foram utilizados devido a sua alta especificidade com bactérias Gram positivas,
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apesar de conterem algumas sequéncias dos genes alkB de Pseudomonas
fluorescens e Burkholderia. Estes primers anelam preferencialmente com
espécies de Rhodococcus, produzindo um fragmento de 343 pb.

Rhose: 5° ACGGSCAYTTCTACRTCG 3’

Rhoas: 5° CCGTARTGYTCGAGRTAG 3’

Os primers ALK-F e ALK-R foram desenhados por Kohno et al.
(2002). As sequéncias do gene alkB de sete cepas bacterianas (pertencentes
aos géneros Amycolatopsis, Burkholderia, Pseudomonas e Rhodococcus)
foram submetidas a mdultiplos alinhamentos, e regides altamente homaologas
foram selecionadas para desenhar os primers. A sequéncia do primer ALK-F foi
modificada por Saadoun et al. (2008), para que aumentasse a probabilidade de
anelamento com bactérias filogeneticamente semelhantes ao género
Rhodococcus. O tamanho esperado do fragmento produzido é de 330 pb.

ALK-F: 5 TCGAGCACAACCGCGGCCACCA ¥

AKL-R: 5 CCGTAGTGCTCGACGTAGTT 3’

Os isolados que apresentaram o gene alkB e os isolados que foram
selecionados para a realizacdo do experimento de biodegradabilidade do
biodiesel (B100) em meio liquido foram submetidos ao sequenciamento de uma
regido do DNAr 16S, com o objetivo de realizar a identificacdo em nivel de
espécie. Os primers A e H (Edwards et al., 1989) foram utilizados para
amplificar parcialmente o DNAr 16S dos actinomicetos, produzindo um
fragmento de 1030 pb.

A: 5 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’

H: 5 AGGAGGTGATCCAGCCGCAC 3’
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3.4.3.2 Condicbes de amplificagéo

Para amplificacdo do fragmento que confirma a ordem
Actinomycetales, foi utilizada a seguinte mistura de reag&o: DNA (20 ng), MgCl,
(2,5 mM), tampao de reacao 1X, primers (0,2 uM de cada), desoxinucleotideos
(0,3 mM de cada) (Anexo 8.2.10), uma unidade de Taq polimerase (Ludwig) e
agua Mili-Q estéril para completar o volume de 25 pL. As condicbes de
amplificacdo foram adaptadas de Heuer et al. (1997): 5 minutos de
desnaturacéo inicial a 94°C; 35 ciclos de 1 min de desnaturacdo a 94°C, 1 min
de anelamento a 63°C e 2 min de extenséo a 72°C; e 2 min de extensao final a
72°C.

Para amplificacdo dos fragmentos especificos para o género
Streptomyces, foi utilizada a mesma mistura de reacao descrita acima, porém a
concentracdo final dos primers StrepB/StrepF foi de 0,3 UM e dos primers
StrepB/StrepE foi de 0,6 uM. As condi¢Oes de amplificacdo foram descritas por
Rintala et al. (2001): 5 minutos de desnaturacéo inicial a 98°C; 30 ciclos de 1
min de desnaturacédo a 95°C, 1 min de anelamento a 58°C para StrepB/StrepF
e a 54°C para StrepB/StrepE, 2 min de extensdo a 72°C; e 10 min de extensao
final a 72°C.

Para deteccdo do gene alkB foi utilizada a seguinte mistura de
reacdao: DNA (20 ng), MgCl, (1,5 mM), tampéo de reacdo 1X, primers (0,2 uM
de cada), desoxinucleotideos (0,3 mM de cada), albumina de soro bovino (200
ng), uma unidade de Taq polimerase (Ludwig) e agua Mili-Q estéril para
completar o volume de 25 puL. Como controle positivo da reacdo de PCR, foi

utilizada uma cepa de Pseudomonas aeruginosa da colecédo de culturas do
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Laboratério de Biodeterioracdo de Combustiveis do Departamento de
Microbiologia do ICBS/UFRGS. Para os primers Rhose/Rhoas, as condi¢cbes de
amplificacdo foram descritas por Heiss-Blanquet et al. (2005): 5 minutos de
desnaturacéo inicial a 94°C; 35 ciclos de 1 min de desnaturagéo a 94°C, 1 min
de anelamento a 52°C e 1 min de extenséo a 72°C; e 5 min de extensao final a
72°C. Para os primers ALK-F/ALK-R, as condi¢des de amplificacdo foram
adaptadas de Saadoun et al. (2008): 2 minutos de desnaturacao inicial a 94°C;
30 ciclos de 1 min de desnaturacédo a 94°C, 1 min de anelamento a 50°C e 1
min 30 s de extens&o a 72°C; e 10 min de extenséo final a 72°C.

Para o sequenciamento de um fragmento do DNAr 16S com a
utilizacdo dos primers A e H, foi utilizada a seguinte mistura de reacédo: DNA
(20 ng), MgCl, (1,5 mM), tampéao de reacao 1X, primers (0,2 uM de cada),
desoxinucleotideos (0,3 mM de cada), uma unidade de Tag polimerase
(Ludwig) e agua Mili-Q estéril para completar o volume de 50 pL. As condicbes
de amplificacdo foram adaptadas de Salamoni et al. (2010): 5 minutos de
desnaturacao inicial a 94°C; 35 ciclos de 1 min de desnaturacdo a 94°C, 1 min
de anelamento a 59°C e 2 min de extenséo a 72°C; e 10 min de extens&o final

ar2°C.

3.4.3.3 Eletroforese em gel de agarose
Os produtos de PCR, ap6s adicdo de 1 pL do corante azul de
bromofenol, foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% corado

com brometo de etideo (5 pL/ 100 mL), a uma voltagem de 85 Volts em tampao
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TAE 1X por 45 minutos. Os fragmentos foram visualizados através de

transiluminador de luz ultravioleta.

3.4.3.4 Purificacdo e sequenciamento dos fragmentos
amplificados

Os produtos de PCR resultantes da amplificagdo com os primers A e
H foram purificados com a utilizacdo do kit GFX (GE Healthcare). As reacdes
de sequenciamento foram realizadas no Laboratorio de Biologia Molecular da
Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre (UFCSPA), com
0s mesmos primers utilizados na reacdo de PCR (A e H). As sequéncias
obtidas foram comparadas com sequéncias de referéncia provenientes do

GenBank, através da utilizacdo do NCBI/BLAST.

3.5 Biodegradacédo de combustiveis e atividade enzimatica

As metodologias descritas a seguir foram utilizadas para comparar
actinomicetos isolados de solo contaminado por hidrocarbonetos de petroleo e
isolados de solo sem histdrico de contaminacdo e para selecionar potenciais
degradadores de misturas de diesel e biodiesel, visando sua aplicacdo em
processos de biorremediacdo. Nesta etapa, também foi estabelecida a relacdo

do crescimento em diesel (BO) com a presenca do gene alkB.

3.5.1 Combustiveis
Para a realizacdo dos experimentos de biodegradacdo de

combustiveis, foram utilizados diesel metropolitano S-50 (50 ppm de enxofre) e
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biodiesel metilico de soja (Anexo 8.4), ambos fornecidos pela empresa Ipiranga
Distribuidora de Petroleo. A esterilizagdo dos combustiveis foi realizada por
filtracdo a vacuo, com membranas de 0,22 um de porosidade. Foram utilizados
0s seguintes combustiveis: diesel (B0), 90% diesel e 10% biodiesel (B10) e
biodiesel (B100). Os combustiveis foram armazenados a temperatura ambiente,
em frascos estéreis e protegidos da luz com papel aluminio, para evitar a foto-

oxidacao.

3.5.2 Avaliacdo da capacidade de biodegradacéao pela utilizacao
de indicadores redox

Foram utilizados os indicadores redox 2,6-diclorofenol indofenol
(DCPIP) e 2,3,5-cloreto de trifeniltetrazélio (TTC) (Anexo 8.3.1), que funcionam
como aceptores artificiais da cadeia transportadora de elétrons, possibilitando a
deteccédo da oxidac&o da fonte de carbono pela mudanca de coloragdo do meio
mineral. Quando a fonte de carbono é oxidada na presenca de DCPIP, a
coloracdo do meio sofre alteracdo de azul-escuro (oxidado) para marrom ou
incolor (reduzido), e na presenca de TTC a coloracdo é alterada de incolor

(oxidado) para rosa (reduzido) (Figura 9).
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FIGURA 9: Demonstracdo da mudanca de coloracdo dos indicadores redox
DCPIP e TTC. (1) DCPIP: controle negativo (sem 0leo); (2) DCPIP: reducédo
devido a oxidacédo da fonte de carbono; (3) TTC: controle negativo (sem 6leo);
(4) TTC: reducéao devido a oxidacao da fonte de carbono.

Anteriormente a utilizagcdo dos indicadores redox na presenca de
Oleo, foi realizado um procedimento com a finalidade de esgotar as reservas de
nutrientes do indéculo. Os isolados foram inoculados em 20 mL de caldo
nutriente contido em frascos Erlenmeyer com capacidade para 125 mL, e
incubados a 30°C por 48 h, sob agitacdo de 150 r.p.m. Aliquotas de 1 mL foram
transferidas para microtubos, que foram centrifugados a 13.000 r.p.m. por
guatro minutos. O sobrenadante foi desprezado e foi adicionado 1 mL de MM1
ao microtubo, que foi submetido a agitacdo em vortex por cinco segundos. Os
microtubos foram novamente centrifugados e os procedimentos descritos
anteriormente foram repetidos, com a finalidade de remover o excesso de caldo
nutriente presente no material celular. Os microtubos contendo meio mineral e
células foram incubados a 30°C por um periodo que variou de 24 horas a 10
dias, com o intuito de determinar o tempo necessario para esgotar
completamente as reservas de fontes de carbono presentes nas células. Apés,
foi realizada centrifugacéo, o sobrenadante foi desprezado e foi adicionado 1
mL do MM1 contendo indicador redox, sem adicdo de 6leo. Os microtubos

foram incubados a 30°C, e a leitura dos resultados foi realizada diariamente,
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durante 10 dias, com a finalidade de padronizar o tempo necessario para o
esgotamento total das reservas.

