UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE ENGENHARIA DE ALIMENTOS
DEPARTAMENTO DE CIENCIA DE ALIMENTOS

Degradacao de Compostos Aromaticos por
Microrganismos Halofilicos e Aplicacao
destes na Biorremediacao da Agua de
Producao de Petroéleo

Maricy Raquel Lindenbah Bonfa

Orientadora: Profa. Dra. Lucia Regina Durrant

Tese apresentada a Faculdade de
Engenharia de Alimentos da
Universidade Estadual de Campinas,
para a obtencio de Titulo de Doutor em
Ciéncias de Alimentos.

Campinas, Janeiro de 2009.



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DA FEA — UNICAMP

Bonfa, Maricy Raquel Lindenbah

B641d Degradacdo de compostos aromdticos por microrganismos
halofilicos e aplicagdo destes na biorremediacdo de dgua de produgado
de petréleo / Maricy Raquel Lindenbah Bonf4. -- Campinas, SP: [s.n.],
20009.

Orientador: Lucia Regina Durrant
Tese (doutorado) - Universidade Estadual de Campinas.Faculdade
de Engenharia de Alimentos

1. Biorremediagdo. 2. Biodegradacdo. 3. Bactérias halofilicas.
4. PAHs. 1. Durrant, Lucia Regina. II. Universidade Estadual de
Campinas.Faculdade de Engenharia de Alimentos. III. Titulo.

(cars/fea)

Titulo em inglés: Degradation of aromatic compounds by halophilic microorganisms and their
application in bioremediation of water production oil
Palavras-chave em inglés (Keywords): Bioremediation, Biodegradation, Halophilic bacteria,
HPAs
Titulacdo: Doutor em Ciéncia de Alimentos
Banca examinadora: Lucia Regina Durrant
Mircia Luzia Rizzatto
Fabiana Fantinatti Garboggini
Marta Cristina Teixeira Duarte
Andréa Roberta Clemente
Programa de P6s Graduacao: Programa em Ciéncia de Alimentos



BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Lucia Regina Durrant
(Orientadora)

Profa. Dra. Marcia Luzia Rizzatto
(Membro)

Profa. Dra. Marta Cristina Teixeira Duarte
(Membro)

Profa. Dra. Fabiana Fantinatti Gaborggini
(Membro)

Andréa Roberta Clemente
(Membro)

Profa. Dra. Eleni Gomes
(Suplente)

Profa. Dra. Rose Marry Aradjo Gondim Tomaz
(Suplente)

Profa. Dra. Marcia Freire dos Reis
(Suplente)






Aos meus pais pelo apoio e
incentivo em todos os
momentos,

DEDICO



Vi



“Agradecimento. S.m. 1. Ato ou efeito de agradecer. 2. Gratiddo, reconhecimento. 3.
Palavras ou fatos com que a gratidao se manifesta.”

Aurélio Buarque de Holanda Ferreira

“...agradecimento(s)
Pagina opcional na qual o autor agradece aqueles que realmente contribuiram de maneira
relevante para elaboracado do trabalho.”

Normas para Elaboracdo de Dissertacoes e Teses 3* Edicao

Agradecimentos

Agradeco primeiramente a Deus que me deu a vida e a possibilidade de escolher
quais caminhos percorrer.

Aos meus pais Sonia e César que me educaram e me deram suporte para que tudo
que sou fosse possivel acreditaram em mim e sempre me confortaram com suas
palavras.

Ao meu irmdo em quem muitas vezes me espelhei.

Aos meus queridos avos que sempre acreditaram em meu potencial e a minha
familia, tios, primos e primas.

A Profa. Dra. Lucia Regina Durrant que antes mesmo de me conhecer confiou a
mim este tdo sonhado trabalho e me auxiliou durante o desenvolvimento desta tese,
me abriu caminhos e teve um papel muito importante em minha formagao
profissional e pessoal.

Agradeco também a Profa. Dra. Eleni Gomes a quem também devo minha
experiéncia em pesquisa, incentivo em seguir pelos caminhos cientificos e em quem
me espelho como profissional.

A Profa. Dra. Fabiana Fantinatti Gaborggini que me auxiliou em experimentos e
também na versao final desta tese.

A banca examinadora Profa. Dra. Mércia Luzia Rizzatto, Profa. Dra. Marta Cristina
Teixeira Duarte, Profa. Dra. Andrea Roberta Clemente, Profa. Dra. Marcia Freire
dos Reys, Profa. Dra. Rose Mary Gondim Tomaz, que me auxiliaram muito nas
corregdes enriquecendo este trabalho.

A FAPESP e a CAPES pelo apoio financeiro e 8 UNICAMP pela excelente educagao
publica e de qualidade.

A Profa. Dra. Sara Cuadros Orellana que além da amizade me ajudou desde o
principio deste trabalho e foi companheira nas horas dificeis que passei em meu
estagio na Espanha.

vii



Ao Prof. Dr. Antonio Ventosa que me aceitou de bracos abertos na Universidade de
Sevilha (Espanha) em um dos momentos mais dificeis do meu doutorado, que me
ensinou como ser um pesquisador exemplar e uma pessoa maravilhosa ao mesmo
tempo.

A Profa. Encarnacién Mellado que me orientou na Universidade de Sevilha e me
ensinou quase tudo o que sei sobre biologia molecular.

Ao engenheiro quimico da Petrobras Mauricio Grimaldi e também a Petrobras pelas
amostras de dgua de producdo de petroleo fornecidas.

Ao Prof. Dr. Francisco Eduardo Rodriguéz Valera pela orientagdo na Universidade
de Alicante, Espanha.

As minhas queridas amigas Renata, Giovanna, Primacy, Flavia, Livia, Francine,
Veronica, Luciana e Aynara que tiveram muita paciéncia em meus momentos de
estresse.

Aos meus queridos amigos de graduacao Luciane, Renato, Gustavo e Vitor, que
mesmo distante sempre estiveram em meu pensamento.

Aos amigos do Laboratério de Sistematica e Fisiologia Microbiana, Isis, Cristiano,
Andréia, Kethlen, Eli, Fabio, Eder, Beto, Cristina e Fernanda.

Aos meus amigos do curso de Especializacdo em Engenharia Ambiental da FEQ,
Camille, Otéavio e Rafa que tornaram as drduas aulas de sdbado muito mais
divertidas.

Aos meus amigos do Laboratério de Hal6filos da Universidade de Sevilha,
Lourdes, Rafa, Cristina Fernandez, Cristina Sanchez, Mercedes, Javi, Montse, Inma,
Sara e Virginia.

Aos meus companheiros e amigos de trabalho da Tetra Pak Daniela, Fernanda,
Tiaro, Ana, Sérgio, Seba, Marcio e Luiz. Aos amigos Denise, Ronaldo, Roberto,
Fernando, Miltinho e Tiago que alegraram minhas poucas horas livres durante a
escrita desta tese.

Enfim a todos que eu possa ter esquecido de mencionar e que de alguma forma
fizeram parte deste trabalho e da minha vida.

viil



“Ha mais pessoas que desistem do
que pessoas que fracassam.”

Henry Ford

“Embora ninguém possa voltar
atras e fazer um novo comeco....
todos podem comecar agora e
escrever um novo final.”

Francisco Candido Xavier

“No llores porque ya se
terming... sonrie, porque
sucedid.”

Gabriel Garcia Marquez






Indice Geral

INICE GEIAl 1uvvrrversrrsssresssressssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssasessssssssssssssssssessssssssssssesssasessssssssssans Xi
INGICE T FIGUIAS. ... enee s Xiv
INGICE (E LADBIAS.............eeveeeee e XVi
ADFEVIAGOES .....covececcrssrrsesissnss s ss st s s s st s s s s s s s s e sas s s s s s e ss s e s sssnan s s s s s s sesssannanssssnansessnananas xvii
REOSUMO..............ooeeee ettt ettt e b st st b s e st s ettt e s e st s e et bene e 19
ADSEIACE ...ttt bbbttt nene 21
1 INEFOAUGAOD ... e ettt bbbttt 23
2 ReVISA0 BIDIIOGIAfiCa .............cccureeiiiieeieieieece ettt 25
2.1 MicrorganiSmOS RAIOFIICOS. ..........cccveviviviiiieieieee e 25
2.2 Bactérias HalofiliCaS ..........ccvviiiiiissi et 25
2.3 ATQUEIBS........oveeieiieteeietetetee ettt ettt et ettt et e et et et et et e ettt et e e st e s s s aens 27
2.4 ArqUEIAS NAIOFIIICAS...........ceeeeeeeeeeeeieeee et 28
2.5 Ambientes extremos: NIPErSalNOS .........cccovviririririeee et 30
2.6 Potencial de aplica¢do na industria bioteCnolOgICa. .........ocovovevevreeeeeeieeee e 33
2.7 Hidrocarbonatos aromaticos POlICICIICOS.........c.eururrrreeriiieeseeeese e 34
2.8 Ocorréncia de compostos aromaticos em ambientes hipersalinos.............ocovvvverrssssccrnns 35
2.9 Metabolismo de compostoS arOMALICOS..........c.cvvvevrviieieieiieceeicee et 36
2.9.1  BiOSSUMACIANTES ......vveecccee ettt 36
2.9.2 Mecanismo de clivagem de anéis por diOXIENASES ..........cceverrrreiriiriririsisisisisssisseseeis e sissinieas 37
210  Biodegradag@o de composto arOMALICOS. ..........cvevevrvrverereieirieieeeeeeesesesis sttt 40
211 Biorremediacao de agua de produgao de Petrolen...........ccoerrerrerereireeeeees e 42
212 Estudos moleculares de degradagé@o de compostos aromaticos por microrganismos

0F= 11 oo S 44
2.13  Referéncias BiblIOGrAfiCas .............ccouiiviiiiiiiiieiiieiesss ettt 46
3 ODBJEEIVOS ...ttt ettt ettt 95
3.1 ODBJOHVO GEIAL.........eeeeeeeeee ettt ettt 55
3.2 ObJELIVOS ESPECITICOS .......ecveveeereieriiitieet sttt ettt e s s st n e 55
4 Degradacgéao de compostos aromaticos por haloarquéias ...................c.ccoocovveernneieeennnnn. 57
4.1 INEFOGUGEO ...ttt ettt bbb s s e s e e e e e 57
4.2 Material @ MEOAOIOGIA. ............cvveieeeeeeieee ettt 58
4.2.1  Linhagens UtIIZAGAS ..............ccccoueueveeeieeeeeeeeeeee ettt 58
4.2.2  Condigdes de CUItIVO € PrESEIVAGED ...........coceueeeiiiiiiiestitstst sttt 29
4.2.3  Enriquecimento para isolamento de linhagens de haloarquéias de salinas brasileiras................... 59
4,24 MICIOSCOPIA. ........ccveveeerieeeresiete ettt sttt sttt b e st b et e b et ese st e se st ese st ese et e s et e s ebe s ebe s eresenens 60
4.2.5 Crescimento das linhagens em compostos monoaromaticos com adi¢cdo de extrato de
JEVEAUIA..........oeeee ettt e ettt ettt n e e e 61

Xi



4.2.6  Crescimento das linhagens em compostos monoaromaticos como unica fonte de carbono.......... 62

4.2.7 Degradagdo de compostosS MONOArOMALICOS.............cccceueeirireeiiiisieee et 63
4.2.8 Crescimento das linhagens de haloarquéias em hidrocarbonetos aromaticos policiclicos com

adICE0 dE X0 (B IQVEUUIA. .............oceeeeeeee ettt nes 64
4.2.9 Crescimento das linhagens de haloarquéias em hidrocarbonetos aromaticos policiclicos como

UNICA TONEE 08 CAIDONO ...ttt ettt s s en e 64
4.2.10 Degradagéo de hidrocarbonetos aromaticos POlICICIICOS .............coorrrereerrreeeceeeeeeeeens 65
4.2.11 Identificagdo das linhagens de haloarqueias ................cccoeeeveeieieseseee s 66
4. 211 TEXIrACE0 0 DINA ...ttt n s 66
4.2.11.2Eletroforese de DNA €m GEIS A GQAIOSE............ccvueveueveeereieieeieieieeieeeeee s, 68
4.2.11.3Amplificagdo do Gene que codifica o fragmento 16S do RNAr nas linhagens estudadas .............. 68
4.2.11.4Sequenciamento do Produto de PCR ... 69
4.2.11.5Comparagéo das sequéncias de DNA com 0 banco de dados.............cccccevevevervineiiissiesieieenae, 69
4.2.11.6Construgdo das arvores fllOgeNELICAS .............cceeeririreriieiieeeeess s 69
4.2.12 Amplificagdo dos genes de catabolicos em haloarquéias por PCR............cccoovonnnnnnsnnnene, 69
4.3 RESUNAA0S € QISCUSSEO0 .........veveeieieisieeeieie sttt 71
4.3.1  Enriquecimento para isolamento de linhagens de haloarquéias de salinas brasileiras................... 71
4.3.2 Crescimento das linhagens de haloarquéias em compostos monoaromaticos com adi¢éo ou

NGO e EXIrAt0 dE IEVEAUIA ...ttt 72
4.3.2 Degradagdo de acidoS MONOAIOMALICOS............ceuvurururererieieieeeieieieie e eeaeens 74
4.3.4 Crescimento das linhagens de haloarquéias em compostos aromaticos policiclicos com

adicd0 oU NGO de EXErato A IEVEAUIA. .............ccueueeeeeeeeee ettt 78
4.3.5 Degradagéo de hidrocarbonetos aromaticos POlICICIICOS .............ccceevveeeeeveiseiiicseee e 81
4.3.6 Identificagdo através da amplificagdo do fragmento 16S do RNAr das linhagens de

