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RESUMO

O grande impacto ambiental causado pela contaminacéo por derramamento de petréleo e seus
derivados despertou grande interesse em fontes naturais que podem ser utilizadas na remediagéo
de solos e aguas afetadas. Os microrganismos, como fonte principal de recurso biotecnoldgico,
tornaram-se uma Otima alternativa para a producao de biossurfactantes e bioemulsificantes, os
quais tem histérico de atividades bioativas. Tivemos como obijetivo realizar uma prospeccao de
bactérias oriundas de solo de manguezal que sofra influéncia da radiacdo solar e que seja
impactado com a presenca de hidrocarbonetos para avaliar a resisténcia e producdo de
biossurfactantes das cepas e seus metabolitos. As bactérias e seus liquidos metabdlicos foram
submetidos para: teste do colapso da gota, teste de Parafilm M, deslocamento de 6leo, indice,
estabilidade e atividade de emulsificacdo com querosene e 6leo mineral como fontes de carbono.
Um total de 82 cepas foram isoladas de dois pontos de coleta do solo de manguezal no Porto dos
Tatus (llha Grande-Piaui), denominados P1 e P2. A partir do crescimento bacteriano em agar
Plate Count Agar (PCA) foi realizada a contagem e observacédo da morfologia das colénias para
isolamento da maior diversidade bacteriana produtora de biossurfactantes. Em seguida os
isolados foram caracterizados mediante a técnica coloragdo de Gram. Com relacdo a
caracteristica morfotintorial, todas as cepas sdo bastonetes Gram positivos. Para atividade de
resisténcia a radiacdo UV, foram testadas 47 cepas, das quais, 15 cepas do ponto um (P1)
apresentaram resisténcia a 5 e 15 min. de exposi¢cdo a UV e 10 cepas do ponto dois (P2)
apresentaram resisténcia aos 5 e 15 min. de exposicdo. Para os testes do colapso da gota e
indice de emulsificacdo foram testadas 37 bactérias (20 do P1 e 17 do P2) que foram crescidas
em caldo Bushnell-Hass salino (BH salino) acrescido de 2% de querosene e 2% de 6leo mineral.
As cepas testadas apresentaram potencial de crescimento na presenca do querosene e 6leo
mineral. Para os testes do colapso da gota com querosene 15 cepas deram positivo e 17 deram
positivo com o liquido metabdlico. Para o 6leo mineral como fonte de carbono 16 deram positivo
(11 do P1 e 5 do P2) e com o liquido metabdlico 4 deram positivo (3 do P1 e 1 do P2). Para o
indice de emulsificacdo se testaram os liquidos metabdlicos, 7 cepas apresentaram resultados
acima do 40% com querosene e 12 cepas apresentaram resultados acima do 40%) com 6leo
mineral. Foram escolhidas 8 cepas que apresentaram os melhores resultados, 4 foram
identificadas como Bacillus sp., e as oito foram testadas para atividade de emulsificacéo,
estabilidade de emulsificacao, teste de Parafilm M e deslocamento de 6leo. Observou-se que
todas apresentam resisténcia a radiacdo UV, seis apresentam potencial emulsificante com
algumas carateristicas de biossurfactante e duas apresentam potencial biossurfactante com
pouca atividade bioemulsificante. Para melhorar a capacidade das cepas, foi realizado um teste
de antagonismo pela técnica Cross Streak Plate, foram formados trés consércios com as cepas
gue conseguiram se aproximar e todos os testes foram repetidos. Observou-se que dois dos
consorcios conseguem melhorar as atividades de emulsificagdo e surfactante, apresentando
maiores resultados que as bactérias separadamente.

Palavras-chave: Microrganismos. Surfactantes Biol6gicos. Consorcio. Hidrocarbonetos.



ABSTRACT

The great environmental impact caused by contamination by oil spills and their derivatives has
aroused great interest in natural sources that can be used in the remediation of affected soils and
waters. Microorganisms, as the main source of biotechnological resources, have become a great
alternative to produce biosurfactants and bioemulsifiers, which have a history of bioactive
activities. We aimed to conduct a survey of bacteria from mangrove soil that is influenced by solar
radiation and that is impacted by the presence of hydrocarbons to assess the resistance and
production of biosurfactants of the strains and their metabolites. The bacteria and their metabolic
liquids were submitted to drop collapse test, Parafilm M test, oil displacement, index, stability and
emulsification activity with kerosene and mineral oil as carbon sources. A total of 82 strains were
isolated from two mangrove soil collection points in Porto dos Tatus (Ilha Grande-Piaui), named
P1 and P2. From the bacterial growth on Plate Count Agar (PCA), counting and observation of
colony morphology was performed to isolate the greatest bacterial diversity producing
biosurfactants. Then the isolates were characterized using the Gram stain technique. Regarding
the morphotintorial characteristic, all strains are Gram positive rods. For resistance activity to UV
radiation, 47 strains were tested, of which, 15 strains from point one (P1) showed resistance at 5-
and 15- min. of exposure to UV and 10 strains of point two (P2) showed resistance at 5 and 15
min. exposure. For the drop collapse and emulsification index tests, 37 bacteria (20 from P1 and
17 from P2) were tested and grown in saline Bushnell-Hass broth (BH saline) plus 2% kerosene
and 2% mineral oil. The strains tested showed growth potential in the presence of kerosene and
mineral oil. For the tests of the collapse of gout with kerosene, 15 strains were positive and 17
were positive with the metabolic fluid. For mineral oil as a carbon source 16 were positive (11 from
P1 and 5 from P2) and with metabolic liquid 4 they were positive (3 from P1 and 1 from P2).
Metabolic fluids were tested for the emulsification index, 7 strains showed results above 40% with
kerosene and 12 strains showed results above 40%) with mineral oil. Eight strains were chosen
that presented the best results, 4 were identified as Bacillus sp., And the eight were tested for
emulsification activity, emulsification stability, Parafilm M test and oil displacement. We observed
that all of them have resistance to UV radiation, six have emulsifying potential with some
characteristics of biosurfactant and two have biosurfactant potential with little bioemulsifying
activity. To improve the capacity of the strains, an antagonism test was performed using the Cross
Streak Plate technique, three consortia were formed with the strains that managed to get close
and all tests were repeated. It was observed that two of the consortia manage to improve the
activities of emulsification and surfactant, presenting greater results than the bacteria separately.

Keywords: Microorganisms. Biological surfactants. Consortium. Hydrocarbons.
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1. INTRODUCAO

O petréleo e seus derivados séo utilizados mundialmente como principal recurso
em diversos setores, como o industrial e do transporte, sendo o0 solo e o mar 0s meios
afetados pelo derramamento acidental de grandes quantidades desses produtos.
(CHAINEAU et al, 2003; SING et al, 2006).

Como fonte de biorremediacdo tem-se bactérias que sao procariotos
microscépicos que apresentam uma vasta diversidade metabdlica responsavel por sua
adaptacédo de vida em ambientes com as mais variadas caracteristicas fisicas e quimicas.
Essa versatilidade metabdlica chama atencdo para a potencial aplicabilidade
biotecnolégica da célula e/ou seus produtos metabdlicos nos mais variados seguimentos
industriais (ARAUJO et al., 2017; HU et al., 2018; MARELLA et al., 2018; PRAKASHAM
e KUMAR, 2019; SEKUROVA et al., 2019).