O experimento foi realizado em duplicata, adicionando-se 5% de
6leo (BO, B10 e B100) como unica fonte de carbono ao inéculo com MM1
contendo indicador redox. Foram utilizados dois controles negativos: sem
in6culo (para avaliar a degradacao abidtica do 6leo) e sem 6leo (para verificar
se as reservas de fontes de carbono haviam sido esgotadas). Antes da
incubacdo, os microtubos foram recobertos com papel aluminio para evitar a

foto-oxidacao dos indicadores redox e dos combustiveis.

3.5.3 Avaliacdo da degradacdo em meio sélido através da
comparacao do crescimento

A degradacdo do 6leo em meio solido foi avaliada através da
visualizacdo do crescimento dos actinomicetos em MM1 com 1,5% de agar e
2,5% de combustivel (BO, B10 e B100). O meio mineral com agar foi
esterilizado, e ao atingir uma temperatura de 60°C, foi adicionado o 6leo. O
percentual de oOleo a ser utilizado no experimento foi determinado através da
comparacao visual do crescimento em diferentes percentuais (1 e 2,5%). Os
actinomicetos foram inoculados com alca de platina, na forma de estrias, e as
placas incubadas a 30°C por 14 dias. Foi realizada a comparacdo do
crescimento em meio contendo 6leo com controles negativo (sem 06leo) e
positivo (com glicose ou ACA) (Figura 10). O resultado foi considerado positivo
guando o crescimento sobre 0 meio mineral com 6leo foi maior do que sobre o

controle negativo.
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FIGURA 10: Demonstracdo da comparacdo do crescimento de isolados de
actinomicetos em meio solido. (1) Controle negativo (sem 6leo); (2) biodiesel
(B100); (3) ACA.

3.5.4 Determinacdo qualitativa da atividade da lipase e da
esterase

A atividade da lipase foi avaliada em meio de cultura proposto por
Kouker & Jaeger (1987), com modificacbes (Anexo 8.3.2). A inoculacdo foi
realizada com a utilizacdo de agulha de platina, e as placas foram incubadas a
30°C por 21 dias. A hidrélise do biodiesel (B100) foi visualizada sob luz
ultravioleta com comprimento de onda de 350 nm. Foram observados halos de
cor laranja ao redor das colonias que apresentaram atividade lipolitica (Figura
11) devido a presenca de rodamina B no meio de cultura, que emite
fluorescéncia laranja na presenca de acidos graxos.

A atividade da esterase foi avaliada em meio de cultura descrito por
Sierra (1957) (Anexo 8.3.3). A inoculacao foi realizada com a utilizacdo da
agulha de platina, e as placas foram incubadas a 30°C por 14 dias. Com o
objetivo de precipitar os sais de célcio para a realizacdo da leitura, as placas
foram mantidas por 48 h em geladeira, a 4°C. Foram observados halos opacos

ao redor das colonias que produziram esterases (Figura 11) devido a
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precipitacdo de sais de célcio na presenca de &cidos graxos, liberados pela

acao esterasica envolvida na hidrolise do Tween 80.

FIGURA 11: Demonstracdo da avaliacdo qualitativa da atividade enzimatica
pela hidrélise em placa. (1) Halos de hidrélise do biodiesel (B100) sob luz
ultravioleta de 350 nm; (2) Halos de hidrélise do Tween 80.

3.5.5 Ensaio de biodegradabilidade do biodiesel (B100) em meio
liguido

Os actinomicetos que obtiveram resultado positivo nos experimentos
descritos anteriormente foram selecionados para o ensaio de biodegradacao do
biodiesel em meio liquido. O objetivo do experimento foi relacionar producédo de
biomassa, producdo de biossurfactantes, producdo de metabdlitos e

biodegradacao do biodiesel.

3.5.5.1 Ensaio preliminar

O ensaio preliminar foi realizado com o objetivo de determinar,
através da quantificacdo da biomassa, o percentual de biodiesel (1, 2, 5 e 10%)
(Figura 12) a ser utilizado nas curvas de crescimento. O pré-inoculo foi
preparado pela raspagem do micélio aéreo e esporos do actinomiceto crescido

em ACA por sete dias e sua inoculagédo em 25 mL de MM1 com a utilizagéo da
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alca de platina, seguida de homogeneizagcdo em vortex por cinco segundos.
Apoés este procedimento, aliquotas de 1 mL do MM1 com microrganismo foram
inoculadas em 49 mL de MM1 contidos em frascos de vidro com capacidade
para 150 mL. Foram realizadas quatro repeticdes para cada percentual de 6leo
testado. Apdés incubacao por 28 dias a 30°C, realizada sem agitacéo para evitar
a emulsificacdo do biodiesel, a biomassa foi quantificada pela técnica de peso
seco. Foi realizada filtracdo a vacuo do conteudo total dos frascos por meio de
discos de papel filtro previamente pesados em balanca de precisdo, e o
excesso de 6leo foi removido com a utilizagdo de aproximadamente 5 mL de
hexano. Os discos de papel filtro, com retencdo de biomassa, foram colocados
para secar em temperatura de 60°C. ApOs 24h, os discos foram transferidos
para um dessecador, onde permaneceram até o momento da pesagem. Os
valores de biomassa (mg) foram calculados subtraindo-se o peso inicial (Pi) do

peso final (Pf).

FIGURA 12: Demonstracdo do crescimento de um isolado de actinomiceto em
diferentes percentuais de biodiesel (B100), apds 28 dias. (1) 1%; (2) 2%; (3)
5%; (4) 10%.
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3.5.5.2 Curvas de crescimento

Para realizacdo das curvas de crescimento, foi selecionado o
percentual de 6leo em que ocorreu maior formacao de biomassa. O pré-indculo
e a quantificacdo da biomassa pela técnica do peso seco foram realizados
como descrito anteriormente. A fase aquosa foi separada da fase oleosa com a
utilizacdo de um funil de separacéo, e foram mantidas em geladeira (4°C) para
posterior andlise. O crescimento foi monitorado em quatro diferentes periodos
(7, 14, 21 e 28 dias), com trés repeticbes para cada tempo (amostras

destrutivas).

3.5.5.3 Medidas de tensao superficial

As medidas de tensao superficial de amostras de aproximadamente
30 mL da fase aquosa foram determinadas em um medidor de tenséo
superficial digital (Gibertini, Mildo, Italia), com a utilizacdo do método da placa
de Wilhelmy. Foram utilizados agua destilada (72 mN.m™) e etanol 98% (22,5
mN.m™) como padrdes para a calibracdo do aparelho. A medida da tens&o
superficial € uma das formas de avaliar a producdo de biossurfactantes de

baixo peso molecular.

3.5.5.4 indice de emulsificac&o (IEz4)

O indice de emulsificacdo foi determinado pela adicdo de 2 mL da
fase aquosa a 2 mL de biodiesel em tubos de ensaio de fundo chato (100 mm x
15 mm). Os tubos foram agitados em vértex por 2 minutos e deixados em

repouso por 24 h. O indice de emulsificacdo (%) foi obtido pela relacdo entre a
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altura da emulsdo (camada entre a fase aquosa e o biodiesel) e a altura total
da coluna (4 mL) multiplicada por 100. Este método € uma forma de avaliar a

producéo de biossurfactantes de alto peso molecular.

3.5.5.5 Medidas de pH
As medidas de pH da fase aquosa foram realizadas nos quatro
periodos de monitoramento da curva de crescimento, com a utilizacdo de um

pHmetro digital (ION PHB500).

3.5.5.6 Determinacéo da degradacao do biodiesel (B100) através
da anélise por espectroscopia de infravermelho

A fase oleosa foi analisada no final da curva de crescimento (28° dia),
com o objetivo de avaliar a degradacdo dos grupos quimicos presentes no
biodiesel. As amostras de biodiesel que sofreram biodegradacdo foram
comparadas com amostras em que nao foi realizada inoculacdo de
actinomicetos. A andlise das amostras (aproximadamente 1 mL) foi realizada
no Centro de Combustiveis e Biocombustiveis (CECOM) do Instituto de
Quimica da UFRGS, com a utilizagdo de um espectrofotometro de

infravermelho (Perkin Elmer, FT-IR/FT-NIR 400).
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3.5.5.7 Andlise estatistica

Os dados referentes aos valores de biomassa, medidas da tenséo
superficial e medidas de pH foram interpretados pela andlise da variancia
(ANOVA) e pelo teste t de Tukey com nivel de confianca de 95% (p < 0,05),

com a utilizacédo do programa Statistica (verséo 7.1).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento de actinomicetos

No presente trabalho, foram isolados 55 actinomicetos de amostras
provenientes de uma célula de landfarming do SICECORS, na qual o ultimo
descarte de borra oleosa de residuo petroquimico havia ocorrido
aproximadamente trés meses antes da coleta, realizada em outubro de 2010.
Foram realizados dois procedimentos distintos: isolamento direto e isolamento
com enriguecimento.

Pelo procedimento de isolamento direto, foram realizadas
semeaduras em meio ACA (com e sem adicdo de anfotericina B) e em agar
nutriente. Apos o periodo de incubacdo, foram isolados 47 actinomicetos a
partir da semeadura da diluicdo 10° em meio ACA com e sem antiflingico
(Figura 13). Os isolados foram selecionados com base nas caracteristicas
morfologicas das col6nias, 0 que possibilitou seu agrupamento em cinco
morfotipos distintos. A adicdo de anfotericina B ao meio ACA resultou em uma
perceptivel reducdo do crescimento de colbnias fungicas, o que facilitou a

contagem e isolamento de actinomicetos (Figura 13).
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A contagem de UFC de actinomicetos foi realizada em meio ACA
nas diluicdes 102 e 103, na qual foi observada uma média de 3,0 X 10° UFC
por grama de solo. Nakatani et al. (2008) realizaram a contagem de
actinomicetos totais em meio ACA e obtiveram uma média de 7,3 X 10° UFC
por grama de solo de sistema de landfarming em operacao ha mais de 15 anos,
utilizadas para tratamento de rejeitos de industria petroquimica. Os valores
obtidos foram semelhantes aos encontrados em solos de cerrado néo
contaminados (Pereira et al., 1999). Saadoun et al. (2008) realizaram a
contagem de coldnias que apresentaram morfologia semelhante a colonias de
Streptomyces spp. em meio agar amido caseina nitrato, e obtiveram valores
médios de 2,0 X 10* UFC por grama de solo com histérico de contaminacgéo
por hidrocarbonetos de petrleo, e 4,0 X 10* UFC por grama de solo ndo
contaminado. Estes resultados demonstram a ampla ocorréncia de
actinomicetos em solos contaminados com hidrocarbonetos de petrdleo, devido
a sua versatilidade catabdlica e capacidade de sobreviver em ambientes
adversos.