RAIOBIQUEIAS ...ttt 86
4.3.7  Amplificagdo dos genes de dioxigenases das haloarquéias por PCR .............ccccoovvevevviievcnennnnn. 90
4.4 CONCIUSBES ...ttt sttt 93
4.5 Referéncias BIDIOGIATICAS ...........ceeueueueeieieieieeieeee ettt enes 95
5 Degradacao de fenol por bactérias halofilicas......................cccccooovvnnienesniieceeesee, 101
5.1 INEFOAUGEO. ..ottt b bbb s e e e e e e 101
5.2 Material € MELOUOIOGIA. ...........ccvueriiiiiieeie et 102
8.2.1  LiNhAGENS ULIIZAUAS .........ceeueeeeieieieieee ettt 102
5.2.2  Condig6es de CUtIVO € PrESEIVAGED ............cccveveveiiieieieieieieie ettt 102
5.2.3 Isolamento de microrganismos de outros ambientes Salinos................cccccvveeeiveseeieniseessenans 103
5.2.4  Isolamento de microrganismos halofilicos presentes em agua de produgéo de petroleo.............. 103
5.2.5 Identificagdo das linhagens de bactérias halofilicas iSoladas ...............ccovvvevievvisiessseee, 104
5.2.6  Crescimento de bactérias halofilicas em fENOL..............ccceeeererrrieeeeeeeeee e, 104
5.2.7  Degradacéo de fenol por bactérias halofiliCas ..............c.cccceueeeeeeeeieieiicseeee s, 105
5.2.8  Produgéo de biossurfactantes por bactérias halofilicas...............c.ccceveveeeeeririieniiiissiieesee e, 105
5.2.4  Identificagdo das linhagens de bactérias halofiliCas ..., 106
5.2.5 Amplificagdo de genes catabolicos em bactérias halofilicas.............c.ccvvvvvvivivviiiisiiesieesenae, 106
5.2.5.1 Clonagem de fragmentos de PCR ...t 106
5.3 RESUIHAN0S € QISCUSSEQ .........coeeeeeeeeeeieeieie ettt se e 107
5.3.1  Isolamento de microrganismos de outros ambientes Salinos............c.ccccevvevvvirveeiiiesiesisieeene, 107
5.3.2 Identificagdo das bactérias halofilicas iSOIAdaS................c.ccereeeereeeeeieeee e, 107
5.3.3  Crescimento de bactérias halofilicas em feNol.............c.cirrniinesee e 109

Xii



5.3.4  Degradagéo de fenol por bactérias halofiliCas ..............ccceeeereeeeeeeeeeeee e, 111

5.3.5  Produgéo de biossurfactantes por bactérias halofilicas................ccccoeveeveveriineniiiesiiseese e, 115
5.3.6  Amplificagdo de genes CatabONCOS ............c.cvevvviieiiieice et 117
5.3.7  Clonagem de fragmentos de PCR de Halomonas organivorans................c.c.cccceeveveeennseensnnnan. 118
5.4 CONCIUSBES ...ttt bbbttt 121
5.5 Referéncias BIblIOGIAfiCas ...........couuiirrieirrrseieeee ettt nenes 122
6 Biorremediagao da agua de produgao de petréleo por microrganismos halofilicos............ 125
6.1 Lo 1o o TR 125
6.2 Material € MEIOAOIOGIA. ...........cceuereeeeeieieieecieiete ettt 126
6.2.1 Biorremediagdo da agua produzida em extragdo de petroleo por haloarquéias............................ 126
6.2.2 Anélise da demanda quImICa de OXIQENIO ............coueeeerererirrieieeeee e 126
6.2.3 Biorremediagdo da agua produzida em extragdo de petroleo por bactérias halofilicas e

CONSOICIOS MICTODIANOS ..ottt sttt ae ettt et e b e s e s se s e e et e e e e e es s s s s e 127
6.2.4  Producdo de Biossurfactantes em Agua Produzida na Extragdo de Petréleo...............cccouwe...... 127
6.3 RESUNA00S € QISCUSSEO ..ottt 128
6.3.1 Biorremediagdo da agua produzida em extragdo de petroleo por haloarquéias............................ 128
6.3.2 Biorremediagdo da agua produzida em extragdo de petroleo por bactérias halofilicas e

CONSOICIOS MICTODIANOS ..ottt ettt sttt ettt e s e st e s e s e s e s e se e e e et ne e e s s s s esnas 130
6.3.3  Producdo de Biossurfactantes em Agua Produzida na Extragdo de Petréleo................ccooee....... 132
6.4 CONCIUSBES ...ttt bbbttt s 134
6.5 Referéncias DIDIOGIAfiCasS...........cououiueieiieeiesiessee ettt 135
7 CONCIUSOES GEIAUS ............cooviiiiiciees ettt 136

xXiii



indice de figuras

2 Revisao bibliografica

Figura 2.1: EXEMPIOS A8 HAP ..o 34
Figura 2.2: Rotas de degradagao do fenol e protocatecuato .........ccccevevviicverecscecee e, 38
Figura 2.3: Rota de degradagao do gentiSato ............cccereriieiiicinice e 38

4 Degradagdo de compostos aromaticos por haloarquéias

Figura 4.1: Salinas de Nossa Senhora do SOCOMO-SE ... 71
Figura 4.2: Crescimento da linhagem BOG em &Cidos aromaticos .............ovvrrrereererrierereenenineinens 73
Figura 4.3: Crescimento da linhagem AA31 em acidos aromaticos ...........ccveveeeeiiieececssscee e 73
Figura 4.4: Crescimento da linhagem AA35 em &CidoS aromatiCos ..........ceuierirrieerienieineineiereeeseienes 73
Figura 4.5: Crescimento da linhagem AA41 em acidos aromaticos ...........cceveeeeniieccecsssecse s 73
Figura 4.6: Degradacéo do acido p-hidroXibenzoiCo ..............ceereeenicirinnicseseeseee e 76
Figura 4.7: Degradacdo do Acid0 BENZOICO ........c.veviueveriiiiceeecs s 77
Figura 4.8: Degradacdo do 4cido SAlIClICO .........cveveveviiiiicce s 77
Figura 4.9: Crescimento da linhagem BO7 €M HPAS ..o 80
Figura 4.10: Crescimento da linhagem PR13 €M HPAS ........ccoviiiiiice e 80
Figura 4.11: Crescimento da linhagem MM17em HPAS ..o 80
Figura 4.12; Crescimento da linhagem MM27 €M HPAS ... 80
Figura 4.13: Crescimento da linhagem H. volcanii @m HPAS ... 81
Figura 4.14: Degradacdo do NAftaleN0 .........cccceiiiicieicesce et 84
Figura 4.15: Degradagao do fENANTTENO ..........cceuiriiriiriiiese et 84
Figura 4.16: Degradagao do @ntraCeN0 ..........ccccueiiciciiieicsieee e 85
Figura 4.17: Degradagao dO PIMENO ..........criiieiieiieieieisieisis i 85
Figura 4.18: Degradacdo do 1,2-DenzoantraCeno .........ccccvvceeniiiissseee e 86
Figura4.19:  Arvore filogenética das linhagens de haloarquéias da colegao de culturas do LSFM ........... 86
Figura 4.20: Gel de eletroforese contendo a reagdo de PCR para o 16S da haloarquéia AR71 .............. 89
Figura 4.21: Arvore filogenética da linhagem de haloarquéia AR71 ............cccoooerreeeveeeeeimssseneeeeeeeeeesesssnens 90
Figura 4.22: Gel de agarose com os produtos de PCR utilizando os primers para gentisato 1,2
dioxigenase (Danda de 834 PD) ..o s 91

5 Degradacao de fenol por bactérias halofilicas

Figura 5.1: Crescimento de microrganismos halofilicos isolados de amostras de Huelva-Espanha
.......................................................................................................................................................................... 107
Figura 5.2: Amplificagao do gene 16 S das linhagens de bactérias halofilicas .............cccoceeevvicnen. 108
Figura 5.3: Arvore filogenética das linhagens de bactérias halofilicas ............c.ooooeevvveeeieessesrreereereeennns 109
Figura 5.4: Crescimento das bactérias halofilicas em fenol ............ccceeiviiiiiceieicce e 110
Figura 5.5: Cromatogramas demostrando a degradagao do fenol ... 112

Xiv



Figura 5.6: Crescimento da bactéria M. tunisiensis enquanto degrada o fenol ...........ccccevveveerereinen. 113

Figura 5.7: Crescimento da bactéria A. aquaeolei enquanto degrada o fenol .............ccovevivcineininnene. 113
Figura 5.8: Crescimento da bactéria H. organivorans enquanto degrada o fenol ..........cccccovvveevevennes 114
Figura 5.9: Amplificacéo dos genes que das diOXIENASES ..........cvuirrirrrriirieineeriireei e 118
Figura 5.10: Gel de eletroforese dos clones dos genes de catecol 1,2 dioxigenase e protocatecuato 3,4
QIOXIGENEASE ...t 119

6 Biorremediagao da agua de produgao de petréleo por microrganismos halofilicos

Figura 6.1: Eficiéncia da redugdo da DQO em efluente esterilizado ou bruto por linhagens de
haloarquéias € OULrOS trataMENOS ..........ccrrriiierr e es 129
Figura 6.2: Eficiéncia da redugdo da DQO em efluente bruto ou esterilizado por linhagens de bactérias
halofilicas, consorcios microbianos e outros tratamentos ............cceeeeiicccce e s 131

XV



indice de tabelas
2 Revisao bibliografica
Tabela 2.1: Principais dioxigenases de clivagem de @néis ..o 39

4 Degradagdo de compostos aromaticos por haloarquéias

Tabela 4.1: Avaliagao visual do crescimento das INhAGENS .........ccceveeeeeic s 62
Tabela 4.2: Tempo de retencdo dos acidos aromaticos analisados por CLAE .............ccccceeeeeieiveeecnee, 63
Tabela 4.3: Tempo de retencdo dos padrdes de HPAS ..o 66
Tabela 4.4: Oligonucleotideos utilizados para a amplificagdo de genes responsaveis pela degradacéo de
COMPOSLOS AIOMETICOS .....vuvereeeeriiereieiet ettt sttt es et bbb 70
Tabela 4.5: Relacao de linhagens isoladas de salinas brasileiras .............ccoeevrrnerrnncesccen, 4
Tabela 4.6: Crescimento de haloarquéias em acidos aromaticos ...........ccceeeeeevereeieeieerereee e 72
Tabela 4.7: Degradacéo dos &cidos aromaticos p-hidroxibenzdico, benzoéico e salicilico, pelas ............. 76
Tabela 4.8: Crescimento das linhagens em meio contendo HPAS ... 79
Tabela 4.9: Porcentagem de degradagdo de HPAs das linhagens em meios contendo extrato de levedura
............................................................................................................................................................................ 81

5 Degradacao de fenol por bactérias halofilicas

Tabela 5.1: Crescimento das bactérias halofilicas em fenol como Unica fonte de carbono e energia
.......................................................................................................................................................................... 110
Tabela 5.2: Porcentagem de degradac&o do fenol pelas bactérias halofilicas ..............cccoovveeviviinnnee, 111
Tabela 5.3: Medida de tensdo superficial, emulsifcagdo e formagdo de halo em cultivos de bactérias
NAIOTIICAS ...ttt ettt bbb bbb bbb bbb s e s a bt b bbb b n et ettt 116
Tabela 5.4: Resultado do BLAST realizado a partir da seqiiéncia clonada do gene de catecol 1,2
QIOXIGENASE ©.v.vvuieieeecretiit sttt sttt sttt st a bt b e s bbb bR R b bR bbbttt b bt en e 119
Tabela 5.5: Resultado do BLAST realizado a partir da sequéncia clonada do gene de Protocatecuato 3,4
QIOXIGENASE .vvvvuieieeecretiit ettt ettt ettt sttt st e et b e s bbb b e AR b bR bbbttt b s s e 120

6 Biorremediagao da agua de produgéo de petréleo por microrganismos halofilicos

Tabela 6.1: Redugdo da DQO pelas linhagens de haloarquéias em meio bruto ou esterilizado
.......................................................................................................................................................................... 128
Tabela 6.2: Redugéo da DQO pelas linhagens de bactérias halofilicas, consércios e outros tratamentos
em Mei0 Bruto OU ESLEMIIZAA0 .........oviueiciriecee e 130
Tabela 6.3: Tenséo superficial, emulsificagdo e formagao de halo da bactérias halofilicas crescidas em
agua de produgao individualmente ou em conSOrCios MICIODIANOS ..........cccevviviriieeerisi s 133

XVi



Abreviagoes

1,2CTD
3,4 PCD
CLAE
DNA
dNTP
EDTA
HAP
LSFM
PCR
RNA
RNAr
TAE

TE

catecol 1,2 dioxigenase
protocatecuato 3,4 dioxigenase
cromatografia liquida de alta eficiéncia
acido desoxiribonucléico
desoxinucleotideos

acido etileno-diamino-tetracético
hidrocarboneto aromatico policiclico
Laboratério de Sistematica e Fisiologia Microbiana
reacao em cadeia da polimerase
acido ribonucléico