O estado do Piaui possui uma extensa area de mangue que se encontra em parte
dentro da Area de Protecdo Ambiental (APA) do Delta do Parnaiba, possuindo
importancia como patriménio ecoldgico, apresentando relevante potencial turistico e de
exploracéo dos recursos pesqueiros. Esse ecossistema é suscetivel ao aporte de esgotos
industriais, domeésticos e da atividade nautica que podem carrear para este ambiente,
uma gama de contaminantes incluindo os hidrocarbonetos derivados do petréleo
(BRASIL, 2002; SILVA, 2009; SOUSA, 2010).

Devido a forte influéncia antrépica nesse fragil ecossistema de manguezal,
acreditamos que 0s microrganismos que habitam naturalmente este ambiente possuam
adaptacdes especificas e um grande potencial para degradacdo de hidrocarbonetos,
resisténcia a radiacao ultravioleta (UV) e atividade surfactante e emulsificante.

Portanto, o objetivo desta pesquisa foi realizar uma prospeccao de bactérias em
solo de manguezal que sofra influéncia da radiacdo solar e aporte de derivados de
hidrocarbonetos, buscando bioatividade bacteriana e/ou seus extratos metabdlicos que

possuam interesse biotecnoldgico.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e Avaliar o potencial de bactérias e seus metabolitos para atividades de resisténcia
a radiacédo ultravioleta e atividades biossurfactantes e bioemulsificantes.

2.2 Objetivos especificos

Isolar bactérias do solo do manguezal com incidéncia de radiacdo solar e
hidrocarbonetos;

e Realizar a caracterizacdo morfoldgica dos isolados bacterianos;

e Verificar a resisténcia bacteriana frente a presenca de radiacao ultravioleta em

diferentes tempos;

e Verificar a atividade bacteriana com diferentes fontes de carbono (querosene e

Oleo mineral);

e Testar a atividade dos metabolitos das bactérias frente a querosene e 6leo mineral;

e Otimizar a producédo de biossurfactantes e bioemulsificantes mediante consorcios

bacterianos;

e Testar a atividade dos consorcio frente a hidrocarbonetos.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Biotecnologia e microrganismos

A biotecnologia tem sido caracterizada por unir conhecimento e protocolos de
pesquisa que ja existem com novos procedimentos e pesquisas cientificas derivadas de
vérias disciplinas, como quimica, bioquimica, biologia molecular e celular. (KREUZER e
MASSEY, 2002). O uso, a mudanca e a otimizagcdo dos organismos vivos ou de suas
partes celulares, para criar produtos, processos e aplica¢des na saude humana e animal,
na agricultura e no meio ambiente sdo permitidos por meio de um conjunto de tecnologias
de apoio para diferentes aplicacdes de biotecnologia. (Quadro 1) (JUDICE e BAETA,
2005).

Quadro 1: A biotecnologia e suas aplicacbes

Segmento da biotecnologia Aplicacao

Saude Humana Diagnoésticos, medicamentos, vacinas, utilizacdo de
biodiversidade

Saude animal Veterinaria, vacinas, probiéticos, nutricdo animal, aquicultura

Genética de plantas, transgénicos, produtos florestais,

Agribusiness . o 9= o ) -
9 ornamentais, medicinais, bioinseticidas, biofertilizantes,

inoculantes
Meio ambiente Biorremediacao, tratamento de residuos, analises
Instrumental complementario Software, internet, bioinformatica, P&D, consultorias
Insumos industriais Quimica fina, enzimas, alimentos
Em sinergia Biomateriais, biomedicina, nanobiotecnologia
Fornecedores Equipamentos, insumos e matérias primas

Fonte: JUDICE e BAETA, 2005.

A biotecnologia € o resultado da colecdo macica de células, microrganismos ou

componentes celulares, esses microrganismos sao produtores de produtos como
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surfactantes que podem ser usados como matéria-prima barata evitando a necessidade
de processos caros e reduzindo os residuos téxicos, levando a um desenvolvimento e
interesse atual entre as indUstrias e pesquisa microbioldgica em estudar suas qualidades
especiais (TORTORA et al.,2005).

3.2 Poluigdo Ambiental

A maior disseminacdo de poluicdo ambiental no mundo € atribuida aos
hidrocarbonetos devido a derramamentos, acidentes, vazamentos e rupturas nos varios
procedimentos de exploracao, producdo e transporte de petroleo (SING et al.,2006). O
solo, a 4gua, o ar, a vegetacdo e a vida selvagem afetados por derramamentos séo
dificeis de reverter e os processos de descontaminacao natural ocorrem muito tempo
apos a contaminacéao (ORTEGA, 2012).

O meio ambiente, os ecossistemas e a saude dos seres vivos foram prejudicados
e ameacados pela poluicdo causada por hidrocarbonetos, razédo pela qual € necessario
aplicar avancos tecnoldgicos de remediacdo que possuam carateristicas de custo
praticas e competitivas (MAKKAR e ROCKNE, 2009).

3.3 Surfactantes

Os surfactantes sdo moléculas anfipaticas que possuem uma combinacao
hidrofilica (polar) e hidrofébica (néo polar, geralmente hidrocarboneto) como na Figura 1,
gue causa uma interface entre as fases fluidas com diferentes graus de polaridade e
ligacbes de hidrogénio que podem ser interfaces 6leo /agua ou ar /agua (DESAI E
BANAT, 1997; GREEK, 1991).

Figura 1. Representacdo esquematica dos grupos hidrofilico e hidrofébico do
surfactante

Grupo hidrofobico ou apolar

Grupo hidrofilico ou
polar, que categoriza o
surfactante

Fonte: Santos, 2012
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E devido a essas propriedades que os surfactantes tém a capacidade de diminuir
a tensao superficial e a interface e, assim, formar uma microemulséo que permite que os
hidrocarbonetos se solubilizem na agua e vice-versa. Essas caracteristicas fornecem
excelentes atividades de emulsificacdo, detergéncia, formacéo de espuma e disperséo
(DESAI E BANAT, 1997; GAUTAM e TYAGI, 2006).

3.4 Biossurfactantes

Os compostos anfifilicos de origem microbiana com a capacidade de diminuir a
tensao superficial como surfactante e tém a propriedade de produzir emulsificante sao
chamados biossurfactantes e bioemulsificantes. Ao contrario dos surfactantes sintéticos,
0s biossurfactantes sdo mais ecolégicos devido a sua biodegradabilidade, baixa
toxicidade e eficacia a temperaturas ou pH extremos. Todas essas condi¢des favoraveis
tornam os biossurfactantes potenciais moléculas com desempenho eficaz e aplicavel em
varios campos da industria (CAMEOTRA et al., 1998; NITSCHKE E PASTORE, 2002).