Na semeadura da diluicdo 10 em &gar nutriente (Figura 13), foram
observadas aproximadamente 15 colbnias de actinomicetos, que nao foram
selecionadas para isolamento. Para otimizar o crescimento dos actinomicetos
em agar nutriente, poderia ser utilizado algum antibacteriano, com a finalidade
de reduzir o crescimento das bactérias unicelulares no meio de cultura. Uma
opcado é a utilizacdo do corante Rosa Bengala (Ottow & Glathe, 1968), que
além de ser bacteriostatico inibe o crescimento e espalhamento de colénias

fungicas.
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FIGURA 13: Semeadura das diluicbes seriadas da amostra de solo de
landfarming em diferentes meios de cultura. (1) Meio ACA, diluicdo 10 (2)
meio ACA, diluicdo 1073 (3) meio ACA com Anfotericina B, diluicdo 107?; (4)
meio ACA com Anfotericina B, diluicdo 107%; (5) meio ACA com Anfotericina B,
diluicdo 10™*: (6) agar nutriente, diluicdo 1073,

Pelo procedimento em que foram realizadas transferéncias
sucessivas do inoculo e enriquecimento com B5, as semeaduras em ACA
foram realizadas a cada sete dias de incubag¢do. Houve crescimento de
actinomicetos somente na amostragem anterior a primeira transferéncia, e
devido ao acentuado numero de colbnias bacterianas, foram isolados somente
oito actinomicetos. Este baixo niumero de colbnias de actinomicetos pode ter
resultado do acelerado crescimento de bactérias heterotréficas, uma vez que
0s actinomicetos apresentam um crescimento mais lento e podem néo ter sido
capazes de competir com as bactérias pela fonte de carbono disponivel. Para
otimizar o crescimento dos actinomicetos, poderia ser adicionado algum

bacteriostatico ao meio de cultura.
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Balachandran et al. (2012) obtiveram um isolado de Streptomyces sp.
apos realizacdo de sucessivas transferéncias de uma amostra de solo
contaminado em meio nutriente enriquecido com 0,1% de naftaleno, fenantreno
e Oleo diesel. Com a finalidade de selecionar somente actinomicetos, as
aliquotas das diluicdes foram semeadas em meio agar amido caseina
acrescido de dois antibiéticos: actidiona, para inibir o crescimento de fungos, e
acido nalidixico, para inibir o crescimento de bactérias.

No presente trabalho néo foi possivel isolar actinomicetos de solos
oriundos de postos de combustivel com histérico de contaminacéo,
provavelmente devido a elevada profundidade (aproximadamente quatro
metros) de onde foram coletadas as amostras. Segundo Iwai & Takahashi
(1992), 80% dos actinomicetos de solo ocorrem na camada mais superficial (O-
10 cm), diminuindo progressivamente com a profundidade.

As biopilhas sdo formadas com solo contaminado removido de
postos de combustivel, originalmente encontrado em profundidades de
aproximadamente quatro metros. Portanto, apesar de as amostras terem sido
coletadas de uma camada superficial das biopilhas, as poucas colbnias de
actinomicetos observadas em placas de ACA apés diluicdo seriada das
amostras provavelmente correspondem a actinomicetos de origem exdgena, e

por isso ndo foram utilizadas neste trabalho.

4.2 Identificacdo dos actinomicetos em nivel de género
Os actinomicetos da colecdo de culturas foram previamente

identificados morfologicamente por Duarte et al. (2009), através de microcultivo.
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Dos 35 isolados utilizados, 32 foram identificados como pertencentes ao
género Streptomyces (Figura 14), considerando as caracteristicas morfoldgicas
das estruturas reprodutivas. Os demais isolados foram identificados como
Micromonospora sp., Nocardia sp., e um néo foi possivel identificar com base

nas caracteristicas morfolégicas.
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FIGURA 14: Demonstracéo de estruturas reprodutivas tipicas de um isolado de
Streptomyces sp., visualizadas em microscoépio optico (aumento de 400X).

A andlise das caracteristicas morfolégicas dos 55 actinomicetos
isolados de solo de landfarming possibilitou a identificacdo de 15 isolados como
pertencentes ao género Streptomyces (Tabela 1). Os demais isolados
apresentaram micélio aéreo, mas nao foram observadas estruturas de
esporulacado caracteristicas, 0 que tornou necesséria a utilizacdo de técnicas
moleculares para permitir sua identificacdo em nivel de género. As mesmas
técnicas foram utilizadas para a confirmacdo da identificacdo morfolégica dos

15 isolados de Streptomyces sp.
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TABELA 1: Resultados das etapas utilizadas para identificacdo em nivel de

género dos actinomicetos provenientes de solo de landfarming.

Identificacéo Pares de primers utilizados nas Identificacéo
morfoldgica reacoes de PCR molecular
Isolado Género F243/R513 StrepB/StrepE StrepB/StrepF Género
L1.1 N.I. + + + Streptomyces
L1.2 N.I. + + + Streptomyces
L1.3 N.I. + + + Streptomyces
L1.4 N.I. + + + Streptomyces
L1.5 N.I. + + + Streptomyces
L1.6 N.I. + + + Streptomyces
L1.7 N.I. + + + Streptomyces
L1.8 N.I. + + + Streptomyces
L1.9 N.I. + + + Streptomyces
L1.10 N.I. + + + Streptomyces
L1.11 N.I. + + = N.I.
L1.12 N.I. + + + Streptomyces
L1.13 N.I. + + + Streptomyces
L1.14 N.I. + + + Streptomyces
L1.15 N.I. + + + Streptomyces
L1.16 N.I. + + + Streptomyces
L1.17 N.I. + + + Streptomyces
L1.18 N.I. + + + Streptomyces
L1.19 N.I. + + + Streptomyces
L1.20 N.I. + + + Streptomyces
L1.21 N.I. + + + Streptomyces
L1.22 N.I. + + + Streptomyces
L2.1 N.I. + + + Streptomyces
L2.2 N.I. + + + Streptomyces
L2.3 N.I. + + + Streptomyces
L2.4 N.I. IF + = N.I.
L2.5 Streptomyces + + + Streptomyces
L2.6 Streptomyces + + + Streptomyces
L2.7 Streptomyces + + + Streptomyces
L2.8 Streptomyces + + + Streptomyces
L2.10 N.1. + + + Streptomyces
L2.11  Streptomyces + + + Streptomyces
L2.12 N.1. + + + Streptomyces
L2.13  Streptomyces + + + Streptomyces
L3.2 N.I. + - — N.I.
L3.3 N.1. + + + Streptomyces
L34 Streptomyces + + + Streptomyces
L3.5 N.1. + + + Streptomyces
L3.7 Streptomyces + + + Streptomyces
L4.1 Streptomyces + + + Streptomyces
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TABELA 1 (continuacdo): Etapas utlizadas para identificacdo dos
actinomicetos provenientes de solo de landfarming em nivel de género.

L4.2  Streptomyces + + + Streptomyces
L4.4 N.I. + + + Streptomyces
L5.1 N.I. + + + Streptomyces
L5.2 N.I. + + + Streptomyces
L5.3 N.I. + + + Streptomyces
L5.4 N.I. + + + Streptomyces
L5.5 N.I. + + + Streptomyces
LB5.1 Streptomyces + + + Streptomyces
LB5.2 Streptomyces + + + Streptomyces
LB5.3 Streptomyces + + + Streptomyces
LB5.4 Streptomyces + + + Streptomyces
LB5.5 N.I. + + + Streptomyces
LB5.6 N.I. + + + Streptomyces
LB5.7 Streptomyces + + + Streptomyces
LB5.8 N.I. + + + Streptomyces

Em destaque, os isolados que nao foram identificados em nivel de género. N.l.: ndo
identificado; (+) ocorreu amplificacéo; (-) ndo ocorreu amplificacédo; L1, L2, L3, L4 e
L5: isolados na auséncia de transferéncias e enriquecimento; LB5: isolados pelo
procedimento em que foram realizadas transferéncias sucessivas do indculo e
enriquecimento com B5.

Antes da utilizacdo de primers especificos para a confirmacdo e
identificacdo do género Streptomyces, foi realizada a confirmacdo da ordem
Actinomycetales. Os 55 isolados de solo de landfarming apresentaram produto
de amplificacdo do tamanho esperado (302 pb) com a utilizacdo dos primers
F243 e R513 (Figura 15, Tabela 1), confirmando que todos sédo isolados de
actinomicetos.

Oliveira (2003) testou espécies de bactérias Gram negativas e Gram
positivas com a finalidade de avaliar a especificidade da reacdo em diferentes
temperaturas de anelamento para os primers F243 e R513. Na temperatura de
anelamento de 63°C, que foi utilizada neste trabalho, apenas o isolado

pertencente a ordem Actinomycetales apresentou produto de amplificacéo,
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confirmando que as condicbes de amplificacdo foram especificas para
actinomicetos. Heuer et al. (1997) empregaram os primers F243 e R513 para
deteccdo de actinomicetos no ambiente, e constataram que todos o0s

actinomicetos testados apresentaram produto de amplificagéo.

2000 pb —>

500 pb —>

100 pb —>

FIGURA 15: Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. Produtos de
amplificacdo pela utilizacdo dos primers F243 e R513. (1) Marcador molecular
Ladder 100 pb; (2) branco (sem amostra); canaletas 3 a 6: isolados que
apresentaram produto de amplificacao (fragmento de 302 pb).

A utilizacdo de primers especificos para a identificacdo do género
Streptomyces possibilitou a confirmacdo do género dos 15 isolados
identificados pela visualizacdo das caracteristicas morfolégicas, e também a
identificacdo de 37 isolados. Os 52 isolados mencionados apresentaram
produtos de amplificacdo para os primers StrepB/StrepE (519 pb) (Figura 16) e
para StrepB/StrepF (1074 pb) (Figura 17) (Tabela 1).