RNA ribossémico

tris-acetato-EDTA

tris-HCI-EDTA

XVii



Xvii



Resumo

Os microrganismos halofilicos sdo aqueles capazes de viver em ambientes salinos. Dentre eles
encontram-se, por exemplo, as bactérias halofilicas e as haloarquéias. Estas duas classes de
organismos foram o objeto de estudo deste projeto. Estes microrganismos foram testados quanto a
habilidade de degradacdo de compostos monoaromaticos e poliaromaticos. A capacidade de
degradagdo destes compostos por microrganismos halofilicos é de extrema importancia ja que
ambientes salinos estdo sujeitos a contaminagdes por compostos toxicos, além de muitos efluentes
industriais, como por exemplo, a dgua de produgéo de petrdleo, possuir alta salinidade. As linhagens
de haloarquéias testadas apresentaram a capacidade de crescer e degradar acidos aromaticos como
unica fonte de carbono e energia. A degradagéo foi menor em presenca de 0,05% de extrato de
levedura. Estas mesmas linhagens também apresentaram a capacidade de degradar HAP em
presenca de 0,05% de extrato de levedura. Foram utilizados primers para a amplificagdo de genes
que sintetizam catecol 1,2-dioxigenase, protocatecuato 3,4-dioxigenase e gentisato 1,2-dioxigenase.
Somente a linhagem Halococcus morhuaea apresentou o gene da gentisato 1,2-dioxigenase. As
haloarquéias estudadas foram identificadas através da amplificagdo e sequenciamento do gene RNAr
16S e foram identificadas como pertencentes ao género Haloferax. Foram isoladas 7 linhagens de
haloarquéias a partir de coletas realizadas no Brasil (Nossa Senhora do Socorro-SE e Arraial do
Cabo-RJ), uma delas foi identificada como Halosarcina pallida. Duas linhagens de bactérias
halofilicas foram isoladas em meio contendo 3 mM de fenol como Unica fonte de carbono e energia,
a linhagem HU que foi isolada de uma regi@o salina contaminada em Huelva-Espanha e outra
linhagem AP isolada a partir de agua de producéo de petréleo (Petrobras/Sao Sebastido-SP). Estas

foram identificadas como Modicisalibacter tunisiensis € Arhodomonas aquaeolei, respectivamente. As
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duas linhagens, além de Halomonas organivorans demonstraram a capacidade de degradar fenol.
Monodicisalibacter tunisiensis degradou 3 mM de fenol apds 72 horas. Nas trés linhagens foram
encontrados 0s genes de degradagdo das enzimas catecol 1,2-dioxigenase e protocatecuato 3,4-
dioxigenase. Todas as linhagens de haloarquéias e bactérias halofilicas foram utilizadas para a
biorremediacdo da agua de producdo de petrdleo e reduziram a DQO deste efluente. A linhagem
AA31 promoveu a maior redugcdo da DQO do efluente bruto (87,47%) dentre as haloarquéias. Ja
entre as bactérias H. organivorans promoveu a maior reducdo da DQO deste efluente (89,5%). Estes
resultados demonstram o grande potencial de degradagdo de compostos aromaticos pelas linhagens

estudadas, assim como para a biorremediacdo da agua de produgéo de petroleo.
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Abstract

The halophilic microorganisms are those able to live in saline environments. Among them are, for
example, halophilic bacteria and haloarchaea. These two classes of organisms have been the aim of
study of this Project. These microorganisms were tested for their ability to degrade monoaromatic and
polyaromatic compounds. The capacity of degradation of these compounds by halophilic
microorganisms is extremely important because saline environments are subject to contamination by
toxic compounds, and many industrial effluents, such as the wastewater of oil production have high
salinity. The strains of haloarchaea tested here were able to grow and degrade aromatic acids as sole
source of carbon and energy. There was a decrease in the degradation when 0.05% of yeast extract
was added. These same strains were also able to degrade PAHSs in the presence of 0.05% of yeast
extract. Primers were used for the amplification of genes that synthesize catechol 1,2-dioxygenase,
protocatecuate 3,4-dioxygenase and gentisate 1,2-dioxygenase. Halococcus morhuaea was the only
strain showing the gene for gentisate 1,2-dioxigenase. The haloarchaea strains were identified by
amplification and sequencing of the 16S rRNA gene and were identified as belonging to the genus
Haloferax. Seven haloarchaea strains were isolated from samples collected in Brazil (Nossa Senhora
do Socorro-SE and Arraial do Cabo-RJ), one of them was identified as Halosarcina pallida. Two
halophilic bacterial strains were isolated in medium containing 3 mM phenol as the sole source of
carbon and energy, strain HU, which was isolated from a contaminated region of salt marsh in Huelva,
Spain and strain AP isolated from wastewater from oil production (Petrobras / Sdo Sebastido-SP).
These two strains were identified as Modicisalibacter tunisiensis and Arhodomonas aquaeolei,
respectively. The two strains and Halomonas organivorans demonstrated the ability to degrade
phenol. HU degraded 3 mM of phenol after 72 hours. These three strains have the genes for the

enzyme catechol 1,2-dixiogenase and protocatecuato 3,4-dioxygenase. All the halophilic bacteria and
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haloarchaea strains were used for bioremediation of water from oil production and reduced the COD
of effluent. Among the haloarchaea, strain AA31 promoted the highest reduction of COD present in the
natural effluent (87.47%). Among the bacteria H. organivorans promoted the highest reduction of COD
of the effluent (89.5%). These results demonstrate the great potential for degradation of aromatic
compounds by the strains studied, as well as for the bioremediation of water produced during oil

production.
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1 Introducgao

O desenvolvimento industrial acelerado e a utilizagdo de novos processos e a sintese de
moléculas sintéticas, tais como compostos aromaticos, tém aumentado a contaminagdo ambiental a
nivel global. Estes freqlientemente contaminam ambientes hipersalinos, como lagoas, solos, lagoas
proximas a estuarios de rios € ambientes marinhos, através de vazamento de combustivel extraido de
tanques subterrdneos, derramamentos acidentais, agua residuaria da atividade de extragdo de
petréleo ou atividade biogénica, como por exemplo, a degradacdo natural de compostos
lignocelulésicos.

A é&gua residuéria da extracdo de petrdleo é altamente salina e contém uma mistura
complexa de hidrocarbonetos, muitos dos quais sao altamente toxicos. Nas proximidades dos pogos
de extragéo de petroleo, o solo pode ser contaminado por este efluente, tornando-se um ambiente
propicio para o desenvolvimento de organismos haléfilos, 0 mesmo ocorrendo com as lagoas de
descarte dessas aguas.

Com o0 aumento da preocupagao em preservar 0 meio ambiente, as tecnologias voltadas para
a recuperacao e despoluicao de areas degradadas tem ganhado ateng&o. A biorremediagao tem sido
utilizada como método de biodegradacdo natural através da otimizagdo de processos biologicos e
esse método tem mostrado ser econdmico, versatil e 0 que mais se aproxima de uma despoluigdo
ecologicamente aceitavel.

No entanto, a biorremediacdo depende de alguns fatores, tais como: pH, temperatura,
salinidade e pressdo. Condicdes extremas desses fatores podem matar ou inibir espécies que nao
estejam adaptadas a ambientes extremos, por isso 0 desenvolvimento e otimizagao de processos de
biorremediacdo nestes ambientes contaminados por compostos aromaticos é de grande relevancia.

Para isso sdo necessarios microrganismos capazes de sobreviver em tais condiges além, de
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possuirem um potencial de biodegradagéo, isso por que, tentativas de utilizar microrganismos
mesofilicos na biorremediacdo de ambientes com alta concentragcdo de sais ndo foram bem
sucedidas. No entanto, quando foram utilizados microrganismos halofilicos ou halotolerantes esses
foram capazes de degradar n-alcano e hidrocarbonetos aromaticos em presenca de altas
concentragdes de sais.

Um dos grupos de arquéias interessantes € o das halofilicas (ordem Halobacteriales), por
serem facilmente cultivadas, de facil manipulagdo genética e por possuirem uma versatilidade
metabdlica relativamente alta, quando comparadas com outros grupos de microrganismos
extremofilicos (termofilicos, metanogénicos, redutores de enxofre). Além disso, 0os microrganismos
halofilicos produzem enzimas estaveis, capazes de atuar em altas concentragdes de salinidade sem
precipitarem ou desnaturarem.

A habilidade destes microrganismos para oxidar hidrocarbonetos na presenca de sal é
utilizada para o tratamento bioldgico de ecossistemas salinos contaminados com produtos de
petréleo. Muitos casos de sucesso de biorremediacdo de areas contaminadas com hidrocarbonetos
tém sido reportados usando halofilicos em ambientes marinhos, no Artico e na Antartida, em fluidos
ricos em sais, em pantanos salinos na Lousiania, em reatores de biofilme e em agua salina
contaminada com compostos fendlicos.

Recentemente o potencial biotecnoldgico das arquéias halofilicas comegou ser considerado
no ambito ambiental, no entanto, pouco se sabe sobre o seu metabolismo frente a compostos
aromaticos e sobre o seu sistema enzimatico. O isolamento de linhagens capazes de metabolizar
compostos aromaticos e a caracterizacdo dos seus metabdlicos intermediarios sera uma importante
contribui¢do para o desenvolvimento de novas biotecnologias envolvendo esses microrganismos.

Desse modo, foi proposto um projeto no qual linhagens de microrganismos halofilicos foram

utilizados para degradar compostos aromaticos toxicos e efluentes da industria petrolifera.
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2 Revisao Bibliografica

2.1 Microrganismos halofilicos

Os microrganismos especializados em viver em ambientes salinos sdo denominados
halofilicos, enquanto aqueles capazes de crescer melhor em auséncia de sal, mas que toleram

concentragdes elevadas sdo conhecidos como halotolerantes (KUSHNER, 1978).

Nos habitats hipersalinos coexistem uma grande variedade de seres vivos, dentre os quais
estdo descritos alguns organismos superiores, como o crustaceo Artemia salina, larvas de mosca do
género Ephydra e alguns eucariotos flagelados fotossintéticos pertencentes ao género Dunaliella e
Asteromonas, diatomaceas e um heterogéneo grupo de procariotas (Archaea e Bacteria)
(RODRIGUEZ-VALERA et al., 1985; RODRIGUEZ-VALERA, 1988; GRANT et al., 1989; VENTOSA et
al., 1998; OREN, 2002; VENTOSA, 2006). A diversidade presente nestes ambientes hipersalinos
varia em fungéo de varios parametros como a salinidade, a composicao iénica, o pH, a temperatura e

a solubilidade do oxigénio (RODRIGUEZ-VALERA, 1988; JAVOR, 1989; OREN, 1993).

2.2 Bactérias Halofilicas

As bactérias halofilicas s&o um grupo de microrganismos versatil que sobrevive a altas
concentragdes de sal e, além disso, sdo adaptados a vida em baixas escalas de salinidade

(VENTOSA et al., 1998).

Para Kamecura (1998), as bactérias halofilicas s&o um grupo de microrganismos bem
definidos que crescem em ambientes com uma concentragao de sais entre 2,5 a 5,2 M de NaCl. As

bactérias halofilicas moderadas apresentam um crescimento 6timo em meios que contém entre 0,5 e
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2,5 M (aprox. 3-15%) de NaCl (KUSHNER; KAMECURA, 1988; VENTOSA et al., 1998). Alguns sao
capazes de crescer em uma faixa de salinidade muito maior, chegando inclusive a 4 M (aprox. 25%)
de NaCl. Esta necessidade e toleréncia variam de acordo com as condigdes de crescimento, com a

temperatura e a composigao do meio de cultivo (RENGEL, 2006).

A bactéria Salinibacter, é a Unica bactéria até hoje encontrada em ambientes extremamente
halofilicos, e é capaz de viver em ambientes com salinidade superior a 3 M de NaCl (RODRIGUEZ-

VALERA, 1988; BENLLOCH et al., 2002; VENTOSA, 2006).

Salinibacter ruber é a Unica espécie conhecida que vive em cristalizadores de salinas. Este
género compartilha com Halobacterium o uso de K* como um soluto compativel, uma caracteristica
raramente encontrada entre os halofilicos do dominio Bacteria (a maioria das bactérias halofilicas
sintetiza ou acumula solutos organicos para manter o balango hidrico celular). Em contraste com o
altamente hidrolitico Rhodothermus, a Salinibacter cresce melhor em presenga de aminoacidos
doadores de elétron, similar a Halobacterium. Assim, embora filogeneticamente unico, percebe-se
que Halobacterium e Salinibacter sdo um caso de convergéncia, na qual estratégias fisioldgicas séo
convergidas ao longo de um mesmo padrao, provavelmente pela demanda do ambiente extremo que

estes microrganismos compartilham (MADIGAN; MARTINKO, 2006).

Por muitos anos a taxonomia das bactérias halofilicas foi bastante confusa, por um lado
porque a classificagdo ndo era baseada no sistema de DNA ribossomal e sim por um sistema
baseado apenas em dados morfoldgicos e bioquimicos e por outro, por que as espécies encontradas

adentravam ao género dos Halobacterium, pertecentes ao Dominio Bacteria.
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2.3 Arquéias

A ascensdo de Archaea como um novo dominio, foi consequéncia da recente elevagéo no
modo de classificar os organismos. A este grupo pertencem procariotos ndo mais incluidos dentre as
bactérias. O equivalente foi realizado para Eukarya (eucariotos) e Bacteria, dividindo entdo os
organismos em trés dominios ou linhas de descendéncia (DYALL-SMITH; DANSON, 2001;
CUADROS-ORELLANA, 2003). Este fato se deve a criagdo de uma arvore filogenética universal da

vida com base na comparacgéo de sequéncias do RNAr16 S e 18 S (WOESE et al., 1990).

O dominio Archaea esta subdividido em trés reinos — Euryarchaeota, Crenarchaeota e
Korarchaeota. Todas as espécies de Crenarchaeota e Korarchaeota sdo termofilicos, as
Euryarchaeota compreendem os halofilicos, os redutores de sulfeto e enxofre, termofilicos
heterotréficos e metanogénicos (DYALL-SMITH; DANSON, 2001). Entretanto, estudos moleculares e

filogenéticos indicam que Archaea pode ser ainda mais diverso (BINTRIM, et al.,1997).