3.5 Classificacao dos biossurfactantes

Os biossurfactantes podem ser classificados de acordo com sua origem
microbiana e estrutura quimica. Entre as principais classes estdo as que contém
glicolipidios, lipoproteinas, lipopetideos, acidos graxos, fosfolipidios, surfactantes

particulados e surfactantes polimeéricos, figura 2 (DESAI E DESAI, 1993).
a) Glicolipidios

Os glicolipidios séo constituidos por carboidratos (glicose, ramnose, galactose e
mannose) com uma longa cadeia de acidos e &cidos hidroxila. Eles sdo os mais
conhecidos e estudados (ramnolipidios, trealolipidios e soforolipides). Os glicolipidios
tém um grau de polaridade em funcao dos hidrocarbonetos utilizados como substratos,
possuem compostos de carga anidnicos, causam alteraces na membrana bacteriana e
sdo excelentes agentes surfactantes. (DESAI' Y BANAT, 1997).
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b) Lipopetideos e lipoproteinas

Os lipopetideos sédo moléculas simples estruturadas em um composto formado
por um peptideo ciclico ligado a uma cola de acidos graxos; representam o segundo
maior grupo de biossurfactantes estudados devido a sua excelente capacidade de
interagir com a membrana celular; sdo antibidticos e antimicrobianos bem conhecidos,
incluindo antibiéticos decapeptideos (gramicidinas) e antibioticos lipopeptideos
(polimixinas), com compostos hidrofébicos, agem como surfactantes potentes, como o
produzido por Bacillus subtilis ATCC 21332, é um dos biossurfactantes poderosos e
essenciais. (GAUTAM E TYAGI, 2006; DESAI E BANAT,1997; PERFUMO et al., 2010).

c) Acido graxo, lipideos e fosfolipidios
Diferentes tipos de microrganismos, como bactérias e leveduras, produzem
grandes quantidades de biossurfactantes e bioemulsificantes de acidos graxos e
fosfolipidios quando inoculados na presenca de n-alcanos. (CIRIGLIANO E CARMAN,
1985; MNIF E GHRIBI, 2015b).
Figura 2. Estruturas quimicas de alguns biossurfactantes
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3.6 Bioemulsificantes

Bactérias de varios géneros séo produtores de polimeros de alto peso molecular
chamados bioemulsificantes, que sdo caracterizados pela formacgéo e estabilizacao de
emulsdes de agua em 6leo ou vice-versa de forma eficaz, embora nem sempre reduzam
a tensdo superficial. Estes bioemulsificantes sdo compostos de proteinas, lipoproteinas,
polissacarideos, lipopolissacarideos e misturas complexas desses biopolimeros
(GUDINA et al., 2015; ROSENBERG E RON, 1998).

3.7 Classificagéo dos bioemulsificantes

a) Familia emulsan

O emulsan é um complexo extracelular de polissacarideo acilado produzido
potencialmente por bactérias Gram-negativas; o mais estudado € o Acinetobacter por ser
um bioemulsificador polimérico mais eficaz para hidrocarbonetos na agua em
concentracdes tdo baixas quanto 0,001-0,01%. E composto por um esqueleto de
polissacarideo com cadeias laterais de acidos graxos ligadas ao O-acil e N-acil.
(PANILAITIS et al., 2007; MNIF E GHRIBI, 2015b).

b) Exopolissacarideos

Os exopolissacarideos (EPS) sédo polimeros de carboidratos de alto peso
molecular que produzem polimeros extracelulares que cercam a célula da maioria dos
microrganismos marinhos, ajudando-os a suportar condicfes ambientais extremas e a
melhorar sua sobrevivéncia (MANCUSO et al., 2005c; SATPUTE et al., 2008).

c) Biossurfactantes particulados

Os biossurfactantes particulados sé@o vesiculas extracelulares da membrana que
sdo liberadas por varias bactérias. Eles tém a capacidade de separar moléculas de
hidrocarbonetos na forma de microemulsfes, algumas dessas particulas podem ser
sintetizadas e aderidas a superficie da célula, fazendo com que ela atue como um
bioemulsificante (DESAI Y BANAT, 1997; MNIF E GHRIBI, 2015b).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta das amostras

No més de abril de 2019 foram coletadas amostras de solo de manguezal no Porto
dos Tatus (llha Grande — Piaui). As amostras foram coletadas em dois pontos distintos
em area perpendicular a linha da costa de acordo com as coordenadas geograficas
(GPSmap 60CSx) P1 02°49.943’S e 041°49.764'W e P2 02°49.853S e 041°49.852'W.
(Figura 1)

O solo foi coletado com o auxilio de uma colher e acondicionado em frascos
estéreis, sendo encaminhados ao Campus Ministro Reis Velloso onde foram
imediatamente processados.

Figura 3. Pontos da coleta P1 e P2

T o ol i .

A: P1(02°49.943'S e 041°49.764'W). B: P2 (02°49.853S e 041°49.852'W).
Fonte: Autoria propria
4.2 Processamento das amostras
Foram pesados 10 g da amostra de solo que foram transferidos para um

Erlenmeyer contendo 90 mL de agua do mar (10 ppm) procedendo-se a homogeneizagéo

por 10 min. Esta correspondeu a diluicdo 10! sendo em seguida preparadas as diluicdes



24

seriadas até 10°. Todos os meios de cultura utilizados foram diluidos com agua do mar

10 ppm.

Figura 4. Método de diluicdes para monitoramento de crescimento microbiano
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4.3 Quantificacéo de bactérias heterotroéficas cultivaveis (BHC)

A partir das diluicdes seriadas foram inoculadas placas de Petri contendo agar
Plate Count Agar 10 ppm (PCA 10 ppm) pela técnica do espalhamento em superficie
(Spread Plate). As placas foram incubadas a 28 °C/48 h. ApGs esse periodo de tempo as
placas que apresentarem numero de colbnias entre 25 e 250 colénias foram contadas
para o calculo das unidades formadoras de col6nias por grama de solo de acordo com a
formula:

N° de UFC = namero de coldnias contadas X inverso da diluicdo X FC

4.4 Analise morfologica das colbnias

As colbnias crescidas no agar PCA 10 ppm que apresentarem qualquer tipo de

pigmentacédo foram repicadas para placas de Petri contendo agar Nutriente 10 ppm (AN
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10ppm) e incubadas a 28 °C/24 h. Apds esse periodo, as colénias foram analisadas

guanto ao tamanho, forma, relevo, rugosidade e cromogénese.

4.5 Caracterizacado morfotintorial

As cepas repicadas com crescimento de 24 h foram submetidas ao protocolo de
coloracdo de Gram. Para observacao das suas caracteristicas celulares de forma e tipo
de parede celular apresentada e verificacdo da pureza do isolado.

4.6 Teste de resisténcia a radiagao ultravioleta (UV)

As cepas foram repicadas em tubos de ensaio contendo AN 10ppm inclinado e o
inoculo ajustado de acordo com a Escala de McFarland 0,5. Em seguida com o auxilio
de um swab estéril foram inoculadas placas de Petri contendo agar Muller-Hinton 10 ppm
(MH 10ppm). Na superficie da placa de Petri agar foi aplicado um molde vazado para
protecdo da area coberta e permitindo a incidéncia de radiagdo UV na area exposta.
Estas placas serdo expostas a radiacdo UV em diferentes periodos de tempo (5 e 15
min). Apds a exposic¢ao a radiacdo UV as placas foram incubadas a 28 °C/24 h. (SABER,
2010 adaptado).