Rintala et al. (2001) constataram que as sequéncias dos primers
StrepB, StrepE e StrepF alinharam perfeitamente com 96,5% de 229
sequéncias do DNAr 16S de Streptomyces disponiveis no banco de dados do

GenBank e EMBL até fevereiro de 2001, e ndo apresentaram nenhum
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alinhamento perfeito com sequéncias de bactérias que ndo fossem
pertencentes ao género Streptomyces. Quando testaram varias bactérias
experimentalmente, somente as cepas de Streptomyces sp. apresentaram
produtos de amplificacdo com a utilizacdo dos primers StrepB/StrepE e
StrepB/StrepF. Portanto, pode-se afirmar que os 52 isolados de landfarming
gue apresentaram produtos de amplificacdo com a utilizacdo de ambos os
pares de primers pertencem ao género Streptomyces. Salamoni (2005) utilizou
estes mesmos pares de primers para confirmar a identificacdo morfologica de
sete isolados de Streptomyces sp., e todos apresentaram produtos de
amplificacdo. As bactérias utilizadas como controle negativo (Escherichia coli,
Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa e o actinomiceto Rhodococcus equi)

nao apresentaram produto de amplificacao.

2000 pb —>

500 pb —> B

100 pb —>

FIGURA 16: Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. Produtos de
amplificacdo pela utilizacdo dos primers StrepB e StrepE. (1) Marcador
molecular Ladder 100 pb; canaletas 2 a 5: isolados que apresentaram produto
de amplificacao (fragmento de 519 pb).
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FIGURA 17: Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. Produtos de
amplificacdo pela utlizacdo dos primers StrepB e StrepF. (1) Marcador
molecular Ladder 100 pb; canaletas 2 a 5: isolados que apresentaram produto
de amplificacao (fragmento de 1074 pb).

Dois isolados (L1.11 e L2.4) apresentaram produto de amplificacéo
do tamanho esperado (519 pb) com a utilizacdo dos primers StrepB/StrepE,
mas 0 mesmo nao ocorreu com a utilizacao dos primers StrepB/StrepF (Figura
18), e apenas um isolado (L3.2) ndo apresentou nenhum produto de
amplificacdo com a utilizacdo de ambos os pares de primers (Figura 18). Estes
trés isolados néo foram identificados até o momento (Tabela 1).

Os resultados obtidos ndo permitem afirmar que os trés isolados néo
identificados ndo pertencem ao género Streptomyces. Todas as cepas de
Streptomyces sp. testadas experimentalmente por Rintala et al. (2001)
apresentaram produto de amplificacdo com a utilizacdo dos primers
StrepB/StrepE e StrepB/StrepF, embora existam trés espécies de
Streptomyces (S. megasporus, S. thermolineatus e S. macrosporus) que muito

provavelmente ndo apresentariam produto de amplificacdo com a utilizacdo do

primer StrepB devido a incompatibilidades entre as sequéncias de bases dos
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primers com as sequéncias obtidas no GenBank. Uma cepa de Kitasatospora
setae (familia Streptomycetaceae) apresentou produto de amplificacdo do
tamanho esperado (519 pb) com a utilizacdo dos primers StrepB/StrepE, mas
nao houve amplificagdo com a utilizacdo dos primers StrepB/StrepF (Rintala et
al., 2001). Nao € possivel afirmar que os dois isolados de landfarming que
apresentaram produto de amplificacdo somente com a utilizacdo dos primers
StrepB/StrepE pertencem ao género Kitasatospora, pois poderiam pertencer a

outro género da familia Streptomycetaceae.

6 7 8 9 10 11 12° 13 -14" T5%16-Iiiirain

2000 pb —>
<—1074pb

500pb —> <— 519pb
<— 302pb

100ph —>

FIGURA 18: Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. (1) Marcador
molecular Ladder 100 pb; canaletas 2 a 6: produtos de amplificacdo pela
utilizacdo dos primers F243 e R513; (7) branco (sem amostra); canaletas 8, 9,
10 e 12: produtos de amplificacdo pela utilizacdo dos primers StrepB/StrepE;
(13) branco (sem amostra); canaletas 14 e 18: produtos de amplificacdo pela
utilizacédo dos primers StrepB/StreF; (19) branco (sem amostra). Canaletas 3, 9
e 15: isolado L1.11; canaletas 4, 10 e 16: isolado L2.4; canaletas 5, 11 e 17:
isolado L3.2.

Do total de actinomicetos isolados de solo de landfarming, 94,5%
foram identificados como Streptomyces sp. Neste trabalho, foram selecionadas
para isolamento somente coldnias crescidas em meio de cultura ACA e com

aspecto pulverulento, caracteristicas de bactérias que apresentam crescimento
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filamentoso. Em decorréncia da metodologia utilizada, obteve-se um
predominio do género Streptomyces, que além de ser mais comumente isolado
de solos, apresenta um tempo de geragdo mais curto que outros actinomicetos
guando crescidos em condi¢des de laboratério.

Alguns géneros de actinomicetos comumente isolados de solos
impactados com hidrocarbonetos, como Rhodococcus e Gordonia, apresentam
como uma das caracteristicas colénias mucoides quando crescidas em meio
sélido, semelhantes a colénias de bactérias heterotréficas, e por isso nao foram
selecionados para isolamento. Portanto, pode-se afirmar que as técnicas de
cultivo subestimam a diversidade presente nos diferentes ambientes. Somente
uma porcdo minima, cerca de 1% dos microrganismos presentes no meio
ambiente, podem ser cultivados através de técnicas padrdo de cultivo e
plagueamento. Existem inumeras raz0es para que iSSO ocorra, como, por
exemplo, o uso de condi¢cbes de crescimento ou nutrientes desfavoraveis e
também a interdependéncia intrinseca de outros microrganismos (Pace, 1996;

Rosado & Duarte, 2002).

4.3 Deteccédo do gene alkB

O gene alkB codifica uma enzima monoxigenase (alcano-hidroxilase)
responsavel pelo primeiro passo da degradacéo de alcanos. A presenca deste
gene foi avaliada nos 55 actinomicetos isolados de solo de landfarming, com a
utilizac&o de dois pares de primers distintos: Rhose/Rhoas e ALK-F/ALK-R.

Nenhum isolado apresentou produto de amplificacdo com a

utilizacdo dos primers Rhose/Rhoas, mesmo quando testadas temperaturas de
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anelamento inferiores a 52°C. Estes primers foram desenhados para anelar
preferencialmente com actinomicetos do género Rhodococcus, mas também
anelam com espécies de Gordonia e Mycobacterium (Heiss-Blanquet et al.,
2005). Os resultados obtidos indicam que este par de primers € altamente
especifico para Rhodococcus sp. e géneros intimamente relacionados.

Trés isolados identificados como Streptomyces sp. (L1.17, L2.8 e
L3.4) apresentaram produto de amplificacdo com a utilizacdo dos primers ALK-
F e ALK-R, embora o isolado L1.17 tenha apresentado um fragmento de 500-

550 pb, cujo tamanho & maior que o esperado (330 pb) (Figura 19).

2000 pb —>

<€—550pb
<€—330pb

500 pb —>

100 pb —>

FIGURA 19: Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. Produtos de
amplificacdo pela utilizacdo dos primers ALK-F e ALK-R (gene alkB) (1)
Marcador molecular Ladder 100 pb; (2) Controle positivo (Pseudomonas
aeruginosa); (3) isolado L2.8; (4) isolado L3.4; (5) isolado L1.17.

Saadoun et al. (2008) testaram 16 Streptomyces sp. isolados de solo
impactado com hidrocarbonetos, e constataram que seis isolados

apresentaram produto de amplificacdo com a utilizacdo dos primers ALK-F e



50

ALK-R. Os produtos de PCR foram divididos em dois grupos: fragmentos de
320-330 pb, como relatado por Kohno et al. (2002) e fragmentos de 460-550 pb,
obtidos por Saadoun et al. (2008). Os fragmentos maiores podem indicar um
anelamento inespecifico dos primers, ou entdo uma diferente forma do gene
alkB.

Quatrini et al. (2007) utlizaram pares de primers altamente
degenerados, com o objetivo de detectar diferentes genes alkB em bactérias
Gram positivas capazes de degradar n-alcanos. Mdltiplas formas do gene alkB
foram detectadas no isolado de Nocardia sp., e apenas um gene alkB foi
encontrado em isolados de Rhodococcus sp. e Gordonia sp. Heiss-Blanquet et
al. (2005) detectaram a presenca de quatro diferentes genes alkB em uma
cepa de Rhodococcus sp. e de dois diferentes genes alkB em uma cepa de
Rhodococcus opacus. A presenca de multiplos genes alkB € bastante

frequente, principalmente em bactérias Gram positivas (Van Beilen et al., 2002).

4.3.1 Caracterizacdo molecular dos isolados que apresentaram
o gene alkB

As sequéncias de uma regido do DNAr 16S dos trés isolados de
Streptomyces sp. que apresentaram o gene alkB foram comparadas com
sequéncias de referéncia encontradas no GenBank até abril de 2011, através
da realizacdo de um alinhamento direcionado com alta similaridade ao género
Streptomyces pela utilizacdo do NCBI/BLAST.

Os isolados L1.17, L2.8 e L3.4 foram identificados como

Streptomyces sp., pois foram encontrados valores similares de identidade com
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vérias espécies de Streptomyces, impossibilitando a identificacdo em nivel de

espécie.

4.4 Biodegradacdo de combustiveis e atividade enzimatica

4.4.1 Crescimento em diesel (BO) e relacdo com a presenca do
gene alkB

Os actinomicetos que apresentaram crescimento em meio sélido
com diesel (B0), mesmo que nao tenha sido muito superior quando visualmente
comparado com o crescimento no controle negativo (sem 6leo), e aqueles que
apresentaram o gene alkB com a utilizacdo dos primers ALK-F e ALK-R estéo

demonstrados na Tabela 2.

TABELA 2: Isolados em que foi observado crescimento em meio sélido com
diesel (BO) e isolados que apresentaram o gene alkB com a utilizacdo dos
primers ALK-F/ALK-R.

Isolados Crescimento em diesel (BO) Presenca do gene alkB
L1.17 - +
L1.21
L1.22
L2.8
L3.4

+
+

+ 1+ +

Apenas um isolado (L3.4, identificado como Streptomyces sp.) que
apresentou o gene alkB foi capaz de crescer no diesel (B0). Dois isolados
(L1.21 e L1.22) que cresceram no diesel ndo apresentaram o gene alkB, e dois
isolados (L1.17 e L2.8) que apresentaram o gene ndo foram capazes de

expressa-lo.
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Saadoun et al. (2008) detectaram a presenca do gene alkB em seis
isolados, mas somente trés foram capazes de degradar diesel. Os autores
sugerem que os isolados que tém o gene alkB mas que ndo cresceram no
diesel podem apresentar um gene similar ao alkB mas né&o funcional, ou que
pode ter ocorrido um anelamento inespecifico dos primers ALK-F e ALK-R. Dos
trés isolados capazes de crescer no diesel, dois apresentaram fragmentos de
320 pb, e um apresentou um fragmento de 550 pb, o que indica que
fragmentos de diferentes tamanhos podem corresponder a diferentes genes
funcionais.