As arquéias sdo procariotos, se assemelhando as eubactérias somente quando observadas
por meio de microscopio. Porém, existem diferencas em sua composigao quimica que claramente as
distinguem das bactérias, como por exemplo, a auséncia de &cido murdmico ou D-aminoacidos em
sua parede celular (PELCZAR et al., 1996). Seus lipideos s&o do tipo isoprendide, como os diéteres
de glicerol ou os tetraéteres de glicerol. Geralmente os antibi6ticos inibidores de sintese protéica,
como cloranfenicol ou tetraciclina, ndo atuam nas células das arquéias. A partir dessas
caracteristicas, tem-se inferido que arquéias estariam numa posigao filogenética intermediaria entre

bactérias e eucariotos (KONIG; STETTER, 1989).
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2.4 Arquéias halofilicas

As arquéias halofilicas ou haloarquéias sao filogeneticamente distintas de bactérias e
eucariotos, e sdo classificadas dentro do Dominio Archaea. Elas exibem caracteristicas de arquéias,
incluindo a transcricdo de DNA e traducdo de proteinas de eucariotos assim como seus lipideos, e
algumas caracteristicas como a parede celular composta de glicoproteinas semelhante as de

bactérias (JOO; KIM, 2004).

Esses organismos pertencem a familia Halobacteriaceae e séo capazes de sobreviver bem
em altas concentragdes de cloreto de sodio e outros sais. A taxonomia desses microrganismos &
baseada principalmente em dados de sequéncia de RNAr 16 S, porém a maior parte da evidéncia
para a diviséo desses organismos resulta da combinagéo entre a hibridiza¢do de acidos nucléicos e a
andlise de lipideos polares de membrana. Estes organismos vivem em ambientes hipersalinos, como
o Mar Morto, lagoas hipersalinas naturais e lagoas de cristalizagdo, além destes locais, podem ser
encontrados em produtos protéicos (peixes e couros) salgados com sal marinho, causando sua

deterioragdo (GRANT; LARSEN, 1989).

Segundo Rodriguez e colaboradores (1998) a caracteristica primaria deste grupo é a
necessidade de no minimo 1,5 M de NaCl. Estes organismos acumulam K* intracelularmente para
osmoregulagéo, requerem adaptagdes de proteinas intracelulares e de membranas para manter suas
atividades e sua estabilidade em 4 M de KCl ou 5 M de NaCl, esta concentracdo equivale a
aproximadamente quatro vezes a salinidade da agua do mar (MARHUENDA-EGEA; BONETE, 2002).
Porém, o ambiente das haloarquéias ndo é caracterizado somente por altas concentragdes de sal,

mas também por altos niveis de luz solar e o perigo de dessecagao (SOPPA, 2005)

A morfologia celular das haloarquéias € bastante diversificada, variando de bastonetes a

formas geométricas incomuns, como quadrados ou tridngulos, encontrados em algumas espécies do
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género Haloarcula. Além disso, a morfologia pode variar de acordo com as condi¢des de cultivo

(GRANT; LARSEN, 1989).

As haloarquéias néo possuem parede celular rigida, com excegdo dos halococos. Sdo Gram
negativas, seu envoltdrio celular € composto por uma membrana plasmatica, uma camada superficial,
denominada camada S, composta por glicoproteinas ancoradas a membrana plasmatica, de forma a
deixar espagos que funcionam como um espaco periplasmatico. Estas glicoproteinas consistem de 22
a 24 dissacarideos (glicose-galactose), as proteinas contém alta propor¢do de aminoacidos como
acido aspartamico e glutmico, e sais de sodio que associados sdo essenciais para manter a
estrutura celular e diluidos conduzem para uma repulsao entre os grupos carboxilicos livres, levando
a desintegracdo da parede e lise da célula. Este mecanismo pode ser também desencadeado em
baixas concentragdes de sal quando a morfologia celular sofre distor¢des (EINSENBERG et al., 1992;

BULLOCK, 2000).

Vias de regra sdo quimiorganotroficos e crescem em meio complexo contendo peptona e
extrato de levedura (OCHSENREITER et al., 2002). A maioria delas s&o aerdbias obrigatérias,
embora algumas espécies de Halobacterium possam gerar ATP por fotofosforilagdo através do
pigmento bacteriorodopsina, um pigmento purpuro que se comporta como uma bomba de protons em
presenca de luz, podendo gerar energia suficiente para aumentar os niveis de ATP quando ha
limitagdes de oxigénio (GRANT; LARSEN, 1989). Outros pigmentos carotenbides podem estar
presentes, como bacterioruberina, que proporcionam coloragdo avermelhada a membrana celular e

aos ambientes que colonizam (OREN, 2002).

As proteinas de haloarquéias séo resistentes a altas concentragdes de sal (halotolerantes) ou
precisam de sal para sua atividade (halofilicas). Por exemplo, um grupo de proteinas que possuem

uma razédo elevada de aminoacidos acidos para aminoacidos basicos, € um provavel carater
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necessario para atividade em alta salinidade, uma caracteristica compartilhada também com algumas
bactérias halofilicas. A superficie com carga negativa € importante para solvatagao dessas proteinas,
e para prevenir a desnaturacdo, agregagao e precipitagédo que geralmente séo os resultados de uma
proteina ndo halofilica exposta a altas concentragdes de sal (DASSARMA; ARORA, 2001; DYALL-

SMITH; DANSON, 2001).

Segundo DasSarma e Arora (2001) haloarquéias sdo consideradas um grupo com grande
potencial para aplicagbes biotecnoldgicas. Muitas formagdes geoldgicas como reservas de petréleo
estdo associados a salinas, por isso haloarquéias podem ser utilizadas para biorremediagéo de
ambientes hipersalinos e desertos contaminados (DYALL-SMITH; DANSON, 2001). A capacidade
destes microrganismos para sobreviver em ambientes extremos naturalmente, tais como efluentes
industriais e na 4gua produzida associada a atividades de extragdo de petréleo, suportando extremos
de pH, temperatura e salinidade, torna as haloarquéias especialmente interessantes para a

degradacgéo de poluentes toxicos (WOOLARD; IRVINE, 1995; KARCHER et al., 2001).

Os mecanismos moleculares para adaptagdo a ambientes hipersalinos estdo sendo
estudados, sendo que os genes envolvidos na sintese e acumulagéo de solutos compativeis e outras
regulacdes tém sido foco de investigagdes recentes a partir do desenvolvimento de ferramentas

genéticas e analises bioquimicas (DASSARMA; ARORA, 2001).

2.5 Ambientes extremos: hipersalinos

Ward e Brock (1978) definiram ambientes hipersalinos extremos como “ambientes nos quais
existe uma baixa diversidade de espécies e que estdo ausentes alguns grupos taxonémicos’.
Entretanto, estudos realizados nos Ultimos anos revelam que estes microrganismos extremofilicos

nao sao encontrados de maneira to reduzida como se pensava no inicio (RENGEL, 2006). Muitos
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trabalhos realizados até o momento corroboram este fato (OREN, 1993; OREN, 2002; VENTOSA et

al., 1998; BENLLOCH et al., 2002; VENTOSA, 2006).

Os ambientes hipersalinos constituem um exemplo caracteristico de habitats extremos. Estes
compreendem tanto solos quanto ambientes aquaticos, os quais possuem uma alta concentragao de
ions, elevadas ou baixas temperaturas, baixas concentragdes de nutrientes e oxigénio (JAVOR,

1989).

Habitats hipersalinos sdo comuns em todo planeta, porém ambientes extremamente
hipersalinos sdo bastante raros. Muitos destes ambientes estdo localizados em areas quentes e
aridas. Os lagos salinos podem variar na composigéo iénica, sendo que esta depende de diversos

fatores como a topografia circundante, geologia e clima (MADIGAN; MARTINKO, 2006).

Os cristalizadores solares de salinas representam um modelo de meio hipersalino saturado.
As lagoas costeiras concentram a agua do mar por evaporagao, levando a precipitacdo do NaCl. Isto
ocorre a uma concentragdo de cerca de dez vezes a da &gua do mar (aprox. 35% de sais
dissolvidos). Esse processo é de interesse na industria de produgéo de sal marinho para consumo
humano, mas possui também dimens6es geoldgicas e ecoldgicas de primeira magnitude (RENGEL,

2006).

O cristalizador € um modelo heterotréfico onde a energia deriva da oxidagéo de uma série de
compostos organicos acumulados pela biomassa da alga Dunaliella em estagios prévios de
concentragdo de sal. De fato, este sistema € um modelo simplificado de sistemas muito mais
complexos, como o solo, 0 oceano profundo ou os sedimentos de meios aquaticos, que funcionam
também fechando o ciclo do carbono com a degradagéo heterotréfica de toda a biomassa acumulada
fotossinteticamente. Portanto, poderia ter uma importancia chave na compreenséo destes sistemas,

que por sua vez sédo a chave da ecologia do planeta.
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A precipitagéo de sal marinho é um dos poucos processos que deram origem as rochas
sedimentares de halita (sal gema), um dos minerais mais comuns. As salinas, por sua vez,

proporcionam um nicho ecolégico de grande importancia e extensao na historia da Terra.

A vida em condi¢Oes de saturacdo de NaCl, ndo é facil e sdo poucos 0s organismos que
toleram estas condigdes de hipersalinidade. Além disso, a concentragdo de sais de magnésio,
também abundantes no estoque marinho, representa um estresse adicional. Apesar disso, as aguas
dos cristalizadores possuem um elevado conteudo de biomassa, que corresponde fundamentalmente
a dois tipos celulares: as arquéias halofilicas extremas ou haloarquéias, e as bactérias halofilicas
extremas do género Salinibacter, além da alga Dunaliella (OVREAS et al., 2003: BENLLOCH, et al.,
2002; ANTON et al., 2000). Ambos os grupos de organismos sd@o heterotrofos aerdbicos que
degradam a matéria organica acumulada em fases prévias de concentracéo, tornando sua presenca
essencial para permitir a precipitagdo do NaCl eficientemente, j& que sua forte pigmentagéo
avermelhada, proveniente desses microrganismos, atua como uma armadilha para raios
infravermelhos, aumentando a temperatura da agua e permitindo a evaporagdo dessa salmoura tao

higroscépica.

A microbiota destes cristalizadores € um dos sistemas bioldgicos melhor conhecidos. Na
Espanha, foi possivel cultivar cepas representativas dos filotipos mais abundantes nas salinas de
Santa Pola (Espanha): a haloarquéia Haloquadratum walsbyi que possui uma morfologia quadrada
muito caracteristica, e a bactéria Salinibacter ruber (BOLHUIS et al., 2004, ANTON et al., 2002). As
linhagens “tipo” de ambas as espécies tiveram seus genomas completamente sequenciados. Foram
construidas bibliotecas de fosmideos do DNA extraido diretamente da agua dos cristalizadores
dessas salinas e foram seqiienciados clones contendo genes para rodopsinas, além de outros genes

de interesse taxondmico ou fisioldgico (PAPKE et al, 2003).
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2.6 Potencial de aplicagdo na industria biotecnolégica

Os microrganismos halofilicos produzem enzimas estaveis (incluindo muitas enzimas
hidroliticas como as DNAses, lipases, amilases e proteases), capazes de atuar em alta concentragao
de sais sem precipitar ou desnaturar. Muitas enzimas halofilicas s&o inativadas e desnaturadas em
concentragéo abaixo de 1M de NaCl. Os solutos compativeis produzidos por estes organismos tém
apresentado grande interesse para estabilizagdo de biomoléculas como, enzimas, DNA e membranas

(JOO; KIM, 2004).

Os biossurfactantes e 0s exopolissacarideos aumentam a degradagdo de petroleo
contaminante do solo e agua, pois disponibilizam o petréleo requerido pelos organismos para que
eles se multipliquem e produzam também estes biossurfactantes em um ambiente contaminado.
Biossurfactantes produzidos por microrganismos halofilicos ou halotolerantes podem acelerar
significativamente a despoluicdo de ambientes salinos contaminados com petréleo. Em casos de
contaminagdo em ambientes com alta salinidade e temperatura, a aplicagéo de biossurfactantes para
a microbiota in situ, aumenta e disponibiliza o petréleo facilitando sua biodegradagéo (JOO; KIM,

2004).

A habilidade destes microrganismos para oxidar hidrocarbonetos em presenga de sal é
utilizada para o tratamento bioldgico de ecossistemas salinos contaminados com produtos de
petroleo. Muitos casos de sucesso de biorremediagdo de hidrocarbonetos tém sido reportados
usando halofilicos em ambientes marinhos, no Artico e na Antartida, em fluidos ricos em sais, em
pantanos salinos na Lousiania, em reatores de biofime e em agua salina contaminada com

compostos fendlicos (JOO; KIM, 2004).
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2.7 Hidrocarbonatos aromaticos policiclicos

O termo hidrocarboneto aromatico policiclico (HAP) se refere a hidrocarbonetos que tenham
dois ou mais anéis benzénicos arranjados em linha, angulo ou aglomerados (FIGURA 01). S&o uma
classe de poluentes toxicos ao meio ambiente que tém se acumulado devido a atividades
antropogénicas. S&o hidrofobicos e o que leva a persistirem no ambiente € esta baixa solubilidade em

agua (CERNIGLIA, 1992). Muitos HAPs s&o carcinogénicos e teratogénicos.
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FIGURA 2.1: Exemplos de HAP

Geralmente, a solubilidade e a volatilidade diminuem e a hidrofobicidade cresce com o

aumento do numero de anéis benzénicos do HAP (JUHASZ; NAIDU, 2000).