4.7 Producéo de biossurfactantes e bioemulsificantes

A producéo de biossurfactantes foi realizada de acordo com a metodologia descrita
por Lima e Silva et al. (2010) com adaptacoes, as cepas foram repicadas em tubos de
ensaio contendo Luria Bertani - LB 10ppm e incubados a 28 °C/24 h. Apés incubacéo, o
inéculo foi transferido para tubos de ensaio contendo 10mL de Caldo Bushnell-Hass
10ppm (CN 10ppm) acrescido de 2% de querosene (v/v) previamente esterilizados por
filtracdo em membranas de 0,22 um e 2% de 6leo mineral (v/v) previamente tindalizado.
Os tubos serdo incubados a 28 °C/72 h. Apds o tempo de incubacao serdo selecionadas
para os testes de degradacao dos hidrocarbonetos somente aquelas capazes de se
desenvolverem na presenca do querosene e 6leo mineral. Apos as 72 horas de incubacéo

foi realizada a separacdao da biomassa por centrifugacdo do meio de cultura a uma
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velocidade de 3600 RPM. por 60 minutos. O sobrenadante das culturas bacterianas ou

liquido metabdlico (LM) foi separado para os testes de hidrocarbonetos.

a) Colapso da gota

O teste foi realizado segundo a metodologia descrita por Bodour e Miller-Maier
(1998). Uma aliquota de 10 pL de 6leo de motor Castrol ®5W30 e de 6leo mineral serdo
aplicados nos pocos de uma microplaca de 96 pocos seguido de descanso por 24 horas.
Em seguida, 10 pL das cepas e dos seus liquidos metabdlicos serdo dispensados (em
triplicata) nos pogos untados dos. Apds 1 minuto, o comportamento da gota em contato
com a superficie hidrofébica foi verificado. O espalhamento ou o colapso da gota quando
depositada na placa untada com Oleo sera interpretado como positivo, indicativo da

possivel reducéo da tensédo superficial, caracteristica dos biossurfactantes.

b) Indice de emulsificacao (IE)

Foi utilizada a metodologia descrita por Das, Das e Mukheryee (1998), com
modificacdes. Em tubos de 12 mm x100 mm foram adicionados 2 mL do liquido
metabolico e 2mL de 6leo mineral, nos outros tubos foram adicionados 2mL do liquido
metabolico e 2mL de querosene. Os tubos foram agitados por 2 minutos utilizando-se
agitador de tubos do tipo vortex e deixados em repouso pelo mesmo periodo. Apds o
descanso, foi medida a altura da camada emulsificada. A emulsdo foi medida apés 24
horas para determinacdo do indice de emulsificacédo (IE) utilizando-se a formula 1E(%).
Foram consideradas boas emulses aquelas que apds 24 horas de formadas
mantivessem IE maior ou igual a 40% da emulséo formada apds 0s 2 minutos de agitacéo
(BOSCH et al., 1998).

IE(%) = altura da emulsio (mm) X area da seccio transversal (mm?) 100
VT volume total (mm3)

c) Estabilidade da emulséo (ES)
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Foi acompanhado o comportamento das emulsdes através de medi¢cBes até 96
horas para determinacdo da sua estabilidade através da formula ES(%) descrita por
Fennema (1985). Foram consideradas boas emulsGes aquelas que ap6s 24 horas de
formadas mantivessem ES maior ou igual a 50% da emulséo formada apés os 2 minutos

de agitacéo.

%VEt
%VEQ

ES(%) = x 100

d) Atividade de emulsificacao

Este teste foi realizado segundo a técnica descrita por Cirigliano e Carman (1984),
com modificagdes. Em tubos de ensaio com tampa de rosca serdo adicionados 2 mL de
liquido metabdlico (LM), 2 mL de tampéao de acetato de sodio 0,1 M (pH 3) e 1mL de 6leo
mineral e também pela segunda fonte de carbono serdo adicionados. 2mL de liquido
metabolico, 2 mL de tampéao de acetato de sédio 0,1 M (pH 3) e 1 mL de querosene. Os
tubos serdo agitados por 2 minutos e permanecerdo em repouso pelo periodo de 10
minutos. Em seguida, a emulsdo formada sera lida em espectrofotbmetro com
comprimento de onda de 540 nm. O resultado sera expresso em Unidades de Atividade
de Emulsificacédo (U.A.E.).

e) Teste de Parafiim M

Este teste foi realizado segundo a técnica descrita por Kalyani et.al (2014) com
modificacdes. Foi adicionada uma gota de azul de metileno a 2 mL de liquido metabdlico.
Em seguida, 10 pL desta mistura foram retirados e colocados em um fragmento de
Parafilm-M, deixando uma gota imperturbavel sobre ele. A forma da gota foi examinada
1 minuto apos ser colocada no Parafilm-M. Se a gota mantiver sua forma, sera

considerada negativa; se a queda for plana ou "colapsar”, serd considerada positiva.
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Os seguintes niveis de resposta encontrados neste teste foram estabelecidos: (-)
ndo altera sua forma; (+) a queda cai apds 1 minuto; (++) a gota entra em colapso aos 30
segundos, (+++) a gota entra em colapso imediatamente.

f) Atividade de dispersao de Oleo

Este teste foi realizado segundo a técnica descrita por Morikawa et al. (2000).
Foram colocados 5 mL de 4gua destilada em uma placa de Petri e em seguida, 40 uL de
6leo de motor foram colocados na superficie da &agua, formando uma camada
homogénea. Imediatamente 40 mL de liquido metabdlico foram adicionados ao centro da
camada bruta. A dispersédo do 6leo na agua foi considerada uma resposta positiva,
guando uma area clara foi observada na camada de 6leo, na forma de um halo e mantida
por um minuto.

As cepas foram classificadas de acordo com o tamanho do halo formado na
camada oleosa da seguinte forma: (-) sem dispersao oleosa; (+) dispersao de 6leo com
um halo entre 0,5 cm e 0,9 cm; (++) dispersao de 6leo com um halo entre 1 cme 1,5 cm;
(+++) disperséao de 6leo com um halo entre 1,5 cm <X <2,1 cm; (++++) dispersao de 6leo

com halo entre 2,1 <X <3 cm.

4.8 Teste de antagonismo através da técnica de estrias cruzadas (Cross Streak
Plate).

Foi feito um inéculo central (estria) de cada bactéria sobre a superficie do agar
nutriente. Depois foram feitos in6culos com os outros isolados perpendiculares a primeira
estria (mantendo distancia de 1 cm da linha principal). O resultado foi observado apoés
incubacédo a 35 °C por 24 h. A atividade antagonista foi verificada através da inibicdo do

crescimento da estria central.

4.9 Consorcio bacteriano
As bactérias com resultado negativo no teste de antagonismo foram selecionadas
e formardo um consércio para realizar todos os testes de degradacao de hidrocarbonetos

do ponto 4.7.
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4.10 Tratamento Estatistico

A estatistica descritiva foi utilizada para apresentacdo dos resultados do teste da
atividade de emulsificacdo das cepas. O teste ndo paramétrico de Mann Whitney foi
aplicado para verificar se houve diferenca significativa entre os compostos hidrofébicos
testados (querosene e oleo mineral) na determinacdo do indice de emulsificacao.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Quantificacdo da carga microbiana

Os microrganismos respondem as diferentes condi¢des climéticas do solo, tais
como os niveis de temperatura, a disponibilidade de agua que existe e o fluxo de calor,
como localizacdo geografica, teor de matéria organica, umidade, pH, temperatura e tipo
de solo, que influenciam o crescimento dos mesmos no solo. (RODRIGUES et al.,2011;
e ARIFUZZAMAN et al., 2010).

Para a quantificacdo das col6nias, as placas foram retiradas e com ajuda de um
contador de colbdnias, foi realizado a contagem das col6nias que apresentavam entre 25
e 250 coldnias. Foram escolhidas para o P1 a diluicdo (-3) com 46 colénias e para P2 a
diluicdo (- 1) com 62 colbnias. A carga bacteriana total do ponto P1 foi maior que a carga

bacteriana do ponto P2 nas amostras de solo coletadas. A contagem média de bactérias

BHC do ponto P1 foi 4,6x10* UFC g-1 e no ponto P2 foi 6,2x10% UFC g-1 das respectivas

areas.