Os mesmos autores também obtiveram um isolado capaz de crescer
no diesel que néo apresentou o gene alkB, da mesma forma que os isolados
L1.21 e L1.22 (Tabela 2). O gene alkB codifica enzimas responsaveis pela
degradacdo da fracdo alifatica do diesel, portanto poderia estar ocorrendo
degradacao da fracdo aromatica. Entretanto, ndo é possivel afirmar que estes
isolados ndo apresentam o gene alkB. Espécies distintas podem apresentar
diferentes formas do gene (Smits et al., 1999) e existem diferentes tipos de
alcano-hidroxilases, de acordo com o tamanho da cadeia carb6nica do alcano
degradado e do tipo de degradacdo (terminal, subterminal ou biterminal)
(Figura 4). Portanto, poderiam ser obtidos produtos de amplificacdo com a
utilizacdo de primers diferentes dos utilizados.

Vomberg & Klinner (2000) demonstraram, pela utilizacdo de quatro
pares de primers distintos em bactérias Gram negativas e Gram positivas
capazes de degradar n-alcanos, que os resultados obtidos podem diferir

conforme os primers utilizados. Alguns isolados testados apresentaram produto
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de amplificacdo com a utilizacdo de apenas um dos quatro pares de primers.
Portanto, dependendo da escolha dos primers, poderiam ser obtidos resultados
falso-negativos, indicando auséncia do gene alkB em microrganismos que o

possuem.

4.4.2 Comparagéo entre isolados de solo impactado e de solo
ndo impactado

Com a finalidade de verificar se h& alguma diferenca entre o
potencial de degradacdo de combustiveis por actinomicetos provenientes de
solo sem histérico de contaminagcéo e provenientes de solo impactado com
hidrocarbonetos de petroleo, foram realizadas comparacbes entre o0s
resultados das avaliagbes com o indicador redox DCPIP (Figura 20),
crescimento em meio solido com misturas de diesel e biodiesel (Figura 21) e
atividade das enzimas lipase e esterase pela formacédo de halos de hidrolise
(Figura 22). Os experimentos foram realizados com todos os isolados de

actinomicetos utilizados neste trabalho.
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FIGURA 20: Percentual de actinomicetos capazes de oxidar o biodiesel (B100)
em MM1 com indicador redox DCPIP em até cinco dias.

Com a utilizag&o do indicador redox DCPIP, néo foi possivel detectar
nenhum isolado capaz de degradar diesel (BO) nem a mistura B10. Mesmo 0s
isolados provenientes de solo de landfarming, que recebe residuos
petroquimicos ha 26 anos, apresentaram resultados positivos apenas na
presenca de biodiesel (B100) (Figura 20). Portanto, pela utlizacdo deste
método, o perfil dos actinomicetos de solo ndo impactado foi bastante
semelhante ao de actinomicetos de solo impactado.

Mariano et al. (2008) constataram que dois consorcios microbianos,
um proveniente de amostra de solo de posto de combustivel e outro de uma
area nao contaminada, apresentaram um perfil semelhante quanto ao tempo
necessario para degradacao de misturas de diesel e biodiesel, pois para ambos
0S consoOrcios 0 tempo necessario para que ocorresse a mudanca de coloracéo
do DCPIP diminuiu conforme o aumento do percentual de biodiesel adicionado
ao diesel. Junior et al. (2009), em um estudo com Candida viswanathii isolada

de sistema de tratamento de efluentes de uma refinaria de petréleo, também
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constataram que quanto maior a concentracéo de biodiesel na mistura, menor
0 tempo necessario para que ocorra a mudanca de coloracdo do DCPIP. Estes
resultados indicam que os microrganismos estudados, mesmo que isolados de
ambientes com histérico de contaminacdo por hidrocarbonetos de petréleo,

degradam preferencialmente o biodiesel.
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FIGURA 21: Percentual de actinomicetos que apresentaram crescimento em
meio solido com 6leo (BO, B10 e B100) superior ao controle negativo (sem
0leo).

Pela visualizacdo do crescimento em meio sélido e comparacédo do
crescimento com um controle negativo (sem 0leo), os isolados de solo néo
impactado novamente apresentaram um perfil semelhante aos de solo
impactado, com um maior nimero de isolados capazes de degradar biodiesel

(B100) em comparacao a mistura B10 e ao diesel puro (B0O). A degradacéo de

diesel (BO) foi observada apenas em isolados de solo de landfarming (Figura
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21), apesar de pouco crescimento quando visualizado em placa. Quatrini et al.
(2007) afirmaram que o método por comparacdo visual do crescimento pode
superestimar a quantidade de microrganismos degradadores devido ao
crescimento semelhante em meio sem fonte de carbono (controle negativo).
Microrganismos ndo degradadores podem crescer em meio com diesel porque
pode haver a presenca de tracos de carbono até mesmo em agar purificado
(Van Hamme et al., 2003).

Com a utilizacdo deste método, além da determinacdo da
guantidade de isolados capazes de degradar os combustiveis, foi possivel
observar pela comparacéao visual do crescimento que tanto os actinomicetos
isolados de landfarming quanto os isolados de solo sem histérico de
contaminacdo apresentaram um maior crescimento em biodiesel (B100),
seguido pela mistura B10 e pelo diesel puro (B0). Zhang et al. (1998) e
Pasqualino et al. (2006) demonstraram que o biodiesel e as misturas de diesel
e biodiesel sdo degradadas mais facilmente e mais rapidamente que o 0leo
diesel. Isto ocorre porque o biodiesel apresenta dois atomos de oxigénio no
final das cadeias carbdnicas dos acidos graxos, o que torna mais facil o
reconhecimento por enzimas comumente produzidas pelos microrganismos,
como lipases e esterases. As cadeias carbonicas do Oleo diesel néo
apresentam atomos de oxigénio, portanto sua degradacdo depende de
microrganismos capazes de produzir enzimas especificas que reconhecam

essas moléculas.
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FIGURA 22: Percentual de actinomicetos que apresentaram resultado positivo
para as enzimas lipase e esterase pelo método da hidrélise em placa.

A producdo das enzimas lipase e esterase foi observada para a
maioria dos isolados testados, tanto de solo ndo impactado quanto de solo de
landfarming (Figura 22). Este resultado corrobora com o alto percentual de
isolados capazes de degradar biodiesel (B100) quando adicionado ao meio de
cultura como Unica fonte de carbono. Entretanto, alguns isolados capazes de
degradar biodiesel ndo produziram lipases (Tabela 4), provavelmente devido a
baixa sensibilidade do método utilizado (Singh et al., 2006). E possivel que nos
casos em que nao foi observada geracdo de fluorescéncia tenha ocorrido a
degradacéo do substrato, mas com uma atividade tdo baixa que impossibilitou

sua deteccao (Hartmann, 2007).
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4.4.3 Selecéo de potenciais degradadores

4.4.3.1 Pré-selecéo pelo indicador redox DCPIP

A pré-selecdo de actinomicetos capazes de degradar misturas de
diesel e biodiesel foi realizada com a utilizacdo do indicador redox DCPIP. O
tempo necessario para o esgotamento total das reservas foi padronizado em
cinco dias, para garantir que a mudanca de coloracdo do MM1 com o indicador
redox ocorresse somente pela utilizagdo do Oleo. Foram testados os 35
isolados da colecdo de culturas, provenientes de solo sem histérico de
contaminacao, e os 55 isolados de solo de landfarming. Os isolados capazes
de oxidar o 6leo em MM1 com DCPIP em até 72 horas estdo demonstrados na
Tabela 3. A mudanca de coloracdo do MM1 ocorreu apenas em biodiesel
(B100). Em um periodo de cinco dias, nenhum dos isolados testados foi capaz
de oxidar o diesel (BO) nem a mistura B10. Portanto, a utilizacdo deste método
possibilitou a selecdo de isolados pelo tempo necessario para a mudanca de
coloracdo do MM1 com B100. Foram selecionados para posteriores analises
cinco isolados da colecédo de culturas e quatro isolados de solo de landfarming,

todos capazes de oxidar o B100 em 24 h (Tabela 3).
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TABELA 3: Isolados que obtiveram resultado positivo para a reducdo do DCPIP
na presenca de biodiesel (B100) em até 72 horas.

Solo ndo impactado

DCPIP (B100)

Isolado 24h 48h 72h
A3.1 +
A3.3 +
A3.4 +
A3.5 +
A3.6 +
A3.7 +
A3.8 +
A3.20 +
A3.23 +
A3.31 +
MS.2 +

Solo impactado

DCPIP (B100)
Isolado 24h 48h 72h
L1.1 +
L1.2 +
L1.3 +
L1.4 +
L1.5 +
L1.7 +
L1.10
L1.16
L1.18
L1.22
L2.2
L2.6 +
L3.7
L4.2 +
LB5.1 +
LB5.2 +
LB5.3 +
LB5.4 +

+ + + + +

+

Em destaque, os isolados pré-selecionados, que foram capazes de oxidar o biodiesel
(B100) em 24 horas.

Saadoun et al. (2008) obtiveram trés isolados de Streptomyces sp.
capazes de oxidar diesel em meio mineral com DCPIP em um periodo de 6
horas. Junior et al. (2009) observaram, em estudo com a levedura C.

viswanathii, que ocorreu mudanca de coloracdo do DCPIP em 8 horas na
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presenca de biodiesel (B100), e este tempo aumentou para 29 horas na
presenca de diesel (BO). Meyer (2011), em estudo com 10 bactérias
heterotroficas em meio mineral com os indicadores redox DCPIP e TCC na
presenca de biodiesel (B100), verificou que cinco isolados causaram mudanca
de coloragcdo do meio mineral com DCPIP em 48 horas, e nove isolados
causaram mudanca de coloracdo do meio mineral com TTC em 24 horas. Este
resultado demonstra uma maior sensibilidade do TTC em comparagdo com o
DCPIP, pois os mesmos cinco isolados em que foram necesséarias 48 horas
para observar a oxidacdo do biodiesel em DCPIP apresentaram resultado
positivo em 24 horas quando utilizado o TCC nas mesmas condicbes de
crescimento.