A maior fonte de HAPs é a queima da lignina, proveniente de matéria organica vegetal. S&o
formados naturalmente durante a produg&o térmica geoldgica e durante a queima de vegetagdo nas
florestas e carvdo vegetal. Entretanto, fontes antropogénicas, particularmente a queima de
combustiveis, processos pirélicos, derramamento de produtos de petroleo, incineragao de residuos e
queimas domesticas, sao fontes significativas de HAPs no ambiente. Em paises industrializados, as

atividades de combust&o antropogénicas séo a principal fonte de HAPs (JUHASZ; NAIDU, 2000).
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2.8 Ocorréncia de compostos aromaticos em ambientes hipersalinos

Ambientes marinhos e regides costeiras estdo expostos a compostos fendlicos
antropogénicos e biogénicos, 0s quais se acumulam em sedimentos superficiais. Além disso,
compostos aromaticos séo produzidos naturalmente através da degradagéo da lignina, a qual esta

presente abundantemente nos sedimentos de estuarios (LOVELL et al., 2002).

O desenvolvimento de novas tecnologias e novos materiais fez com que os efluentes
industriais se tornassem cada vez mais complexos. Compostos aromaticos sdo encontrados em
fibras de poliéster, filmes, garrafas de polietileno tereftalato (PET) e outros plasticos. As aguas
residudrias de industrias téxteis, freqlientemente contém elevada concentragéo (cerca de 100 g.L")
de sais de cloro, os quais séo adicionados durante o processo de tingimento, além de residuos de

corantes (KARCHER et al., 2001).

A agua residuaria da atividade de extrag@o de petréleo é altamente salina e contém uma
mistura complexa de hidrocarbonetos, muitos dos quais sdo altamente toxicos. Nas proximidades dos
pogos de extracdo de petréleo, o solo pode ser contaminado por essa agua, tornando-se um
ambiente propicio para o desenvolvimento de organismos halofilicos, 0 mesmo ocorrendo com as

lagoas de descarte dessa aguas (ADKINS et al., 1993).

A biodegradagao de hidrocarbonetos por populagdes naturais de microrganismos representa
0 mecanismo primario para eliminagéo do petréleo e outros hidrocarbonetos poluentes do ambiente
(LEAHY; COLWELL, 1990). Compostos aromaticos freqlientemente contaminam ambientes
hipersalinos, como lagos, solos, lagoas proximas a estuarios e rios e ambientes marinhos

(VENTOSA; NIETO, 1995).

35



2.9 Metabolismo de compostos aromaticos
29.1 Biossurfactantes

Os surfactantes biologicos, ou biossurfactantes, sdo biomoléculas que apresentam uma
porcao lipofilica e outra hidrofilica. A porgéo lipofilica ou apolar é formada pela cadeia hidrocarbénica
de um &cido graxo ou anel esterol. Ja a por¢éo hidrofilica ou polar é formada pelo grupo carboxil dos
acidos graxos ou aminoacidos, pelo grupo fosforil dos fosfolipideos, pelo grupo hidroxil dos
sacarideos, e também pelos peptideos. A maioria dos biossurfactantes s&o produzidos por bactérias,

leveduras e fungos, durante o cultivo em vérias fontes de carbono (MORIKAWA et al., 2000).

Os biossurfactantes sdo compostos naturais, biodegradaveis e podem ser menos toxicos que
os surfactantes sintéticos. Devido a sua estrutura diferenciada, os biossurfactantes apresentam varias
propriedades que podem ser exploradas comercialmente, como reducdo das tensbes superficial e
interfacial do meio aquoso, remedia¢do de compostos orgénicos e metalicos, podendo também ser
usados como aditivos em cosméticos e no controle bioldgico. Esta extensa gama de aplicagdes dos
biossurfactantes tem aumentado o interesse em sua producdo, mas muito pouco ainda se sabe a
respeito da distribuicdo de microrganismos produtores dessas substancias no meio ambiente
(BODOUR; MILLER-MAIER 1., 1998). A surfactina € um dos muitos biossurfactantes existentes e
pode ser produzido por Bacillus subtillis. Apresenta grande importancia, o que tem aumentado
grandemente o interesse biotecnolégico em sua produgéo, além de atrair cada vez mais a atengéo da

industria farmacéutica (KOWALL et al., 1998).

Em pogos de petrdleo, alguns microrganismos, sdo capazes de degradar éleos e produzirem
biossurfactantes extracelulares. Nesse caso, os biossurfactantes facilitam a degradagado microbiana
através da emulsificacdo do substrato. Contudo, alguns microrganismos que ndo apresentam a

capacidade de degradar 6leos também produzem biossurfactantes. Uma explicagao possivel é a de
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que os biossurfactantes séo produzidos como substéncias antimicrobianas, para defender as células

de possiveis ataques efetuados por outros microrganismos (MORIKAWA et al., 2000).

29.2 Mecanismo de clivagem de anéis por dioxigenases

Dioxigenases de fissdo de anéis séo oxiredutases que constituem enzimas centrais para a
reciclagem de compostos aromaticos nos microrganismos. Elas catalizam a abertura de anéis
aromaticos hidroxilados por incorporagdo de dois atomos de oxigénio (O2) nos substratos, e podem
ser classificados em dois diferentes grupos de acordo com o modo da fissdo do anel (HARAYAMA;
REKIK, 1989). Enzimas intradiol clivam o anel entre dois grupos hidroxilas (rota ortho), enquanto que
enzimas do tipo extradiol clivam o anel entre um grupo hidroxila e outro adjacente carbénico ndo
hidroxilado (rota meta). As subfamilias de enzimas intra e extradiol dioxigenases diferem
primariamente em sequéncia e estrutura, elas utilizam diferentes mecanismos para ativar o oxigénio
por ataque nucleofilico/eletrofilico no substrato aromatico: o primeiro usa Fe®*, enquanto o segundo
emprega Fe2*. Por esta raz&o, eles exibem absoluta fidelidade para a posi¢éo da clivagem do anel.

Catecol e protocatecuato séo oxidados por dioxigenases de clivagem de anel, para formar
beta-cetoadipato que depois & convertido em intermediarios do ciclo de Krebs (HARWOOD;
PARALES, 1996). De fato, o protocatecuato divide a rota beta-cetoadipato incluindo seis enzimas no
catabolismo de diversos compostos fendlicos para intermediarios do ciclo do acido citrico. Catecol
pode ser degradado por uma ou outra via: intradiol ou do extradiol. Na primeira a reacao € catalisada
pela catecol 1,2-dioxigenase e catecol 2,3-dioxigenase, respectivamente. Ja na segunda, as enzimas

envolvidas sdo protocatecuato 3,4-dioxigenase e protocatecuato 4,5-dioxigenase (Figura 2.2).
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FIGURA 2.2: Rotas de degradag&o do fenol e protocatecuato (BORGNE et al., 2008)

O gentisato pode ter seu anel clivado pela oxidagao por gentisato 1,2-dioxigenase formando

metilpiruvato (LACK, 1974), que é depois isomerizado para fumarilpiruvato (BAYLY; BARBOUR,1984)

ou convertido sem isomerizagdo para metabolitos centrais, como acido citraconico (BAYLY et al.,

1984) (Figura 2.3).
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FIGURA 2.3: Rota de degradacéo do gentisato (BORGNE et al., 2008)
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Assim, homoprotocatecuato (3,4-dihidroxifenilacetato) e homogentisato servem como
substrato para dioxigenases de fissdo de nucleos benzénicos. Homoprotocatecuato é catabolizada
para intermedidrios do ciclo de krebs via clivagem extradiol pela homoprotocatechuato 2,3-
dioxigenase (ROPER et al., 1993), enquanto homogentisato € convertida a maleilacetoacetado pela
acdo da homogentisato 1,2-dioxigenase (ARIAS-BARRAU et al., 2004). Uma lista das principais
dioxigenases aqui discutidas, seu numero de classificagdo enzimatica (E.C.) e sua reagao de catélise

estdo apresentados na Tabela 2.1.

Tabela 2.1: Principais dioxigenases de clivagem de anéis

Dioxigenases E.C. Reagao
Intradiol (Orto-Cleavage)
Catecol 1,2-DO 1.13.11.1 Catecol + O, = cis,cis-muconato
Protocatechuato 3,4-DO 1.13.11.3 3,4-dihidroxibenzoato + O, = 3-carboxi-cis,cis-
muconato
Extradiol (Meta-Cleavage)
Catecol 2,3-DO 1.13.11.2 Catecol + O, = 2-hidroximuconate semialdeiio
Protocatecuato 4,5-DO 1.13.11.8 Protocatecuato + O, = 4-carboxi-2-hidroximuconic
semialdeido
Homoprotocatecuato 2,3-DO 1.13.11.15 3,4-dihidroxiphenilacetate + O, = 2-hidroxi-5-
carboximethilmuconate semialdeido.
Homogentisato 1,2-DO 1.13.11.5 homogentisato + O, = 4-maleilacetoacetato

Outros tipos

Gentisato 1,2-DO 1.13.11.4 2,5-dihidroxibenzoato + O, = maleilpiruvato

A larga distribuicdo e a relativamente baixa quantidade de espécie de mono e dioxigenases
entre as eubacterias sugerem que os genes codificados por essas enzimas sejam freqientemente
mobilizados a criar novas rotas metabodlicas hibridas, com um aumento do nimero de espécies

capazes de degradar compostos aromaticos (COPLEY, 2000 apud 1ZZ0 et al, 2005).
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210 Biodegradagao de composto aromaticos

A biodegradacdo de compostos aromaticos tem sido um dos aspectos do catabolismo
microbiano mais explorado nos Ultimos anos, tanto em microrganismos procariotos como nos
eucariotos.

A utilizagdo de consorcios microbianos (culturas mistas) é uma estratégia eficiente para a
recuperagdo de areas contaminadas. Ao reunir-se sistemas enzimaticos diferentes, amplia-se a
capacidade metabdlica da cultura, evita-se a formagado de substratos toxicos ou intermediarios
inibitorios e aumenta-se a possibilidade de mineralizagdo completa do substrato (TIMMIS; PIEPER,
1999).

A ocorréncia da biodegradagéo de hidrocarbonetos alifaticos (possuem estrutura quimica em
cadeias abertas) e aromaticos também foi demonstrada em ambientes extremos, tal como em solo
com pH extremamente baixo (STAPLETON et al., 1998), em ambientes com temperaturas elevadas
(FEIKENHAUER; MARK, 2003), além da utilizagdo de microrganismos psicrotolerantes (que
sobrevivem em baixas temperaturas), na biodegradagao de substratos aromaticos (BARANIECKI et
al, 2002).

Estudos sobre o efeito da salinidade na taxa de degradacéo de compostos aromaticos foram
realizados. Rhykerd e colaboradores (1995) estudaram dois tipos diferentes de solos contaminados
com 6leo de motor, um arenoso e outro argiloso, e observaram que em ambos os solos a taxa de
biorremediacao é inversamente proporcional ao aumento da salinidade.

Walker e Brock (1975) sugeriram que a salinidade atua reduzindo a atividade metabdlica dos
microrganismos. Segundo o trabalho de Ward e Brock (1978), isso n&o ocorre devido a diminuig&o da
quantidade de oxigénio dissolvido, mas sim em fun¢do do aumento da salinidade, pois a re-aeragao
do meio n&o resulta em estimulagdo do metabolismo. A auséncia de nutrientes organicos também

nao é um fator limitante, segundo os autores.
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As bactérias halofilicas moderadas constituem uma importante alternativa para os
tratamentos microbiolégicos convencionais utilizados na degradagéo de compostos téxicos, como é o
caso dos processos industriais que geram efluentes salinos, o que ocorre na produgao de pesticidas,
herbicidas, determinados produtos farmacéuticos e processos de extragao de petroleo e gas (OREN
etal., 1992; 1993; LEFEBVRE; MOLETTA, 2006).

Os estudos das bactérias halofilicas moderadas capazes de degradar compostos aromaticos
tém aumentado consideravelmente nos ultimos anos, 0 que pode ser confirmado com as atuais
pesquisas. Oren e colaboradores (1991) demonstraram a degradagdo de varios compostos
aromaticos nitro-substituidos em concentragdes salinas de 13-14% pelas bactérias Halanaerobium
praevalens e Orenia marismortui. Além disso, a partir de distintos ambientes hipersalinos, foram
isolados microrganismos capazes de degradar hidrocarbonetos, incluindo hexanos e fenantrenos
(MCMEEKIN et al., 1993; MARGESIN; SCHINNER, 2001; PEYTON et al., 2004). Gauthier e
colaboradores (1992) descreveram a primeira espécie de Marinobacter, M. hydrocarbonclasticus, cujo
nome se deve a capacidade desta de degradar hidrocarbonetos.

Varias cepas pertencentes a familia Halomonadaceae sdo capazes de utilizar como fonte de
carbono e energia o herbicida cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (MALTESEVA et al., 1996). Os
genes responsaveis pela degradacdo destes compostos foram clonados e transferidos a outras
bactérias halofilicas moderadas, conferindo a estas a capacidade para hidrolisar o 2,4-D
(KLEINSTEUBER et al., 2001).

Woolard e Irvine (1994) utilizaram bactérias halofilicas moderadas isoladas de solos
hipersalinos para o tratamento bioldgico de efluentes hipersalinos.

Um dos principais contaminantes industriais € o fenol. Muitas espécies halofilicas moderadas
pertencentes ao género Halomonas s&o capazes de degradar este composto. Assim, Halomonas

venusta isolada de agua do mar é capaz de crescer em meios contendo fenol (MUNOZ et al., 2001).

41



Recentemente, Garcia e colaboradores (2005b) realizaram estudos em habitats salinos do
sul da Espanha centrando a caracterizagao de bactérias halofilicas moderadas capazes de degradar
diferentes compostos aromaticos. A caracterizagdo dos isolamentos determinou que as espécies do
género Halomonas s&o as principais responsaveis desta biodegradagédo. Assim, a bactéria halofilica
moderada Halomonas organivorans é capaz de degradar um grande numero de compostos
aromaticos (&cido benzoico, acido p-hidroxibenzdico, acido cindmico, acido salicilico, &cido
fenilacético, acido fenilpropibnico, acido p-cumarico, acido ferrdlico e fenol) (GARCIA et al., 2004).
Thalassobacillus devorans é outra espécie halofilica isolada por Garcia et al., (2005) em salinas do
sul de Espanha, a qual se caracteriza por sua capacidade de degradar fenol.