Como os resultados obtidos por Rodrigues et al. (2011) de maior carga bacteriana
do solo na Floresta Nacional de Caxiuana, Para, nas coletas que apresentaram maior
impacto de agua e radiacdo solar do que areas secas, a area de P1 que possui as

mesmas condi¢des obteve maior carga bacteriana que a area P2.

5.2 Anélise morfolégica e tintorial das colénias
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Do ponto P1 e P2 foram observadas e selecionadas 50 e 32 colbnias
(respectivamente) com caracteristicas morfologicas e tintoriais bacterianas distintas. A
descricao dessas caracteristicas encontra-se descrita na tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas morfolégicas e morfotintorial dos isolados bacterianos
oriundos do solo de manguezal no ponto de coleta P1.

Caracteristica da col6nia Caracteristica celular
S =
onto Cor Tamanho Borda Formato Parede | Formagdo
1 celular esporo
1 Creme Mediana Redonda, brilhante | Bastonete Gram S.E
e convexa positiva
2 Amarela Mediana Redonda, brilhante | Bastonete Gram S.E
e convexa positiva
3 Transparente Pequena Redonda, opaca e Bastonete Gram S.E
plana positiva
4 Rosa Pequena Redonda, brilhante | Bastonete Gram S.E
e convexa positiva
5 Branca Grande Redonda, opaca e | Bastonete Gram S.E
plana positiva
6 Rosa claro Pequena Redonda, brilhante NA S.E
e convexa
7 Branca Mediana Redonda, brilhante | Bastonete Gram S.E
e afundada positiva
8 Branca Grande Irregular, opaca e Bastonete Gram S.E
plana positiva
9 Marrom Pequena Redonda, brilhante | Bastonete Gram S.E
e plana positiva
10 Marrom Pequena Redonda, brilhante | Bastonete Gram S.E
e convexa positiva
11 Amarela Mediana Redonda, brilhante | Bastonete Gram S.E
e convexa positiva
12 Marrom Mediana Irregular, plana e Bastonete Gram S.E
brilhante positiva
13 Branca Pequena Redonda, brilhante | Bastonete Gram S.E
e convexa positiva
14 Amarela Mediana Redonda, brilhante | Bastonete Gram S.E
e convexa positiva




15 Amarela Grande Redonda, brilhante | Bastonete Gram Esporos
e convexa positiva
16 Amarela Pequena Redonda, brilhante | Bastonete Gram S.E
e convexa positiva
17 Creme Grande Redonda, brilhante | Bastonete Gram S.E
e plana positiva
18 Transparente Grande Irregular, opaca e Bastonete Gram Esporos
plana positiva
19 Amarela Mediana Redonda, espalhada | Bastonete Gram S.E
e brilhante positiva
20 Amarela Pequena Redonda, brilhante | Bastonete Gram S.E
e convexa positiva
21 Creme Mediana Redonda, brilhante | Bastonete Gram S.E
e convexa positiva
22 Rosa Pequena Redonda, brilhante | Bastonete Gram S.E
e convexa positiva
23 Rosa claro Pequena Redonda, brilhante | Bastonete Gram S.E
e convexa positiva
24 Blanca Pequena Redonda, brilhante | Bastonete Gram S.E
e convexa positiva
25 Rosa Mediana Redonda, brilhante | Bastonete Gram S.E
e convexa positiva
26 Marrom claro Mediana Redonda, regular Bastonete Gram Esporos
positiva
27 Branca Grande Redonda e irregular | Bastonete Gram S.E
positiva
28 Rosa claro Mediana Irregular e plana Bastonete Gram S.E
positiva
29 Amarelo Mediana Redonda e regular | Bastonete Gram S.E
claro positiva
30 Transparente Pequena Redonda e regular | Bastonete Gram S.E
positiva
31 Amarelo Mediana Redonda e irregular | Bastonete Gram S.E
positiva
32 Rosa Pequena Redonda e irregular | Bastonete Gram S.E

positiva
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33 Rosa Mediana Redonda e irregular | Bastonete Gram S.E
positiva

34 Branca Mediana Redonda e regular | Bastonete Gram S.E
positiva

35 Branca Grande Redonda e irregular | Bastonete Gram S.E
positiva

36 Marrom Mediana Redonda, brilhante | Bastonete Gram S.E
e regular positiva

37 Marrom Mediana Redonda, brilhante | Bastonete Gram S.E
e regular positiva

38 Amarelo Mediana Redonda e regular | Bastonete Gram S.E
claro positiva

39 Rosa claro Pequena Redonda, brilhante | Bastonete Gram S.E
e regular positiva

40 Rosa Grande Redonda e regular | Bastonete Gram S.E
positiva

41 Branca Pequena Redonda, brilhante | Bastonete Gram S.E
e regular positiva

42 Amarela Mediana Redonda e regular | Bastonete Gram S.E
positiva

43 Transparente Pequena Redonda, brilhante | Bastonete Gram S.E
e regular positiva

44 Branca claro Pequena Redonda, brilhante | Bastonete Gram S.E
e regular positiva

45 Amarelo Mediana Redondo, brilhante | Bastonete Gram S.E
claro e regular positiva

46 Branca Mediana Redonda e irregular | Bastonete Gram S.E
positiva

47 Branca Grande Irregular e opaca Bastonete Gram S.E
positiva

48 Beige claro Mediana Redonda e irregular | Bastonete Gram S.E
positiva

49 Beige claro Mediana Redonda, brilhante | Bastonete Gram Esporos

e regular positiva

50 Branca Grande Redonda e irregular | Bastonete Gram S.E
positiva

NA = nao foi possivel a visualizacdo

32



Tabela 2. Caracteristicas morfolégicas e morfotintorial dos isolados bacterianos
oriundos do solo de manguezal no ponto de coleta P2

Caracteristica da colbénia

Caracteristica celular

S =
onto Cor Tamanho Borda Formato Parede | Formacdo
2 celular esporo
1 Branca Média Redonda e | Bastonete Gram S.E
regular positiva

2 Lilas Pequena Redonda, regular | Bastonete Gram S.E
e convexa positiva

3 Lilas claro Pequena Redonda, regular | Bastonete Gram S.E
e convexa positiva

4 Lilas Pequena Redonda, regular | Bastonete Gram S.E
e convexa positiva

5 Lilas Pequena Redonda regular, | Bastonete Gram S.E
convexa e positiva
brilhante

6 Lilas Pequena Redonda regular, | Bastonete Gram S.E
convexa e positiva
brilhante

7 Branca Pequena Redonda, regular | Bastonete Gram S.E
e brilhante positiva

8 Amarelo Mediana Redonda, regular | Bastonete Gram Esporos
e convexa positiva

9 Amarelo Mediana Redonda regular, | Bastonete Gram S.E
convexa e positiva
brilhante

10 Transparente | Mediana Redonda e | Bastonete Gram S.E
irregular positiva

11 Amarelo Mediana Redonda, regular | Bastonete Gram S.E
e convexa positiva

12 Transparente | Mediana Redonda, Bastonete Gram S.E
irregular e positiva
convexa

13 Lilas Pequena Redonda regular, | Bastonete Gram S.E
convexa e positiva

brilhante
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14 Lilas Pequena Redonda regular, | Bastonete Gram S.E
convexa e positiva
brilhante