No presente trabalho, o indicador redox TTC néo foi eficiente para a
selecdo de potenciais degradadores, provavelmente devido ao crescimento
lento dos actinomicetos quando comparados com bactérias heterotroficas. Por
apresentar maior sensibilidade que o indicador redox DCPIP, seriam
necessarios pelo menos 10 dias de incubacéo dos isolados de actinomicetos
em meio mineral sem O6leo para que ocorresse 0 esgotamento total das
reservas, sendo que o tempo normalmente utilizado para o esgotamento das
reservas de bactérias € de 24 horas (Schultz, 2010; Meyer, 2011).
Transcorridos 10 dias, ha uma consideravel diminuicdo do numero de células
viaveis, o que dificultaria a oxidacdo da fonte de carbono disponivel. Quando
realizada a adicdo de TTC em um periodo inferior a 10 dias, foi possivel
observar a mudanca de coloracdo do meio mineral para rosa mesmo sem a

adicdo de fonte de carbono (controle negativo sem 0leo). Portanto, caso o
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tempo para esgotamento das reservas fosse inferior a 10 dias, a mudanca de
coloragao do MM1 com a fonte de carbono nao seria um resultado positivo
confidvel. Uma alternativa ao método utilizado seria a substituicdo do MM1 por
agua destilada, que poderia resultar em uma reducdo do tempo necessario

para o esgotamento total das reservas.

4.4.3.2 Selecédo pela avaliagdo do crescimento em meio sélido e
avaliacdo da atividade enzimatica

Os isolados previamente selecionados foram avaliados quanto a sua
capacidade de degradacdo de misturas de diesel e biodiesel em meio sélido e
guanto a producao das enzimas lipase e esterase pelo método da hidrolise em

placa. Os resultados estdo demonstrados na Tabela 4.

TABELA 4: Crescimento em meio solido com 6leo e producdo das enzimas
lipase e esterase.

Solo ndo impactado

Crescimento em meio sélido Enzimas
Isolado BO B10 B100 Lipase Esterase
A3.1 - - + + +
A3.3* = + + + +
A3.20 - - + - +
A3.23 - - + - +
MS.2 - - - - +
Solo impactado
Crescimento em meio sélido Enzimas
Isolado BO B10 B100 Lipase Esterase
L1.4 - + + + +
L1.7 - - + + +
LB5.1 - - + + +
LB5.2* = i i i T

Em destaque, os isolados que foram capazes de crescer em B10 e B100, e que
produziram as enzimas lipase e esterase. *Isolados selecionados para o ensaio de
biodegradabilidade de B100 em meio liquido.
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Trés isolados foram capazes de crescer na presenca de B10 e B100
em meio sélido e apresentaram resultado positivo para as enzimas lipase e
esterase. Entretanto, apenas dois isolados foram escolhidos para a realizacao
do ensaio de biodegradabilidade de éleo em meio liquido: A3.3, proveniente de
solo ndo impactado, e LB5.2, proveniente de solo de landfarming (Tabela 4),
devido ao maior crescimento destes isolados em meio sélido quando realizada
a comparacao visual com o crescimento do isolado L1.4. Os dois isolados
selecionados foram identificados como Streptomyces sp.

O ensaio em meio liquido foi realizado somente com biodiesel
(B100) devido a impossibilidade de oxidacdo do diesel (BO) e da mistura B10
pelos isolados em MM1 com DCPIP (Tabela 3), e além disso devido ao
crescimento em meio sélido ter sido muito superior em B100 quando feita a

comparacao visual com a mistura B10.

4.4.4 Ensaio de biodegradabilidade do biodiesel (B100) em meio
liquido

4.4.4.1 Ensaio preliminar

Através da realizacdo do ensaio preliminar foi possivel determinar o
percentual de biodiesel mais adequado a ser utilizado nas curvas de
crescimento, com a finalidade de otimizar o crescimento dos isolados de
actinomicetos. Os resultados da quantificacdo da biomassa dos isolados A3.3 e
LB5.2 (Streptomyces sp.) em diferentes percentuais de Oleo estdo

representados na Figura 23.
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N&o houve diferenca significativa (p > 0,05) entre os percentuais de
Oleo testados. Portanto, o critério para selecdo dos percentuais a serem
utilizados nas curvas de crescimento foi a escolha, para cada isolado, do
percentual no qual foi obtida a maior média. O isolado A3.3 apresentou maior
formacdo de biomassa (média de 37,2 mg) quando crescido com 2% de
biodiesel, e o isolado LB5.2 apresentou maior formacgéo de biomassa (média de
35,2 mg) quando foi utilizado 1% de biodiesel. Estes foram os percentuais
selecionados para a realizagdo das curvas de crescimento, com o objetivo de

obter os maiores valores de biomassa possiveis para cada isolado.
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FIGURA 23: Avaliagcdo da quantificacdo da biomassa dos isolados A3.3 e
LB5.2 (Streptomyces sp.) crescidos em diferentes percentuais de biodiesel
(B100), sob incubacao a 30°C na auséncia de agitacdo, apos 28 dias.

Em ensaios de biodegradabilidade de misturas de diesel e biodiesel

em meio liquido por bactérias isoladas de solo de landfarming, Schultz (2010) e
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Meyer (2011) utilizaram 1% de 6leo. Saadoun et al. (2008) trabalharam com o
percentual de 0,05% de diesel em meio mineral para a determinacdo de
biomassa de Streptomyces spp. isolados de solo impactado.

Bicker (2009) utilizou MM1 e 6leo na propor¢do de 1:1 para avaliar
o crescimento de fungos filamentosos provenientes de tanque de
armazenamento de 6leo diesel e de amostra de biodiesel de soja. Condicdes
semelhantes poderiam inibir o crescimento de actinomicetos pertencentes ao
género Streptomyces, pois todas as espécies sao aerdbias estritas (Holt et al.,
1994). A utilizacdo de um alto percentual de Oleo poderia impedir a difusdo de

oxigénio, causando inibi¢do do crescimento dos isolados.

4.4.4.2 Curvas de crescimento

As curvas de crescimento dos isolados A3.3 (crescido em 2% de
biodiesel) e LB5.2 (crescido em 1% de biodiesel) estdo representadas na
Figura 24. Observa-se que o isolado A3.3 obteve maiores valores de biomassa
em todos os tempos avaliados, e apds 28 dias de incubacédo o valor médio de
biomassa foi de 27 mg. O isolado LB5.2 apresentou um crescimento mais lento,
e apods 28 dias o valor médio de biomassa foi de 14,7 mg. Os resultados néo
foram comparados através de analise estatistica devido as diferentes
condicBes de incubacéo (utilizacdo de percentuais de 6leo distintos) as quais

foram submetidos os dois isolados.
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FIGURA 24: Curva de crescimento dos isolados A3.3 (e), crescido em 2% de
biodiesel, e LB5.2 (¢), crescido em 1% de biodiesel, sob incubag¢ao a 30°C na
auséncia de agitacao, por 28 dias.

Saadoun et al. (2008) quantificaram a biomassa de trés isolados de
Streptomyces sp. capazes de crescer em meio mineral suplementado com
0,05% de 6leo diesel como Unica fonte de carbono. Utilizaram um pré-inéculo
de 3 mg de células, e no 28° dia do experimento os valores de biomassa néo
superaram 4 mg, para nenhum dos isolados testados.

Bicker (2009), em ensaio de biodegradacao de diesel (BO) em meio
liquido, obteve valores médios de biomassa de aproximadamente 35 mg para o
fungo filamentoso Aspergillus fumigatus e por volta de 30 mg para o fungo
filamentoso Paecilomyces sp., apds incubacdo por um periodo de 28 dias. Nas
mesmas condi¢des de crescimento, mas substituindo-se o diesel pelo biodiesel
(B100), os valores médios de biomassa aumentaram para aproximadamente 90

mg para A. fumigatus e 85 mg para Paecilomyces sp. Foi possivel verificar,
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portanto, que o biodiesel favoreceu a formacdo de biomassa dos fungos

testados.

4.4.4.3 Producéao de biossurfactantes

As variagcOes das medidas de tenséo superficial da fase aquosa do
cultivo dos isolados A3.3 e LB5.2 estédo representadas nas Figuras 25 e 26.
Devido ao fato do crescimento dos isolados ter ocorrido em percentuais de 6leo
diferentes, cada isolado foi comparado com seu respectivo controle negativo.

Até o 14° dia de incubacéo, ocorreu reducdo da tensao superficial
tanto na fase aquosa em que houve crescimento do isolado A3.3 quanto na
fase aquosa do controle negativo, em que ndo houve adicdo de inéculo. Nos
subsequentes periodos de monitoramento, a tenséo superficial da fase aquosa
do isolado A3.3 continuou diminuindo, enquanto que a fase aquosa do controle
negativo obteve medidas superiores a medida do 14° dia. Os valores de tensao
superficial nos tempos 21 e 28 diferiram significativamente (p < 0,05) entre a
fase aquosa do cultivo do isolado A3.3 e o0 controle negativo. No 28° dia de
incubacdo, os valores médios de tensdo superficial foram de 42,4 mN.m™ para
o controle negativo e de 33,6 mN.m™ para o isolado A3.3, 0 que demonstra que
no final do experimento a tensdo superficial da fase aquosa do cultivo do

isolado A3.3 foi reduzida em 8,8 unidades em relagéo ao controle negativo.
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FIGURA 25: Medidas da tensédo superficial da fase aquosa do cultivo do isolado
A3.3 em MM1 com 2% de biodiesel (B100), por 28 dias a 30°C. (e) Tensao
superficial da fase aguosa em que ocorreu crescimento do actinomiceto; (o)
Tensdao superficial da fase aquosa sem inéculo (controle negativo).

Os valores médios de tensao superficial da fase aquosa do isolado
LB5.2 e de seu controle negativo foram bastante semelhantes aos obtidos para
o isolado A3.3. Houve diferenca significativa entre a fase aquosa do cultivo do
isolado LB5.2 e o controle negativo nos mesmos periodos de monitoramento
em que houve diferenca para o isolado A3.3 (T21 e T28). No 28° dia de
incubacdo, os valores de tensdo superficial foram de 38,9 mN.m™ para o
controle negativo e de 33,5 mN.m™ para o isolado LB5.2, com uma reducéo de

5,4 unidades em relac&o ao controle negativo.
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FIGURA 26: Medidas da tensédo superficial da fase aquosa do cultivo do isolado
LB5.2 em MM1 com 1% de biodiesel (B100), por 28 dias a 30°C. (¢#) Tenséo
superficial da fase aquosa em que ocorreu crescimento do actinomiceto; (0)
Tensdao superficial da fase aquosa sem inéculo (controle negativo).