Entre as arquéias, ha poucos relatos do isolamento de cepas capazes de degradar
compostos aromaticos. Existem alguns estudos feitos por Kulichevskaya e colaboradores (1992), de
arquéias presentes em pocos de petréleo na Russia. Em um outro trabalho realizado por Emerson
(1994), foi descrito o isolamento de uma linhagem de haloarquéia no Estado de Michigan (EUA), a
qual foi identificada como Haloferax volcanii D1227 que cresce em acido benzoéico como Unica fonte

de carbono.

211 Biorremediagao de agua de produgao de petréleo

A agua de producao de petréleo é um efluente salino gerado durante a extragdo de petréleo
tanto onshore quanto offshore. Volumes substanciais de agua salina s&o produzidos juntamente com
0 petréleo. A quantidade de agua gerada aumenta consideravelmente com a idade do pogo e pode
variar de 0,6 L agua de produgéo/ L petroleo produzido (SAUER, 1991), e até exceder em 10 vezes o
volume de 6leo produzido (RIBEIRO, 1995). O alto teor de sal, a mistura complexa de compostos

organicos e inorganicos, e o leo presente na agua de produgao apresentam desafios ao emprego de
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tratamentos bioldgicos, sendo, nos ultimos anos estudadas tecnologias alternativas para degradagao
de seus contaminantes organicos. Os componentes deste efluente geralmente incluem minerais
dissolvidos, constituintes oleosos dissolvidos e dispersos, produtos quimicos empregados durante o

processo de produgao, solidos e gases dissolvidos (OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2000).

A industria petroquimica tem aumentado gradativamente a capacidade de explorar aguas
profundas. A consequiéncia deste avango quimico é o risco de contaminagdo ambiental por poluentes,
que obrigatoriamente contém esses efluentes com altas concentragdes de sal, juntamente com uma

enorme variedade de compostos organicos (FREIRE et al., 1998).

O solo ao redor dos pogos de extragdo pode também ser contaminado por esta agua
residuaria. Durante a produgéo de petréleo em sistemas que operam com recuperagao secundaria, €
comum a co-producédo de parte da &gua empregada no processo de inje¢do. A consequéncia desse
fato é a geracdo de grandes volumes de agua a serem descartados no mar ou em tanques e lagoas
para tratamento posterior. Nos locais de descarte desses residuos podem ser encontrados

microrganismos halofilicos (OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2000; CUADROS-ORELLANA, 2003).

Devido a presenga de altas concentragdes de sais nestes efluentes, € esperada a presenca
de microrganismos halofilicos, os quais podem estar envolvidos na degradagdo dos compostos
aromaticos presentes no petréleo contaminante. Dessa forma, haloarquéias e bactérias halofilicas
podem ser empregadas na biorremediagéo da dgua produzida na extragéo de petréleo (DASSARMA;

ARORA, 2001; DYALL-SMITH; DANSON, 2001).

43



212 Estudos moleculares de degradacio de compostos aromaticos por
microrganismos halofilicos

O estudo da identificacdo de vias metabodlicas alternativas de degradacdo de compostos
aromaticos, assim como, a clonagem molecular de genes neste processo, sdo algumas das
tendéncias de pesquisa sobre biodegradagdo de compostos aromaticos em ambientes salinos
(FAIRLEY et al., 2002).

A evolugdo de genes catabolicos € um campo intrigante de investigagdo microbioldgica.
Clusters de genes codificados para o catabolismo de compostos aromaticos sdo geralmente
encontrados em elementos genéticos moéveis, como fransposons (WYNDHAM et al., 1994) ou
plasmidios (SAYLER et al., 1990), que facilitam a transferéncia horizontal de genes e, assim, a rapida
adaptagao de microrganismos a novos poluentes (DIAZ, 2004). Realmente, a transferéncia de genes
plasmidiais é provavelmente um dos mais importantes processos que regula a conjunto ambiental de
genes de degradagéo e rotas metabdlicas (VAN DER MEER et al., 1992), proporcionando um
aumento do mosaico de operons catabélicos e garantindo a variabilidade necessaria para ocorrer
evolugdo. O metabolismo bacteriano versatil pode ser auxiliado via combinagdo de diferentes altos e
baixos operons catabdlicos, assim chamada expansao vertical, na qual novas rotas periféricas sao
adquiridas e direcionam substratos para rotas de degradagéo existentes (BARBIERI et al.,2001).
Outra plasticidade genémica pode resultar na expresséo ou repressao de sets de genes mediados
por elementos transponiveis ou inser¢éo de sequéncias (VAN DER MEER et al., 1992).

A pressao seletiva é claramente o principal fator que afeta a evolugéo de genes catabdlicos
(JANSSEN et al., 2005). Como exemplo, Acinetobacter isolada de ambientes contaminados e ndo
contaminados com petréleo (RATAJCZAK et al., 1998), contém genes para degradagéo de alcanos

de cadeia longa (alk genes) diferentemente: no isolado de ambientes contaminados sdo codificados
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plamidialmente, enquanto no isolado de ambiente ndo contaminado com altos niveis de alcanos os
genes sao codificados cromossomicamente.

Microrganismos que vivem em ambientes salinos e hipersalinos podem também sofrer uma
pressdo seletiva particular ndo somente pelas condigdes fisico-quimicas extremas, mas também por
especificos tipos de virus e elementos transponiveis que ocorrem nestes ambientes (DAHLBERG;
HERMANSSON,1995).

De acordo com Ventosa e colaboradores (1998), bactérias halofilicas apresentam um enorme
catabolismo versatil. Recentemente, Garcia e colaboradores (2005a) testaram este catabolismo
versatil de degradagéo de compostos aromaticos em bactérias halofilicas utilizando uma aproximagao
ecologica. Neste estudo, muitos dos isolados pertenciam ao género Halomonas, provavelmente
porque o screening foi realizado em condigdes restritas de temperatura. Apesar disso, isolados do
género Salinicoccus e Halobacillus foram descritos pela primeira vez como capazes de degradar
compostos aromaticos, e novos representantes de outros géneros conhecidos foram incluidos como

degradadores de compostos aromaticos, uma Marinobacter, também foi descrita.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo estudar a capacidade de degradagado de compostos mono e
poliaromaticos por microrganismos halofilicos da cole¢édo de cultura do Laboratério de Sistematica e
Fisiologia Microbiana, FEA, UNICAMP (LSFM) e também por isolados em ambientes halofilicos no
presente projeto e a aplicagdo destes microrganismos na biorremediagdo de agua de produgao de

petréleo.

3.2 Objetivos especificos

a. lIsolar de ambientes e residuos salinos microrganismos halofilicos capazes de degradar

compostos aromaticos;

b. Avaliar a capacidade de degradacdo de acidos aromaticos, fenol e compostos aromaticos
policiclicos por linhagens de haloarquéias da cole¢cdo de cultura do LSFM e por

microrganismos isolados neste projeto;
c. Avaliar a producgéo de biossurfactantes por microrganismos selecionados;

d. Estudar a diminuicdo da carga orgénica da agua produzida, proveniente da extracdo de

petroleo, por linhagens selecionadas durante o projeto;

e. ldentificar os microrganismos da coleg&o de cultura e também os novos isolados através de

amplificagdo do gene que expressa 0 RNAr 16S;

f.  Estudar os genes de degradagdo de compostos aromaticos presentes nos microrganismos

isolados e nas arquéias halofilicas da cole¢éo de cultura do LSFM.
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4 Degradacao de compostos aromaticos por
haloarquéias

4.1 Introdugao

Os compostos aromaticos séo abundantes na biosfera e séo originados naturalmente ou por
atividades antropogénicas, sendo que alguns deles sédo poluentes. Os &cidos p-hidroxibenzéico,
ferulico, vanilico, cindmico e siringico estdo naturalmente presentes como compostos que formam a
lignina das plantas. Acidos aromaticos podem também entrar no meio ambiente devido ao uso como
matéria-prima para a produgdo de agroquimicos, farmacéuticos, vernizes entre outros materiais.
Ademais, eles podem indiretamente entrar no meio ambiente como um intermediario da
biodegradacdo de polimeros naturais (ligninas e taninos), a partir de aminoacidos aromaticos
precursores e intermediarios durante a biodegradacdo de poluentes como pesticidas e HAPs. Por
conta de sua caracteristica aniénica no pH do solo e sedimentos, eles podem se mover rapidamente
através do solo e por isso, representam grande risco de contaminagdo as aguas subterréaneas
(BORGNE et al., 2008).

O mecanismo de degradagédo destes compostos por bactérias e fungos esta muito bem
caracterizado, porém pouco se sabe sobre a capacidade de degradagdo destes compostos por
representantes do Dominio Archaea (CUADROS-ORELLANA, 2003).

Muitos efluentes industriais como os da industria petrolifera, possuem em sua composi¢ao
grandes quantidades de sais, sendo assim de suma importancia o estudo da degradagéo de
compostos aromaticos por microrganismos halofilicos, ja que a utilizagdo de microrganismos
mesofilicos (microrganismos que vivem em ambientes sem a presencga de altas concentracdes de

sais), nestes casos nao tem apresentado bons resultados.
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A utilizagdo de haloarquéias neste caso € extremamente importante j@ que estes
microrganismos vivem naturalmente em condi¢des ambientais extremas de salinidade (WOOLARD;
IRVINE, 1995). Recentemente, Cuadros-Orellana (2003), isolou 44 linhagens de haloarquéias
capazes de crescer em &cido p-hidroxibenzoico (0,4 mM) como Unica fonte de carbono e energia.

Aqui foi avaliada a capacidade de linhagens de haloarquéias da colegdo de cultura do LSFM
degradarem compostos aromaticos, a identificagao destas linhagens e o isolamento e identificagéo de

haloarquéias de salinas brasileiras.

4.2 Material e metodologia
4.21 Linhagens utilizadas

Foram utilizadas as seguintes linhagens de haloarquéias isoladas em projeto anterior de
doutorado no LSFM (CUADROS-ORELLANA, 2003): trés linhagens do Salar de Uyuni, Bolivia (BO3,
BO6 e BO7); uma linhagem isolada em Cabo Rojo, Porto Rico (PR13); dois isolados do Mar Morto
(Israel e Jordania) (MM17 e MM27); trés isolados da Arabia Saudita (AA31, AA35 e AA41) e dois

isolados das Salinas de Cahuil, Chile (CL47 e CL51).

Além destas, as haloarquéias tipo, Haloferax volcanii (DSMZ 3757), Halococcus morrhuae
(DSMZ 1307), Halobacterium salinarium (DSMZ 668) e Haloarcula marismortui (DSMZ 3752),
fornecidas pela Fundagao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ, Rio de Janeiro — RJ, Brasil), foram utilizadas em
alguns estudos. A linhagem Haloferax sp. D1227, foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Mike Larkin

(The Queen’s University of Belfast-UK).
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4.2.2 Condigoes de cultivo e preservagao

4.2.2.1 Meio Mavarech e Werczberger (MM)

O meio de cultivo utilizado foi o descrito por Mevarech e Werczberger (1985), o qual foi
denominado meio minimo de Mevarech (ou meio MM). A composigao final do meio foi em g.L-: NaCl
(200), KCI (3,75), NH4Cl (0,267), K2HPO4 (0,174), MgSO0s4 (37), CaClz (0,5), além de uma solugéo de
microelementos (0,1% v/v), (mg.L-"): MnCl, (3,6), ZnSO4 (4,4), FeSO4 (33,4), CuSOs (0,5) (DYALL-

SMITH, 2000). O pH foi ajustado em 7,2 e 0 meio autoclavado (15 min, 121 °C, 1,5 atm).

Para um meio completo (denominado meio MC) foi usada a mesma composigéo do meio MM,
acrescentando-se extrato de levedura (0,3%, p/v) e triptona (0,3% p/v), antes da autoclavagem. Para

0 meio s6lido, 1,5% (p/v) de agar bacteriolégico (Difco) foi adicionado antes da autoclavagem.
4.2.2.2 Solugao de vitaminas
Quando necessario, uma solucéo de vitaminas (WOLIN et al., 1963) foi adicionada ao meio
estéril. Essa solugdo € composta por (mg.L-"): biotina (2), acido félico (2), piridoxina (10), riboflavina
(5), tiamina (5), acido nicotinico (5), acido pantoténico (5), cobalamina (0,1), acido para-
aminobenzdico (5) e acido tioctico (5). As vitaminas foram solubilizadas em agua e a solugéo foi

esterilizada por filtragdo e mantida a 4 °C, em abrigo de luz. A temperatura de cultivo foi de 38 ou 40

°C para todas as linhagens.

4.2.3 Enriquecimento para isolamento de linhagens de haloarquéias de salinas

brasileiras

Os meios para enriquecimento das culturas foram preparados de duas maneiras:

99



a. Meio MM contendo Antraceno na concentragédo de 0,2 mM como Unica fonte de carbono, com
extrato de levedura (0,05% p/v) ou com piruvato de sédio (0,05% p/v), como fontes

alternativas de carbono.

b. Meio MM contendo acido p-hidroxibenzdico na concentragéo de 0,5 mM como Unica fonte de
carbono, com extrato de levedura (0,05% p/v) ou com piruvato de sddio (0,05% p/v), como

fonte alternativa de carbono.

Nos dois casos, o cultivo foi realizado em frascos Erlenmeyer contendo 50 mL de meio.

Cloranfenicol (100 pug.mL-") foi utilizado para inibir o crescimento de bactérias.