15 Branca Mediana Redonda, regular, | Bastonete Gram Esporos
centro afundado positiva

16 Branca Grande Redonda e | Bastonete Gram S.E.
irregular positiva

17 Branca Mediana Redonda, regular | Bastonete Gram Esporos
e plana positiva

18 Branca Pequena Redonda regular, | Bastonete Gram Esporos
convexa e positiva
brilhante

19 Branca Mediana Redonda, regular | Bastonete Gram S.E
e plana positiva

20 Branca Mediana Redonda e | Bastonete Gram S.E
irregular positiva

21 Transparente | Mediana Redonda, Bastonete Gram S.E
irregular e positiva
brilhante

22 Branca Pequena Redonda, regular | Bastonete Gram Esporos
e convexa positiva

23 Branca Grande Redonda, Bastonete Esporos
irregular e plana

24 Branca Pequena Redonda regular, | Bastonete Gram Esporos
convexa e positiva
brilhante

25 Branca Mediana Redonda, regular | Bastonete Gram S.E
e plana positiva

26 Branca Mediana Redonda, regular | Bastonete Gram S.E
e plana positiva

27 Amarelo Mediana Redonda, Bastonete Gram S.E

claro irregular e plana positiva

28 Transparente | Pequena Redonda e | Bastonete Gram S.E
irregular positiva

29 Transparente | Pequena Redonda, regular | Bastonete Gram S.E
e plana positiva

30 Lilas Pequena Redonda, regular | Bastonete Gram S.E

e convexa

positiva
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31 Transparente | Mediana Redonda e | Bastonete Gram Esporos
regular positiva

32 Branca Grande Redonda, Bastonete Gram S.E.
irregular e plana positiva

S.E. = sem esporos

Bactérias gram-positivas encontradas principalmente em solos tém a capacidade
de crescer em condi¢des extremas, como as encontradas no solo semiarido do nordeste
brasileiro foram (ARAUJO et al., 2015). As bactérias do ponto P1 e do ponto P2 (figura
3) foram coradas por coloracdo de Gram, fotografadas e identificadas em sua totalidade
como bastonetes Gram-positivos de acordo com a coloracéo tintorial da parede celular.

SILVA et al. (2016) no solo de Caatinga identificaram 13 cepas como bactérias
Gram positivas das 17 cepas totais que foram coletadas no solo de Caatinga, em
Fortaleza, no Ceara. Enquanto que CATTER et al., (2007) encontraram na coleta de solo
nos manguezais do Rio Coco e do Riacho das Guaribas, CE uma presenca majoritaria

de bactérias Gram-negativas e identificadas como actinobactérias.

Figura 5. Estruturas das bactérias observadas em microscépio de lente de imerséao.
Apos a Coloracao de Gram

A: Bastonetes Gram Positvos do P1. B: Bastonetes Gram Positivos do P2.
Observou-se também que as coldnias do P1 possuem maior variedade de cores
gue as do P2, predominantemente as brancas em ambos o0s pontos com 26% e 44%,

respectivamente (Figura 6 e Figura 7).



Figura 6. llustracdo da pigmentacao bacteriana a partir do crescimento 4gar PCA
inclinado.

Figura 7. Porcentagem das cromogéneses das cepas dos pontos P1 e P2
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CROMOGENESE DAS CEPAS DO P2

Transparente
19%

Branca
44%

Amarela
12%

LiIasJ
25%

5.3 Teste de resisténcia UV

As cepas bacterianas foram expostas a radiacdo UV, durante um tempo de 5 e 15
minutos respectivamente. Ap6s o decorrer do tempo, observou-se crescimento e
resisténcia a luz ultravioleta na cabina de seguranca. (Figura 8 e Figura 9).

Figura 8. Resistencia das bactérias de P1 expostas a radiacdo UV durante 5 e 15 min
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Nivel de resisténcia na area exposta a UV: 1= amplio crescimento; 2=mediano crescimento;
3=pouco crescimento; 4=sem crescimento.
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Em comparagdo com SILVA et al. 2016, das 23 cepas do P1 expostas a radiacao
UV, 21 cepas (91,3%) resistiram e 2 cepas (8,7%) néo resistiram 0os 5 minutos. Entre as
cepas que resistiram,1 (4,4%) apresentou ampla resisténcia mostrando maior
crescimento na area exposta da placa, 9 (39,1%) apresentaram crescimento moderado,
11 (47,8%) apresentaram pouco crescimento. Para os 15 minutos, 15 cepas (65,5%)
resistiram, 1 (4,5%) apresentou ampla resisténcia, 1 (4,5%) apresentou crescimento
moderado, 13 (56,5%) apresentaram pouco crescimento e 8 cepas (34,5%) nao
apresentaram crescimento.

Figura 9. Resistencia das bactérias de P2 expostas a radiacdo UV durante 5 e 15 min.
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=
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Nivel de resisténcia na area exposta a UV: 1= amplio crescimento; 2=mediano crescimento;
3=pouco crescimento; 4=sem crescimento.

Do mesmo modo das 24 cepas do ponto P2 expostas, 12 cepas (50%) resistiram
a radiacdo UV por 5 minutos, das quais 4 (16,7%) apresentaram amplo crescimento, 3
(12,5%) apresentaram mediano crescimento, 5 (20,8%) apresentaram pouco crescimento
e 12 cepas (50%) nao resistiram a radiacdo UV Para o tempo de 15 minutos 10 cepas
(41,7%) deram resultados positivos, 2 (8,35%) com amplio crescimento, 2 (8,35%)
crescimento moderado, 6(25%) pouco crescimento e 14 cepas (58,3%) néao
apresentaram crescimento.
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As cepas dos pontos P1 e P2 que tiveram melhor resisténcia durante os 15 minutos
a radiagcdo UV foram selecionadas para os testes de hidrocarbonetos.Tabela 3.
Tabela 3. Crescimento das cepas escolhidas

CEPA 5 min 15 min
P1-9 e +
P1-12 +++ +++
P1-17 ++ +
P1-21 ++ +
P2-17 +++ +++
P2 -23 +++ +++
P2 -24 ++ +
P2-31 ++ +

Crescimento: (+++) = amplio crescimento microbiano; (++) = mediano crescimento microbiano;
(+) = pouco crescimento microbiano; (-) = sem crescimento microbiano

Segundo SILVA (2016) as cepas que apresentam caracteristicas esporogénicas
como as cepas P2-17 e P2-23 que apresentaram amplo crescimento microbiano a
exposicdo a radiacao ultravioleta até 15 minutos, sdo mais resistentes a exposicdo solar,
0 que pode sugerir o resultado.

Quando um microrganismo € exposto a radiacdo ultravioleta, o aparelho
fotossintético € imediatamente protegido dos danos que podem ser causados pelo

estresse oxidativo por pigmentos que funcionam como fotoprotetor (MELLO et al.,2011).

Figura 10. Resultados do teste de exposicao a radiacdo ultravioleta das cepas P2-17 e
pP2-23.

A: Exposicéo a 5 e 15 min cepa P2-23. B: Exposicdo a 5 e 15 min P2-17



5.4 Producéao de biossurfactantes e bioemulsificantes

a) Teste de colapso da gota
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Foram testadas 19 cepas do ponto Pl e 14 cepas do ponto P2 no meio

acrescentado com querosene e 6leo mineral como fontes de carbono, os resultados do

teste estdo apresentados na Figura 11.