Provavelmente, a reducdo da tensdo superficial da fase aquosa dos
isolados A3.3 e LB5.2 em comparacdo aos controles negativos tem relacao
com o aumento dos valores de biomassa durante o periodo de incubacéo
(Figura 24).

Segundo Silva & Alvarez (2002), os microrganismos capazes de
reduzir a tensdo superficial de 72 mN.m™* (medida de tensdo superficial da
agua) para a faixa de 35 mN.m™ a 40 mN.m™ podem ser considerados bons
produtores de biossurfactantes, e valores abaixo de 35 mN.m™ indicam que o
microrganismo pode ser considerado um eficiente produtor. Entretanto, os
ésteres de acidos graxos presentes no biodiesel podem formar associacfes

ordenadas na interface 6leo-agua e reduzirem a tenséo superficial tal qual um
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surfactante (Nitschke & Pastore, 2002). Para os controles negativos dos
isolados A3.3 e LB5.2, em que ndo houve adicdo de microrganismo, foi
constatada diferenca significativa entre os valores médios de tensé&o superficial
do inicio do experimento (TO) e apds uma semana de incubacdo (T7). Estes
valores foram muito préximos aos obtidos nas fases aquosas em que houve
crescimento dos isolados (Figuras 25 e 26). Portanto, pode-se afirmar que nas
duas primeiras semanas de incubacdo, em que ndo houve diferenca
significativa entre os valores obtidos com crescimento de microrganismo e sem
in6culo, a reducdo da tensdo superficial estd sendo causada apenas pelo
biodiesel.

Segundo Willumsem & Karlson (1997), um bom biossurfactante é
capaz de reduzir a medida da tenséo superficial do meio em 20 unidades. Nos
tempos 21 e 28, nos quais a reducdo da tensado superficial foi causada pela
presenca dos actinomicetos, houve reducdo de um numero inferior a 10
unidades das medidas de tensao superficial em comparacdo com os controles
negativos, o0 que indica que os isolados ndo produziram biossurfactantes de
baixo peso molecular. Thampayak et al. (2008) constataram que trés
actinomicetos isolados de solo, pertencentes ao género Streptomyces, foram
capazes de reduzir a tensdo superficial apds cinco dias de crescimento em
meio contendo 3% de 6leo de gergelim. Os valores obtidos foram de 41, 42 e
55 mN.m™.

Nado foi observada formacdo de emulsificacdo da fase oleosa
adicionada a fase aquosa dos cultivos dos isolados A3.3 e LB5.2 nem dos

controles negativos em que ndo houve adicdo de indéculo. Portanto, ndo foi
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possivel calcular o indice de emulsificacdo (IE,s), 0 que indica que o0s
actinomicetos testados ndo sdo produtores de moléculas bioemulsificantes.
Thampayak et al. (2008), em estudo com trés isolados de Streptomyces sp.,
obtiveram valores de emulsificacdo de 66, 55 e 48% a partir da emulsdo da
guerosene em meio de cultura livre de células, indicando que houve producao

de moléculas bioemulsificantes extracelulares.

4.4.4.4 Deteccao de metabdlitos

As variacdes das medidas de pH da fase aquosa do cultivo dos
isolados A3.3 e LB5.2 estdo representadas nas Figuras 27 e 28. Para ambos
os isolados e seus controles negativos (sem ino6culo), os valores de pH durante
todos os tempos de monitoramento foram superiores ao valor de pH inicial de
7,3.

Foi constatada diferenca significativa (p < 0,05) entre os tempos TO
e T7, TOe T14 e TO e T21 do controle negativo (sem inéculo) do isolado A3.3.
Os valores de pH da fase aquosa na qual ocorreu crescimento deste mesmo
isolado diferiram significativamente do controle negativo nos tempos T21 e T28,
0 que indica que o aumento do pH do meio mineral foi influenciada pela
presenca de crescimento microbiano apenas nas duas Ultimas semanas do
experimento. Os valores médios de pH apds 28 dias de incubacdo foram de
7,43 para a fase aquosa do isolado A3.3 e 7,32 para o seu controle negativo

(Figura 27).
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FIGURA 27: Medidas de pH da fase aquosa do cultivo do isolado A3.3 em MM1
com 2% de biodiesel (B100), por 28 dias a 30°C. (e) pH da fase aquosa em
gue ocorreu crescimento do actinomiceto; (o) pH da fase aquosa sem inéculo
(controle negativo).

Os valores de pH da fase aquosa do cultivo do isolado LB5.2 néo
diferiram significativamente em comparacdo com seu controle negativo. Os
valores médios de pH no tempo T28 foram de 7,44 para a fase aguosa em que
ocorreu crescimento do actinomiceto e 7,41 para seu controle negativo (Figura

28).
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FIGURA 28: Medidas de pH da fase aquosa do cultivo do isolado LB5.2 em
MM1 com 1% de biodiesel (B100), por 28 dias a 30°C. (¢) pH da fase aquosa
em que ocorreu crescimento do actinomiceto; (¢) pH da fase aquosa sem
inéculo (controle negativo).

Em estudo realizado por Biicker (2009), concluiu-se que a producao
de metabolitos acidos pode ndo ter sido suficiente para reduzir o pH, ou entéo
a producdo de acidos pelos microrganismos pode ser mascarada pelo efeito
tamponante do meio mineral MM1, que contém 5 g/L de fosfato.

Beker (2011) observou aumento dos valores de pH do meio mineral
em relacdo ao controle negativo por isolados de Pseudomonas aeruginosa e
Stenotrophomonas maltophilia crescidos na mistura B7 (7% de biodiesel e 93%
de diesel) por um periodo de 14 dias. Segundo Lima (1996), a medida que o
crescimento microbiano € desacelerado, ocorre reducdo das atividades

metabdlicas e morte celular, o que resulta em aumento do pH. Entdo, valores
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de pH superiores ao controle negativo poderiam corresponder ao final da fase

exponencial e inicio da fase estacionaria da curva de crescimento.

4.4.4.5 Determinacdo da degradacao do biodiesel (B100) através
da analise por espectroscopia de infravermelho

Os grupos carbonila e C-O, contidos nos ésteres do biodiesel, sao
absorvidos nas faixas de 1745 e 1168 cm™, respectivamente. Quando o
biodiesel é degradado, os picos apresentados no espectro de infravermelho
nestas faixas de leitura tendem a desaparecer, como foi observado por Beker
(2011) em estudo com isolados de Bacillus megaterium, B. pumillus,
Pseudomonas aeruginosa e Stenotrophomonas maltophilia. Os resultados do
presente trabalho, apresentados na Figura 29, ndo evidenciam degradacéo dos
grupos contidos no biodiesel. Os picos de carbonila e C-O ndo apresentaram
diferenca em relacdo ao controle negativo, pois ndo ocorreu reducao do sinal
(pico de ésteres). Foi possivel determinar a formacdo de um produto de
degradacdo, representado na Figura 29 pelos picos na faixa de 1700 cm™,
correspondentes as amostras de biodiesel em que ocorreu crescimento dos
isolados A3.3 e LB5.2 por 28 dias. Isto pode ser explicado devido a formacao
de subprodutos no processo de transesterificacdo (utilizado para producao do
biodiesel), como glicerol e mono, di e triacilglicerideos (Fangrui & Milford, 1999;

Atadashi et al., 2010) (Anexo 8.4).
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FIGURA 29: Espectro de infravermelho do biodiesel (B100) na auséncia de
in6culo (controle negativo) e com crescimento dos isolados A3.3 (2% de 0Oleo) e
LB5.2 (1% de Oleo) apos incubacédo a 30°C na auséncia de agitacao, por 28
dias. CN: controle negativo; TO: tempo zero (antes de iniciado o experimento);
T28: tempo 28 (apds 28 dias de incubacéo). O pico na faixa de 1700 cm™, que
indica a formac&o de um produto de degradacéo, esta indicado pela flecha.

Com a finalidade de agrupar as amostras pelas suas semelhancas,
foi construido um dendograma (Figura 30), no qual foi possivel observar quais
amostras obtiveram similares capacidades de degradacéo.

As analises foram realizadas em triplicata. Duas amostras
correspondentes ao isolado A3.3 (F e G), representadas pela cor azul,
apresentaram os maiores picos na faixa de 1700 cm™, e portanto foram as que
mais evoluiram quanto a formacdo de um produto de degradacédo. A triplicata
do isolado LB5.2 (I, J e K) e uma amostra do isolado A3.3 (E) estdo
representadas pela cor verde. Também foi observada a formacdo de um

produto de degradacdo, porém em menor quantidade. Nas amostras
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correspondentes aos controles negativos (A, B, C, D e H), representadas pela
cor vermelha, ndo ocorreu formacdo de produto de degradacdo, devido a

auséncia de crescimento microbiano.

Dendrogram of Data with Preprocessing: SNV + Mean Center

S TW

>P>r>OW OU00 W0 U IIIMMMuc GRAR— ——TTTTOOG

o
o

10 15 20 25 30
Variance Weighted Distance Between Cluster Centers

FIGURA 30: Dendograma obtido pelo método aglomerativo, com a utilizacao do
programa MatLab. Controle negativo (CN) no TO (A, B, C); CN no T28,
incubado com 2% de biodiesel (D); isolado A3.3 no T28, incubado com 2% de
biodiesel (E, F, G); CN no T28, incubado com 1% de biodiesel (H); isolado
LB5.2 no T28, incubado com 1% de biodiesel (I, J, K).

N&o é possivel afirmar que o isolado A3.3 apresenta uma maior
capacidade de degradacdo que o isolado LB5.2, pois as condi¢cdes de
crescimento ndo foram as mesmas. O isolado A3.3 foi crescido em maior
guantidade de 6leo (2%) que o isolado LB5.2 (1%), o que pode ter favorecido a
formacédo de maior quantidade de produto de degradacéao.