Amostras de agua e sedimento de locais hipersalinos (salinas de Arraial do Cabo-RJ e Nossa
Senhora do Socorro-SE) foram utilizadas como fontes de indculo para as culturas de enriquecimento.
O volume do in6culo foi de 2 : 50 (v/v ou p/v) e o cultivo foi mantido sob agitagéo por 21 dias ou até a
visualizagdo de crescimento intenso. Duas transferéncias sucessivas foram realizadas, e aliquotas
(50 uL) da cultura enriquecida foram aplicadas através da técnica de espalhamento sobre meio sélido
com composi¢do idéntica ao meio enriquecido, porém acrescido com 1,5% de é&gar. Apds o
crescimento em meio solido, col6nias isoladas foram retiradas e transferidas por esgotamento, para

placas com meio enriquecido de composicao idéntica (CUADROS-ORELLANA, 2003).

424 Microscopia

A anadlise da morfologia e motilidade dos isolados foi realizada por microscopia 6ptica
simples, utilizando coloragdo de Gram. As culturas a serem observadas foram dissolvidas em uma
gota de solugéo hipersalina (NaCl 20%, p/v) e aplicadas sobre uma lamina de microscopia, através

da técnica de esfregago. Apds secar ao ar, a lamina foi fixada em uma solugéo de acido acético 2%

60



(v/v) por 5 min, segundo Dussault (1955). Esse procedimento foi realizado a fim de preservar as
células contra a lise durante as etapas de coloragdo e também para remover o excesso de sal do

esfregaco. Apos essa preservagao 0s passos da coloragdo de Gram foram seguidos.

425 Crescimento das linhagens em compostos monoaromaticos com adigao de

extrato de levedura

A resposta de crescimento das linhagens em presenca de diferentes compostos
monoaromaticos (4,5 mM - 1,5 mM de cada), — acido benzdico, acido p-hidroxibenzdico e acido
salicilico (&cido 2-hidroxibenzoico), suplementados com 0,05% extrato de levedura, foram

determinadas visualmente.

4.2.5.1 Preparo do indculo

O indculo foi preparado com células crescidas em 50 mL de meio MC e vitaminas, mantidos a

38,5 °C, sob agitacao de 150 rpm, por 168 horas.

Um volume de 40 mL das culturas foi centrifugado por 10 minutos, a 5 °C e 3000 g. A metade
da massa celular total foi transferida para 50 mL de meio liquido MM suplementado com 0,1% da
solugdo de vitaminas, 0,05% de extrato de levedura e 1,5 mM dos &cidos arométicos, incubados a
38,5 °C, sob agitacdo de 150 rpm, por 168 horas. Foi preparado um controle sem indculo de células

(controle abidtico), mantidos nas mesmas condigdes dos cultivos.

A Tabela 4.1 indica a forma de avaliagdo visual para determinacdo do crescimento das

linhagens. Além disso, os frascos foram fotografados no inicio e final do experimento.
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Tabela 4.1: Avaliag&o visual do crescimento das linhagens

Crescimento Simbolo

Otimo* ++

Regular* ++

Pouco*** +

Nenhum**** -
*aparecimento de coloragdo salmdo a vermelha no tempo de 48 a 72 horas
apds indeulo;
**aparecimento de coloracdo salmdo a vermelha no tempo de 72 a 96 horas
apds indeulo;

*** pequena mudancga na coloragao apds 96 horas;
**** Nenhum crescimento, sem mudanca da coloragdo com relagdo ao controle
abidtico.

Para posterior analise de degradagéo todo conteudo dos frascos foram centrifugados apos

168 horas a 3.000 g a 5 °C por 10 minutos e os sobrenantes das amostras foram congelados a -20

°C.

426 Crescimento das linhagens em compostos monoaromaticos como unica

fonte de carbono

A resposta de crescimento pelas linhagens de haloarquéias em presenga de diferentes
compostos monoaromaticos (4,5 mM — 1,5 mM de cada), — &cido benzoéico, acido p-hidroxibenzoico e
acido salicilico (&cido 2-hidroxibenzdico)-, sem adi¢do de extrato de levedura, foram determinadas

visualmente. O preparo do inéculo foi realizado como descrito no item 4.2.5.1, porém sem a adi¢éo de

0,05% de extrato de levedura.

Para posterior analise de degradagéo todo conteudo dos frascos foram centrifugados apos
168 horas a 5 °C e 3000 g por 10 minutos e os sobrenadantes das amostras foram congelados a - 20

°C.
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4.2.7 Degradacao de compostos monoaromaticos

A analise quantitativa dos compostos aromaticos por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), foi realizada em cromatégrafo liquido Shimadzu, modelo LC-6A, com detector UV-Vis. Foi

utilizada uma coluna de fase reversa Varian C18 (5 um x 150 mm x 4,6 mm).

Os é&cidos aromaticos sao hidrossolluveis nas concentragdes utilizadas e os sobrenadantes
foram analisados por CLAE diretamente ap6s a centrifugacdo da cultura (Emerson et al., 1994). As
seguintes condigdes de analise foram seguidas: sistema isocratico, fase movel metanol : dgua : acido
acetico (50 : 49 : 1, vlv), vazdo de 0,5 mL/min, volume de inje¢do 20 ulL, temperatura de coluna

mantida a 35 °C, e detector de absorbancia ajustado para 254 nm.

Cada amostra foi injetada duas vezes e a média das areas obtidas nos cromatogramas foi
utilizada para o calculo da concentracao de acido restante. Assim, foi calculada posteriormente a

porcentagem de degradacao.

O célculo da degradagao dos acidos aromaticos foi baseado na diferenca entre as areas dos
picos, gerados pela analise de CLAE, dos cultivos comparados com controles sem indculo contendo
os acidos como fonte de carbono, sendo calculada assim a porcentagem de degradagéo. A Tabela

4.2 mostra o tempo de retencédo dos padrdes dos acidos p-hidroxibenzéico, benzébico e salicilico.

Tabela 4.2: Tempo de retencdo dos &cidos aromaticos analisados

por CLAE
Acido Aromatico Tempo de retencao (minutos)
Acido p-hidroxibenzéico 4,14
Acido Benzéico 6,73
Acido Salicilico 7,20
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428 Crescimento das linhagens de haloarquéias em hidrocarbonetos

aromaticos policiclicos com adigao de extrato de levedura

A resposta de crescimento pelas linhagens de haloarquéias em presenca de diferentes HAPs
(1,5 mM - 0,3 mM de cada), — naftaleno, antraceno, fenantreno, pireno, 1,2 benzoantraceno, com

adicao de extrato de levedura, foram determinadas visualmente.
4.2.8.1 Preparo do inéculo

O indculo foi preparado com células crescidas em 50 mL de meio MC (com 0,3% de extrato

de levedura) e 0,1% de vitaminas, mantidos a 38,5 °C, sob agitacao de 150 rpm, por 168 horas.

A partir dai 40 mL das culturas foram centrifugadas por 10 minutos, a 3000 g e 5 °C. A
metade da massa celular total foi transferida para 50 mL de meio liquido MC suplementados com
0,1% da solucéo de vitaminas, 0,3 mM de cada HAP e 0,05% de extrato de levedura incubados a
38,5 °C, sob agitagdo de 150 rpm, por 168 horas. Foi preparado um controle sem indculo de células
(controle abiotico), mantidos nas mesmas condi¢des dos cultivos. A mesma forma de observagdo da

Tabela 4.1 foi utilizada.

429 Crescimento das linhagens de haloarquéias em hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos como tnica fonte de carbono

A resposta de crescimento pelas linhagens de haloarquéias a presenca de diferentes HAPs

(1,5 mM - 0,3 mM naftaleno, antraceno, fenantreno, pireno e 1,2 benzoantraceno), sem adigdo de

extrato de levedura, foram determinadas visualmente. O preparo do indculo foi realizado como

descrito no item 4.2.8.1, porém sem a adi¢&o de 0,05% de extrato de levedura.

64



4.210 Degradacao de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos

Os HAPs foram inicialmente extraidos para posterior anélise no cromatégrafo. A extragao dos
hidrocarbonetos do meio de cultura foi feita, por trés extracdes seguidas, em funil de decantacdo
contendo 20 mL de diclorometano cada. As amostras foram entdo levadas ao rota-evaporador, até a
total evaporacdo do diclorometano, e posteriormente ressuspendidas em acetonitrila

(SHUTTLEWORTH; CERNIGLIA, 1996 adaptado).

A analise quantitativa dos compostos poliaromaticos foram realizadas através de CLAE,
utilizando-se uma coluna com fase reversa, ZORBAX C1s, um sistema isocratico de solventes com
fase movel constituido de acetonitrila : agua, na proporgao 70 : 30 (v/v), vazdo de 0,6 mL/min e
deteccdo a 254 nm. O volume injetado foi de 20 uL e os compostos foram identificados através do
tempo de retengdo. Foi entao realizada uma comparagdo com substéncias padrdes. A degradacao foi
calculada pela injegdo de amostras controle que sofreram as mesmas condigdes de agitagao, tempo,
temperatura e extracdo que as amostras analisadas, porém ndo continham o indéculo de
microrganismos. Calculou-se entdo a diferenga entre as areas dos picos da amostra e do controle,
sendo calculada assim a porcentagem de degradagéo. As amostras foram injetadas duas vezes e o

resultado das meédias foi considerado (NEVES, 2002 adaptado).

O calculo da degradagdo dos HAPs foi baseado na comparagéo entre as areas dos picos,
gerados pela analise de CLAE, dos cultivos comparados com controles sem inoculo contendo os
HAPs como fonte de carbono. A Tabela 4.3 mostra o tempo de retengéo dos padrées dos HAPs,

naftaleno, fenantreno, antraceno, pireno e 1,2-benzoantraceno.
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Tabela 4.3: Tempo de retencao dos padrdes de HAPs

HAP Tempo de Retengao (minutos)
Naftaleno 6,5
Fenantreno 9,95
Antraceno 11,06
Pireno 14,61
1,2-Benzoantraceno 19,05

4.2.11 Identificagao das linhagens de haloarquéias

A identificacdo das linhagens foi realizada através da analise da sequéncia do gene RNA

ribossomal 16S, segundo a metodologia descrita a seguir.
4.2.11.1 Extragao de DNA

O DNA gendmico das linhagens halofilicas foi obtido através de 3 metodologias distintas, a
extragdo com Fenol-cloroférmiol, o0 método de CTBA descrito por Ausubel et al., (1989) e a utilizagao
do Kit de extracdo AcquaPure ® (BioRad) conforme a descrigdo do fabricante, quando houve a
necessidade de um DNA mais puro, como por exemplo, para digestdo de DNA por endonucleases de

restricao.
4.2.11.1.1 Método de Fenol:cloroformio

Um volume de 5 mL da cultura crescida foi centrifugada a 3000 g durante 10 minutos, o
sobrenadante foi eliminado e o pellet foi ressuspendido em 1,8 mL de tampao de lise celular (40 mM
EDTA, 50 mM Tris-base, 0,75 M Sacarose, pH 8,3) e 50 uL de lisozima (1mg.mL-"). Essa mistura foi
incubada a 37 °C por 45 minutos. Foram adicionados 50 uL de Proteinase K e 20 uL de SDS a 10%.
A mistura foi incubada por 1 hora a 55 °C. Com 0 mesmo volume de amostra foram realizadas duas
extragdes consecutivas com fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1), a misturada foi levada ao

Vortex e posteriormente centrifugada por 10 minutos a 3000 g. A fase aquosa foi recuperada em um
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novo tubo e foi repetido 0 mesmo processo. Foram adicionados 2 mL de cloroférmio :alcool isoamilico
(24:1), e a misturada foi levada ao Vortex e posteriormente centrifugada nas mesmas condicdes. O
sobrenadante foi recuperado e foram adicionados 2 volumes de etanol absoluto e 0,2 volume de
acetato de aménio 4 M. O conteudo foi misturado e colocado em freezer a -20 °C por 30 minutos ou
mais. O tubo foi centrifugado a 4 °C a 2500 g durante 30 minutos. O sobrenadante foi eliminado e o
DNA lavado com etanol 70%. O tubo foi centrifugado 1 minuto a 4 °C a 2500 g. Apds a retirada do
etanol o tubo foi deixado aberto para a evaporagao total do etanol e 0 DNA final foi ressuspendido em

agua MilliQ estéril.
4.2.11.1.2 Método CTAB

Foi centrifugada 1,0 mL de cultura em fase exponencial de crescimento em tubos tipo
Eppendorf de 1,5 ou 2,0 mL por 20 minutos a 18000 g. O pellet foi ressuspendido em 420 UL de TE
(Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM), e foram adicionado 30 uL de SDS 10 %, 6 L de Proteinase K
(10 mg.mL-"), 6 pL de RNase (10 mg.mL-') e 37,5 pL (4 mg.mL-"). A mistura foi incubada por 2 horas
a 37 °C. Foram adicionados 100 uL de NaCl 5 M. A amostra foi mesclada sem utilizar o Vortex.
Foram adicionados 80 uL de CTAB/NaCl (CTAB 10% em NaCl 0,7 M aquecida a 65 °C até total
homogeneizagdo). Com um volume de cloroformio/isoamilico (24:1) foi realizada a extragdo
misturando bem os componentes. A mistura foi centrifugada 5 minutos a 18000 g. Em seguida foi
recuperada a fase aquosa em outro eppendorf e repetida a extragdo por 1 ou 2 vezes. O DNA foi
precipitado com 0,6 volume de isopropanol a 4 °C. A mistura foi mesclada suavemente e centrifugada
15 minutos a 18000 g a 4 °C. O sobrenadante foi descartado com uma pipeta. Apos a evaporagéo do
alcool o pellet foi ressuspendido em 52 L de agua MilliQ ou TE. A concentracdo de DNA foi medida

através da leitura da absorbancia a 260 nm (uma Azs0 de 0,1 equivale a uma concentragcdo de DNA
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de 5,0 ug.mL-"). As amostras de DNA foram ajustadas para uma concentragéo final de 1 pg/ uL. O

DNA foi visualizado em um gel de agarose a 2%.
4.2.11.2 Eletroforese de DNA em géis de agarose

O DNA gendmico obtido foi visualizado por eletroforese em gel de agarose a 2% impregnado
com brometo de etidio e foi observado sob raios ultravioleta. Esta técnica foi realizada em géis
horizontais de agarose, com uma concentragdo variavel entre 0,5 e 2% submersos em um tamp&o
TAE (1x) (Tampdo TAE 50x: 57,1 mL acido aceético glacial; 100 mL EDTA 50 mM, pH; 242 g Tris
base; agua destilada c.s.p. 1000 mL) e preparados com o mesmo tampao. A visualizagdo do DNA foi
feita através do uso de luz ultravioleta a 360 nm, em géis corados com brometo de etidio,

(SAMBROOK; RUSSEL, 2001).