Figura 11. Colapso da gota do liquido metabdlico das bactérias de P1 e P2 em

guerosene e 6leo mineral.
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Das 19 cepas testadas do ponto P1 e 14 cepas do P2 com querosene como fonte

de carbono e antes da centrifugacéo,1(5%) cepa do P1 e 1(8%) cepa do P2 apresentaram

forte atividade, 3(16%) cepas do P1 e 3(21%) cepas do P2 apresentaram mediana

atividade, 4(21%) cepas do P1 e 3(21%) cepas do P2 apresentaram fraca atividade e

11(58%) cepas do P1 e 7(50%) cepas do P2 ndo apresentaram nenhuma atividade. Um

42% das cepas do P1 e a metade (50%) do P2 deram resultados positivos para o colapso

da gota.
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Depois da centrifugacao foi separado o liquido metabdlico (LM) e realizado o teste
dando os seguintes resultados, 2(10%) cepas do P1 e 1(7%) cepa do P2 mostraram forte
atividade, 3(16%) cepas do P1 e 2(14%) cepas do P2 mostraram mediana atividade,
3(16%) cepas do P1 e 6(43%) do P2 mostraram fraca atividade e 11(58%) cepas do P1
e 5(36%) cepas do P2 ndo mostraram nenhuma atividade. Com o liquido metabdlico, 8
(42%) cepas de P1 e 9 (64%) de P2 apresentaram resultados positivos, mostrando um
aumento de 14% no resultado positivo em P2. Ferreira et. al. (2017) isolaram 22 cepas
bacterianas, dessas 10 cepas e 11 com liquido metabdlico apresentaram resultado
positivo no teste de colapso da gota com querosene como fonte de carbono.

Enquanto para o 6leo mineral como fonte de carbono para o ponto P1 e P2 antes
da centrifugacéo 4(21%) cepas do P1 apresentaram forte atividade, 3(16%) cepas do P1
e 3(22%) do P2 apresentaram moderada atividade, 4(21%) cepas do P1 e 2(14%) do P2
apresentaram fraca atividade e 8(42%) cepas do P1 e 9(64%) do P2 n&o apresentaram
nenhuma atividade. Com o liquido metabdlico, 1(5%) cepas do P1 apresentou moderada
atividade, 2(11%) cepas do P1 e 1(7%) cepa do P2 apresentaram fraca atividade,

16(84%) do P1 e 13(93%) ndo apresentaram nenhuma atividade.

As cepas do P1 apresentam melhores resultados com o 6leo mineral como fonte
de carbono antes da centrifugacédo e melhores resultados com o querosene como fonte
de carbono depois da centrifugacdo. As cepas do P2 apresentam melhores resultados

com o querosene como fonte de carbono antes e depois da centrifugacao.

As cepas P1-12 e P2-23 apresentaram forte atividade antes da centrifugacao e
nenhuma atividade do liquido metabdlico depois da centrifuga. P1-9 e P1-31
apresentaram forte e moderada atividade com o liquido metabdlico depois da centrifuga.
A cepa P2-17 apresentou forte atividade antes e depois da centrifugacéo e as cepas P1-
20, P1-27, P2-22, P2-28 e P2-32 apresentaram resultado negativo antes e depois da
centrifugacéo nos dos meios. Segundo Satpute et al. (2010), os biossurfactantes podem
permanecer aderidos as células das bactérias produtoras ou podem ser excretados no

meio de cultivo.
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b) indice de Emulsificacdo

Os resultados referentes a determinacdo do indice de Emulsificacio para os
pontos P1 e P2 estdo expressos nas figuras 12 e 13.

Figura 12. . indice de emulsificacio das cepas do ponto P1 com querosene e 6leo
mineral.
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indice de emulsificacdo foi determinado para todos os liquidos metabdlicos
extraidos dos pontos P1 e P2. No ponto P1, 6(32%) cepas com querosene apresentaram

resultados acima do 40%, com maximo valor de 66% da cepa P1-12 e 8(42%) acrescidos
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0leo mineral apresentaram resultados, com maximo valor de 65% da cepa P1-17 valor

semelhante ao produzido pelo surfactante Tween 80(67%).

Para o ponto P2, 1(7%) cepa com querosene apresentou resultado acima do 40%,
com o valor de 45% da cepa P2-25 e 4(29%) cepas com Oleo mineral apresentaram
indices maiores ao 40%, com maximo resultado de 71% da cepa P2-31 depois das 24

horas.

Em relagdo ao teste estatistico realizado, como o valor p foi 0,033, pode-se afirmar
gue nao houve diferenca significativa entre o querosene e o 6leo mineral utilizados como
compostos hidrofébicos nas cepas do ponto P1, para as cepas do ponto P2 o valor de p
foi 2,34 afirmando que houve diferenca significativa entre o querosene e o 6leo mineral
na determinacéo do indice de emulsificacao.

Com os testes do Colapso da gota e indice de emulsificagdo foram escolhidas as
cepas que apresentaram os melhores resultados para realizar os testes de atividade de

emulsificacao, estabilidade de emulsificacao, Parafilm M e Dispersao do 6leo.
c) Atividade de Emulsificacao e Estabilidade de Emulsificacdo

Foram escolhidas 4 cepas de cada ponto P1 e P2 as quais apresentaram os melhores
resultados, e utilizadas para atividade e estabilidade de emulsificacdo, os resultados

estdo na Tabela 4.

Tabela 4. Resultados da atividade e estabilidade de emulsificacéo

s Querosene oM Querosene oM
P19 ND 0,38 + 0,06 0 64 23
- P112 ND 2,76 £ 0,01 0 92 38
- P117 ND 0 0,76 £ 0,05 40 79
- P121 ND 0 0,11 +0,04 35 59
[ P2:17  Bacillus sp. 0 0 38 32
[P2:23 | Bacillus sp. 0 0 44 42
[ P2:24 | Bacillus sp. 0 0,61 + 0,04 SIE 57
[P2:31 | Bacillus sp. 0 1,78 £ 0,02 33 92
~ Tween 80 2.80 2.20 £0.35 78 88
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ND = nao definido

Os liquidos metabdlicos produzidos com querosene que apresentaram melhor
estabilidade de emulsificacdo foram P1-12 e P1-9, com valores maiores de 92% e 64%,
e para os que foram produzidos com éleo mineral foram Bacillus sp. P2-31, Bacillus sp.
P2-24, P1-17 e P1-21, com valores maiores de 92% e 79%. Segundo Willumsen e
Karlson (1997), emulsbes sao consideradas estaveis quando conseguem manter mais
de 50% da emulsao original ap6s 24 horas de formadas.

Figura 14. Estabilidade de Emulsificacdo do P1 e P2 até 96 horas com querosene
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Figura 15. . Estabilidade de Emulsificacdo do P1 e P2 até 96 horas com 6leo mineral
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Das oito cepas escolhidas, o liquido metabdlico com querosene P1;12 apresentou
valor acima de 2,0 unidade de atividade emulsificante e Bacillus sp. P2-31 apresentou
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valor acima da 1,0 unidade de atividade emulsificante (U.A.E.) e foram capazes de
produzir emulsfes de qualidade e com alta estabilidade de emulsificacdo. Os liquidos
metabdlicos das cepas P1-12, P1-17 e P2-31 apresentaram liquido metabdlico com bons
desempenhos nos testes do indice e estabilidade de emulsificacdo, porém nao
apresentaram atividade no teste do colapso da gota. Possivelmente, os biossurfactantes
produzidos por essas cepas possuem alta massa molecular, tipico dos bioemulsificantes
(PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011).