A formacdo de um produto de degradacdo pelos isolados A3.3 e

LB5.2 pode ndo estar relacionada a degradacdo dos ésteres do biodiesel, e sim
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a degradacdo de algum subproduto gerado na transesterificacdo do 6leo de
soja. Schultz (2010) constatou que um isolado de Sphingomonas sp., capaz de
crescer em biodiesel e de produzir as enzimas lipase e esterase, apresentou
um percentual muito baixo de degradacdo de ésteres pela avaliacdo
cromatografica, resultado que também pode indicar a degradacdo de outros

compostos presentes no biodiesel.

4.4.4.6 Caracterizagdo molecular dos isolados selecionados

As anadlises das sequéncias obtidas para os isolados A3.3 e LB5.2
foram realizadas conforme descrito no Item 4.3.1. N&o foi possivel realizar a
identificacdo dos isolados em nivel de espécie, pois foram encontrados valores
similares de identidade com varias espécies de Streptomyces. Ambos 0s

isolados foram identificados como Streptomyces sp.



5. CONCLUSOES

Houve um predominio do género Streptomyces (94,5%) dentre os
actinomicetos isolados de solo de landfarming de residuos petroquimicos.

Apesar da alta probabilidade de encontrar actinomicetos
potencialmente degradadores de hidrocarbonetos em solos impactados,
poucos isolados foram capazes de crescer no diesel (BO) e/ou apresentaram o
gene alkB. E possivel inferir que a maioria dos isolados estudados neste
trabalho apresentam resisténcia ou tolerancia aos hidrocarbonetos, mas néao
sdo capazes de degrada-los. No sistema de landfarming, estes actinomicetos
provavelmente utilizam subprodutos do metabolismo de outros microrganismos
como fonte de carbono.

Todos os isolados de actinomicetos utilizados neste trabalho,
independente do local de isolamento, apresentam maior crescimento em
biodiesel (B100) quando comparado ao crescimento na mistura B10 e em
diesel (B0O). Portanto, para estudo da degradacdo em meio liquido, foram
selecionados actinomicetos com potencial para degradar biodiesel (B100).

As analises das amostras de biodiesel (B100) pela espectroscopia

de infravermelho sugerem que a formac&o de biomassa pelos dois isolados de
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Streptomyces sp. selecionados para o ensaio de biodegradagcdo em meio
liquido pode néo ter relacdo com a degradacdo dos ésteres, pois 0s picos dos
grupos carbonila e C-O néo foram alterados. E possivel que a formagdo de um
produto de degradacdo tenha relacdo com a metabolizagdo de outros
compostos presentes no biodiesel (glicerol, mono, di e triacilglicerideos), que

séo subprodutos da transesterificagao.



6. PERSPECTIVAS

Realizar a identificagdo em nivel de espécie dos isolados L1.17, L2.8
e L3.4, que apresentaram o gene alkB, e dos isolados A3.3 e LB5.2, que foram
selecionados para o ensaio de biodegradacdo de biodiesel (B100) em meio
liquido.

Realizar uma curva de crescimento de no minimo 60 dias com o0s
isolados A3.3 e LB5.2, para verificar se ocorre a degradacdo dos ésteres do
biodiesel. Posteriormente, avaliar a biodegradacdo do biodiesel em
microcosmos, para que as condicdes sejam mais proximas da biorremediacao

in situ.
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8. ANEXOS

8.1 Meios de cultura utilizados para isolamento, selecdo e crescimento de

actinomicetos

8.1.1 Meio minimo mineral (MM1), pH 7,2

Adaptado de Richard & Vogel (1999)

Solucéo de macronutrientes g/L

KCI 0,79
KH,PO, 2049
Na,HPO, 309
KNO3 209

Solucéo de micronutrientes g/L

MgSO, 4,09
FeSO, 0,29
MnCl, 0,29
CaCl; 0,29

ou

ou

ou

ou

ou

ou

*A solucdo de micronutrientes deve ser

macronutrientes na proporcao de 0,1%.

KoHPO4
NaH>PO4

MgS04.7H20
FeS0,.7H,0
MnCl,.4H,0
CaCl,.2H,0

155¢9
299

8,29

0,36 g
0,31 g
0,26 g

adicionada a solucdo de
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8.1.2 Meio agar amido caseina (ACA) g/L

Amido 10 g
Caseina 0,39
NaCl 2,04g
KNOs 209
KoHPO,4 209
FeSO,4 0,01g
MgSO, 0,059
CaCOs 0,02 g
Agar 159

8.1.3 Anfotericina B (5 mg/mL)
Anfotericina B 400 pL
ACA 1000 mL

*Adicionar a solucdo de anfotericina B apds a esterilizacdo do ACA em
autoclave por 15 min a 121°C, quando o meio de cultura tiver atingido a
temperatura de 60°C.

8.1.4 Agar nutriente g/L

Peptona 500
Extrato de carne 3,09
Agar 15,09

8.1.5 Caldo nutriente g/L
Peptona 509

Extrato de carne 3,09
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8.2 Solugbes utilizadas para extracdo do DNA cromossomal,
guantificacdo e PCR

8.2.1 Tampéo SET (75 mM NaCl, 25 mM EDTA, 20 mM Tris, pH 7,5)

Solucédo NaCl 1 M 7,5 mL
Solucéo EDTA 0,5 M 5,0 mL
Solucéo Tris 1 M 2,0 mL
Agua 85,5 mL

8.2.2 Lisozima (10 mg/mL)
Lisozima 0,01g
Agua 1,0 mL

8.2.3 SDS (10%)
SDS 109
Agua 100 mL

8.2.4 Proteinase K (10 mg/mL)
Proteinase K 0,01¢
Agua 1,0 mL

8.2.5 TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0)
Solucéo Tris 1 M 1,0 mL
Solucédo EDTA 0,5 M 0,2 mL
Agua 98,8 mL



8.2.6 Azul de bromofenol
Azul de bromofenol
Glicerol

Agua

8.2.7 Gel de agarose

0,0025 g

0,3mL
1,0 mL
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*O percentual de agarose a ser utilizado deve ser dissolvido em TAE 1X. O
brometo de etideo (5 pL/100 mL) deve ser adicionado quando o gel atingir uma

temperatura de 45°C.

8.2.8 Brometo de etideo
Brometo de etideo

Alcool etilico

8.2.9 TAE 1X

TAE 50X

Agua

*TAE 50X

Tris

Acido acético glacial
Solucédo EDTA 0,5 M

Agua

8.2.10 Desoxinucleotideos
dATP

dTTP

dCTP

dGTP

Agua Mili-Q

0,5 mg
1000 mL

20 mL
980 mL

42 ¢
57,1 mL
100 mL
1000 mL

5,0 pL
5,0 UL
5,0 UL
5,0 UL
180 pL
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8.3 Meios de cultura utilizados para avaliacdo do crescimento em
combustiveis e atividade enzimética

8.3.1 Solugcdo mineral com Indicador redox (DCPIP ou TTC)
DCPIP ou TTC 0,025 g
MM1 100 mL

*A solucdo deve ser protegida da luz, para evitar a foto-oxidagdo dos
indicadores redox.

8.3.2 Meio para atividade da lipase g/L

Peptona 5009
Extrato de levedura 109
NaCl 4,09
Agar 10 g

Solucédo de rodamina B (0,1%) 10 mL

*O meio de cultura deve ser esterilizado em autoclave por 15 min a 121°C. Ao
atingir uma temperatura de 60°C, deve ser adicionado 2,5% de biodiesel
previamente esterilizado por filtragcdo. Homogeneizar em vértex por 5 segundos.

8.3.3 Meio para atividade da esterase g/L

Peptona 5,09
Extrato de levedura 109
NaCl 509
CacCl, 01g
Agar 15 g

*O meio de cultura deve ser esterilizado em autoclave por 15 min a 121°C. Ao
atingir uma temperatura de 60°C, deve ser adicionado 1% de Tween 80 (nédo €
necessaria esterilizacdo). Homogeneizar em vortex por 5 segundos.
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8.4 Laudo de analises do biodiesel (B100)

SR TGy, T TN
OLEOPLAN S.A.
B A ey iy

OLEOPLAN S/A - OLEOS VEGETAIS PLANALTO

CERTIFICADO DE QUALIDADE

PRODUTO: BIODIESEL - B100 ; FABRICAGAO:  23/212011

LOTE:353 CERTIFICADO N°: 353
MATERIAS PRIMAS UTILIZADAS: OLEO DE SOJA (70%), GORDURA ANIMAL (30 %) E METANOL
DATA DE ENSAIO: 24/02/2011

Caracteristica Unidade Resultado Especificagdes Métodos
: < 3 Limpido e Isento. | Limpido e Isento de
Aspecto/Temperatura lida em °C - e I;pureza /20 plmpurezas Visual
Massa Especifica a 20 °C Kglma 879,1 850-900 ASTM D 1298
Viscosidade Cinematica a 40°C mm%/s 4,299 3,0-6,0 ASTM D 445
Teor de agua mg/kg 326 500 (max.) ASTMD 6304
Contaminag@o Total mg/kg™ 19,8 24 (max.) EN 12662
Ponto de Fulgor
Vaso fechado Pensk)?- Martens 2 192 100,00 (min.) ASTMD.63
Teor de éster % massa 98,4 96,5 (min.) EN 14103
Residuo de Carbono % massa 0,02 0,05.(max.) ASTM D 4530
Cinzas Sulfatadas % massa 0,007 0,020 (max.) ASTM D 874
Enxofre total mg/kg 2,9 50 (méax.) ASTM D 5453
Sédio + Potassio mg/kg 3,3 5(max.) NBR 15553
Calcio + Magnésio mg/kg 2,6 5 (max.) NBR 15553
Fésforo mg/kg 7 10 (max.) NBR 15553
Corrosividade ao cobre, 3h a 50°C - 1 1 (max.) ASTM D 130
Ponto de entupimento de filtro a frio °c 6 19 (max.) ASTMD 6371
Indice de acidez mgKOH/g 0,4 0,50(max.) ASTMD 664
Glicerina Livre % massa 0,013 0,02 (max.) ASTMD 6584
Glicerina total % massa 0,185 0,25 (méax.) ASTM D 6584
Monoglicerol % massa 0,469 ANOTAR ASTM D 6584
Diglicerol % massa 0217 ANOTAR AS’ 584\
Triglicerol % massa 0,172 ANOTAR _— |z ABYRID 6584 |
Metanol % massa 0,06 020 (max) "] ENKANS \
Estabilidade a oxidagsio a 110°C h 7.9 6 (min). - ~t0 (EN 14112
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