As cepas P2-17 e P2-23 apresentaram forte atividade no teste de colapso da gota,
mas nao apresentaram atividade emulsificante, de acordo com Bezerra (2012) os
compostos produzidos por microrganismos podem atuar reduzindo a tensdo superficial
na interface ar-agua, por tanto provavelmente estas cepas possuem propriedades

tensoactivas, caracteristica dos biossurfactantes.
d) Teste de Parafilm M e disperséo de 6leo

Tabela 5. Resultados de teste Parafilm M, CDG e disperséo de 6leo

Parafilim M Dispersao de oleo Colapso da gota

Querosene oM Querosene oM Querosene oM
P1-9 - - + + -+ + ---
P1-12 - - - + oo s==
P1-17 + - + - ++- ---
P1-21 - S - - --- +--
P2-17 +++ - ++ ++ +++ ---
P2-23 = + ++ + --+ s==
P2-24 - - ++ - +-- ---
P2-31 + = T+ - +-+ ---

Parafilm M: (-) ndo altera sua forma; (+) a queda cai apds 1 minuto; (++) a gota entra em colapso
aos 30 segundos, (+++) a gota entra em colapso imediatamente. Teste de dispersao de 6leo: (-)
sem disperséao oleosa; (+) disperséo de 6leo com um halo entre 0,5 cm e 0,9 cm; (++) dispersao
de 6leo com um halo entre 1 cm e 1,5 cm; (+++) dispersdo de 6leo com um halo entre 1,5 cm <X
<2,1 cm; (++++) dispersao de 6leo com halo entre 2,1 <X <3 cm.

O teste do parafilm M apresentou 3 (37,5%) cepas com resultado positivo, 4(50%)
das cepas apresentam forte atividade do colapso da gota, e 3(37,5%) cepas apresentam

bons resultados na disperséo de 6leo com o querosene como fonte de carbono, como os
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resultados séo similares o querosene parece ser uma fonte eficiente na producéo de

biossurfactantes e bioemulsificantes.

Com o 6leo mineral como fonte se obtiveram resultados negativos nos testes do
colapso da gota e Parafiim M, com alguma atividade na dispersdo de 6éleo, o que
demostra a presencia de moléculas como agentes emulsificantes (RON e ROSENBERG,
1985). O resultado da dispersdo de 6leo tem uma tendéncia similar & os resultados do
colapso da gota, de acordo com Youssef e col., (2004) existe uma alta correlacdo entre
estes testes e indicam a presenca de cepas medianamente produtoras de

biossurfactantes.

Figura 16. Teste de Parafiim M

A: Experimento com resultado positivo; B: experimento com resultado negativo

5.5 Teste de Antagonismo

No teste de antagonismo uma bactéria deve inibir o crescimento de outra, neste trabalho
se deseja o resultado contrario, se apresentaram como positivos aqueles que deixaram

crescer ou se aproximar as bactérias. Tabela 6.

Tabela 6. Resultados do teste de antagonismo

Cepas

Centrais P19 P1-12 P1-17 P1-21 P2-17 P2-23 P2-24 P2-31

P1-9 X - - - - - - -

P1-12 - X - - - - - -
P1-17 - - X - - - - -
P1-21 - - - X - - - -
pP2-17 - - - - X - - -
P2-23 - - - - - X - -
P2-24 - - - + - - X -
P2-31 = - + - - o + X

X: cepas centrais
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Das cepas centrais 6 apresentaram antagonismo com as outras devido ao poder de
inibicdo das bactérias e 2 cepas P2-24 com P1-21 e P2-31 com P1-17 e P2-24
permitiram um crescimento perto delas, enquanto elas ndo se misturam, mas com ficam
crescentes juntas. Foram utilizadas para repetir todos os testes de producdo de

biossurfactantes e bioemulsificantes.

Figura 17. Teste de Antagonismo das cepas

Resultados do teste de antagonismo cepas P1-9, P1-12, P1-17, P1-21, P2-17. P2-23, P2-24, P2-32.

5.6 Producao de Biossurfactantes e Bioemulsificantes no consorcio
Os resultados dos testes estdo apresentados na tabela 7 e 8

Tabela 7. Resultados dos consoércios nos testes de indice, estabilidade e atividade de
emulsificacdo

Consorcio Indice de Estabilidade (%) Atividade (U.A.E)
Emulsificagéo
Querosene Oleo Querosene Oleo Querosene Oleo
Mineral Mineral Mineral
P2-24;P1- 37 51 57 76 0,06 1,36
21
P2-31;P2- 40 42 65 67 0,032 1,26
24
P2-31;P1- 36 31 92 84 0 0
17
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Tabela 8. Resultado dos consoércios nos testes de CDG, Parafiim M e dispersao de

oleo.
Consorcio Colapso da Gota Parafilm M Disperséo de Oleo
Querosene oM Querosene Oleo Querosene | Oleo
AC| DC AC | DC Mineral Mineral
P2-24;P1-21 | - -4+ | --- -+ | -++ + + + ++
P2-31;P2-24 | -++| -++ -—e] --- +++ 5 + +
P2-31;P1-17 | -t | ++- R R - - + +

O consorcio com as cepas P2-24; P1-21 e P2-31; P2-24 apresentaram melhores
resultados em comparacéo aos resultados obtidos pelas bactérias separadamente, no
indice de emulsificagéo, na estabilidade do emulsificante e na atividade de emulsificagao
com 6leo mineral como fonte de carbono e manteve resultados semelhantes ou menores
com o querosene como fonte de carbono. O consorcio P2-31, P2-24 apresentou melhor
estabilidade de emulsificacdo e resposta positiva no teste de Parafilm M. Enquanto os
resultados no colapso da gota e dispersdao do Oleo permaneceram 0S mMesmos Ou O
aumento foi minimo nas duas fontes de carbono. Segundo Techer (2011), muitas vezes
um danico microrganismo nao tem a capacidade de degradar completamente um
hidrocarboneto, produzindo metabdlitos secundarios, dentro de um consorcio, esses
metabolitos sédo transformados em metabdlitos mais simples por outra espécie

melhorando a atividade biossurfactante e emulsificante.

O consorcio P2-31; P1-17 apresentou resultados negativos e ndo e nao conseguiu
melhorar os resultados obtidos pelas bactérias, possivelmente um consorcio preparado
em laboratdério, o inconveniente é que elas coexistem harmoniosamente e que ambas as

bactérias estdo competindo pelo substrato e pelo espaco. (TIRADO, 2015).
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. CONCLUSOES

Foi possivel o isolamento e verificagdo de atividade biossurfactante e

bioemulsificante das cepas do solo de mangue.

As oito cepas selecionadas, P1-9, P1-12, P1-17, P1-21, P2-17, P2-23, P2-24 e P2-
31 apresentaram caracteristicas de biossurfactantes e bioemulsificantes nos

diferentes testes.

Nem todas as cepas apresentaram comportamento de biossurfactante, além que
as cepas que apresentaram comportamento emulsificante apresentaram alguma

atividade biossurfactante.

A cepa Bacillus P2-17 apresentou bons resultados como biossurfactante em
presenca do querosene e alta resisténcia a radiacéo ultravioleta. A cepa Bacillus
sp. P2-31 apresentou boa atividade emulsificante e boa estabilidade em presenca

do 6leo mineral

Os consorcios melhoraram os resultados de trés cepas aumentando a atividade

biossurfactante.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Com os resultados encontrados neste trabalho pode-se sugerir a realizacdo de
estudos complementares para comprovar outras atividades das cepas e seus liquidos
metabolitos, como teste de toxicidade, realizar o teste antimicrobiano e o teste de

atividade hemolitica.
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