As massas moleculares dos fragmentos de DNA foram calculadas mediante a curva massa
molecular-mobilidade, obtida segundo as distancias de migragéo dos fragmentos Hindlll do DNA

estandar Acl857 Sam7 (Roche).

4.2.11.3 Amplificagdo do Gene que codifica o fragmento 16S do RNAr nas

linhagens estudadas

A identificagao das linhagens de haloarquéias foram feitas através do sequenciamento parcial
do gene RNA ribossomal 16S. Foram utilizados, para amplificagédo do gene, os primers ARCH R e
ARCH F (Whitford et al., 2004). A reagdo em cadeia da polimerase foi feita em um volume de 50 pL
contendo 5 uL de tamp&do com MgCl, 10X (Eppendorf), 8 uM dNTP’s (desoxirribonucleotideos
trifosfatados), 2,5 pL de cada primer (diluido 1:9 de agua MilliQ), 0,5 pL de Taq Polimerase
(Eppendorf), e 50-100 ng de DNA, nas seguintes condi¢des: desnaturagéo 95 °C/5 min; 25 ciclos de

desnaturagdo 94 °C/1 min, anelamento 50 °C/1 min, extensao 72 °C/2 min; extensao final 72 °C/10
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min. O produto amplificado foi analisado em gel de agarose a 1% usando um marcador de peso

molecular DNA Ladder de 1 Kb para confirmar o tamanho do fragmento.

4.2.11.4 Sequenciamento do produto de PCR

O produto amplificado foi sequenciado em sequenciador automatico modelo 3100 (Applied
Biosystems) segundo o protocolo do fabricante, pela empresa NewBiotechnic (NBT, Sevilha-

Espanha).
4.2.11.5 Comparacao das sequéncias de DNA com o banco de dados
As sequéncias obtidas no sequenciamento foram, entdo, processadas no programa
phred/Phrap/CONSED verséo Linux (EWING et al., 1998; GODON et al., 1997) para a montagem dos
contigs. A sequéncia com aproximadamente 1000 pb foi submetida & comparagéo nos bancos de
dados, Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) e Ribosomal Data Projetct |l 9.0

(http:/Irdp.cme.msu.edu/index.jsp).

4.2.11.6Construgao das arvores filogenéticas

As sequéncias recuperadas dos bancos de dados foram alinhadas no programa CLUSTAL X
(THOMPSON et al., 1997), editadas no BIOEDIT (HALL, 1999) e as anélises filogenéticas foram
conduzidas utilizando o programa MEGA versdo 4 (KUMAR et al., 2007). A matriz de distancia
evolutiva foi calculada com o modelo de Kimura (KIMURA, 1980) e a construcdo da éarvore
filogenética a partir das distancias evolutivas foi feita pelo método de Neighbor-Joining (SAITOU; NEI,

1987), com valores de bootstrap calculados a partir de 1.000 re-amostragens (FELSENSTEIN, 1985).
4.212 Amplificagao dos genes de catabélicos em haloarquéias por PCR
A determinagéo da presenca de genes catabolicos de interesse foi realizada utilizando-se o

termociclador Robot (Eppendorf), com o DNA proveniente de microrganismos isolados.
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As reacOes foram preparadas em volumes finais de 50 pL. Os oligonucledtideos que foram

utilizados estéo descritos na Tabela 4.4.

Tabela 4.4: Oligonucleotideos utilizados para a amplificagdo de genes responsaveis pela
degradagéo de compostos aromaticos

Oligonucleétideo Seqiiéncia enzima autor

Cat1eCat3 Cat1 5’ACCATCGARGGYCCSCTSTAY-3’ Catecol 1,2 Garcia et
Cat3 5’ GTTRATCTGGGTGGTSAG-3’ dioxigenase al., 2005.

Pro3.4.2ePro344  pro3.4.2 Protocatechuato 3,4
5'GCSCCSCTSGAGCCSAACTTC-3 dioxigenase
pro3.4.4
5'GCCGCGSAGSACGATRTCGAA-3’

139f/993r 139 f, TGG AAG TGG GAA GAC ATC GAG Gentisato 1,2 Fairley et

GC; 993r, dioxigenase al., 2006
TCG TGG TGG TGA ATC TCG TC;

Os genes que codificam para dioxigenases bacterianas como catecol-1,2-dioxigenase €
protocatecuato-3,4-dioxigenase foram amplificados utilizando primers degenerados, de acordo com

Garcia e colaboradores (2005a).

As reagdes de PCR para amplificagdo dos genes catabdlicos foram realizadas com todas as

linhagens estudadas.
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4.3 Resultados e discussao

431 Enriquecimento para isolamento de linhagens de haloarquéias de salinas

brasileiras

Foram isolados 6 microrganismos das salinas de Arraial do Cabo-RJ e 1 das salinas de

Nossa Senhora do Socorro-SE (Figura 4.1).

Na Tabela 4.5, estdo dispostas as linhagens isoladas. Apenas AR71 apresentou verdadeiro
potencial de degradagdo dos acidos p-hidroxibenzdico e benzoico (estudos preliminares), sendo

assim a linhagem AR71 teve seu DNA extraido e foi identificada.

Tabela 4.5: Relacdo de linhagens isoladas de salinas brasileiras

T3A 4HBA + extrato Arraial do Cabo-RJ
ART71 4HBA + extrato Arraial do Cabo-RJ
1 4HBA + piruvato Arraial do Cabo-RJ
2 4HBA + piruvato Arraial do Cabo-RJ
4 4HBA + piruvato Arraial do Cabo-RJ
5 4HBA + piruvato Arraial do Cabo-RJ
SE1 4HBA Nossa Senhora do Socorro-SE

Figura 4.1: Salinas de Nossa Senhora do Socoro-SE
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4.3.2 Crescimento das linhagens de haloarquéias em compostos monoaromaticos

com adig¢ao ou nao de extrato de levedura

Quando o meio composto pela juncdo dos trés &cidos aromaticos foi suplementado com
extrato de levedura todas as linhagens estudadas apresentaram crescimento. Quatro linhagens
apresentaram melhor crescimento: BO6, AA31, AA41 e CL47 (Tabela 4.6). As Figuras 4.2, 4.3, 4.4 ¢

4.5 apresentam o crescimento das linhagens em meio contendo os &cidos aromaticos.

Quando o meio ndo foi suplementado com extrato de levedura somente duas linhagens

apresentaram crescimento regular — AA35 ap6s 168 horas de crescimento e AA41 ap6s 72 horas.

Tabela 4.6: Crescimento de haloarquéias em acidos aromaticos. 1,5 mM de acido p-hidroxibenzdico,
1,5 mM de acido benzoéico e 1,5 mM de &cido salicilico, suplementado ou ndo com 0,05% de extrato de
levedura

Crescimento

Linhagens 48 horas 72 horas 168 horas
Sem Com Sem Com Sem Com
extrato  extrato extrato extrato  extrato  extrato
BO3 + ++ + ++ + ++
BO6 + +++ + +++ + +++
BO7 + ++ + ++ + ++
PR13 + ++ + ++ + ++
MM17 + ++ + ++ + ++
MM27 + ++ + ++ + ++
AA31 + ++ + +++ + +++
AA35 + ++ + ++ ++ ++
AA41 ++ +++ ++ +++ ++ +++
CL47 + + + ++ + +++
H. volcanii + ++ + ++ + ++

+ pouco crescimento
++ crescimento regular
+++ crescimento bom
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Figura 4.2: Crescimento da linhagem BO6 em &cidos aromaticos — 1) Controle sem extrato de levedura, 2
e 3) inoculo sem extrato de levedura, 4 e 5) indculo com extrato de levedura e 6) controle com extrato de
levedura. A) indculo no tempo 0 hora; B) indculo no tempo 48 horas e C) indculo no tempo 168 horas

Figura 4.3: Crescimento da linhagem AA31 em acidos arométicos — 1) Controle sem extrato de levedura,
2 e 3) in6eulo sem extrato de levedura, 4 e 5) indculo com extrato de levedura e 6) controle com extrato
de levedura. A) indculo no tempo 0 hora; B) indculo no tempo 48 horas e C) indculo no tempo 168 horas

Figura 4.4: Crescimento da linhagem AA35 em acidos aromaticos — 1) Controle sem extrato de levedura,
2 e 3) in6eulo sem extrato de levedura, 4 e 5) indculo com extrato de levedura e 6) controle com extrato
de levedura. A) indculo no tempo 0 hora; B) indculo no tempo 48 horas e C) indculo no tempo 168 horas

Figura 4.5: Crescimento da linhagem AA41 em 4cidos aromaticos — 1) Controle sem extrato de levedura,
2 e 3) in6eulo sem extrato de levedura, 4 e 5) indculo com extrato de levedura e 6) controle com extrato
de levedura. A) indculo no tempo 0 hora; B) indculo no tempo 48 horas e C) indculo no tempo 168 horas
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Até o momento, o metabolismo aerdbico de um numero restrito de compostos aromaticos s6
foi demonstrado para dois isolados de holoarquéias. A linhagem Haloferax sp. D1227 (EMERSON et
al., 1994) foi capaz de crescer em benzoato, cinamato, fenil-propionato e 3-hidroxibenzoato (FU;
ORIEL, 1999), mas ndo em p-hidroxibenzoato ou 2-hidroxibenzoato. A linhagem Haloarcula sp. D1
(FAIRLEY et al., 2002) foi capaz de crescer em benzoato e p-hidroxibenzoato, mas néo em 3-

hidroxibenzoato ou 2-hidroxibenzoato.

4.3.2 Degradacao de acidos monoaromaticos

A degradacgéo dos &cidos foi mais intensa quando as haloarquéias foram inoculadas em meio
sem adicdo de extrato de levedura (Tabela 4.6 e Figuras 4.6, 4.7 e 4.8). Dos trés acidos estudados,
0 p-hidroxibenzoico teve a menor porcentagem de degradagédo, quando comparado aos demais. A
melhor degradacéo foi observada quando foi cultivada a linhagem AA35 sem adi¢do de extrato de
levedura (8,98%). Este resultado corrobora com os resultados de crescimento nos acidos arométicos
(Tabela 4.7 e Figura 4.4), o qual se observa que a linhagem AA35 apresentou um bom crescimento
em 72 horas de cultivo. As linhagens BO3, BO6, BO7, PR13, AA41, CL47, e H. volcanii também
degradaram o &cido p-hidroxibenzdico sem acréscimo do extrato de levedura (3,52%, 2,73%, 0,24%,
1,57%, 0,41%, 5,73% e 4,61%, respectivamente). Somente a linhagem BOG6 apresentou degradagéo

desse &cido quando cultivada em presenca de 0,05% de extrato de levedura (3,35%).

Todas as linhagens apresentaram degradagé@o do &cido benzdico quando inoculadas sem
adicdo de extrato de levedura. Os melhores resultados foram apresentados pelas linhagens H.
volcanii (28,32%), CLAT (23,46%) e MM27 (15,35%). As linhagens BO3, BO6, BO7, PR13, MM17,
AA31, AA35, AA41, apresentaram degradacéo (9,44%, 4,38%, 3,75%, 7,86%, 5,00%, 10,84%,

10,12% e 13,23%, respectivamente).
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Quando cultivadas na presenga de extrato de levedura, poucas linhagens apresentaram
degradacéo do acido benzoico. A linhagem BO6 que teve um 6timo crescimento (Tabela 4.7 e Figura
4.2) quando cultivada neste meio degradou 10,95%. A linhagem H. volcannii foi a que melhor
degradou (11,09%). As linhagens PR13 e AA41 apresentaram degradacdo de 3,48% e 3,63%,

respectivamente.

O &cido salicilico foi 0 mais degradado pelas linhagens estudadas quando os meios nédo
continham extrato de levedura. Todas as linhagens degradaram pelo menos 1,04% (AA31) desse
composto. O melhor resultado foi obtido para a linhagem CL47 (32,25%), seguido de H. volcanii
(31,52%). A linhagem AA35 também apresentou boa porcentagem de degradagéo (22,67). BO3,
BO6, PR13, MM17, MM27e AA41 tiveram respectivamente as seguintes resultados de degradagao:

20,59%; 16,38%; 14,48%; 19,95%; 13,74%; 18,75 € 7,60%.

Apenas as linhagens BO6 e H. volcanii degradaram o acido salicilico quando o meio foi

acrescido de extrato de levedura (6,72% e 10,58%, respectivamente).

Provavelmente o fato das linhagens ndo terem apresentado altas taxas de degradagéo
quando inoculadas em meio com adigao de extrato de levedura, pode estar relacionado a inibigéo da
expressdo dos genes de degradagdo quando existe uma fonte de carbono mais prontamente
assimilavel como um composto complexo que é o extrato de levedura. Porém, sendo os acidos
aromaticos uma fonte mais simples de energia e de dificil utilizagdo quando comparados ao extrato

de levedura, a massa celular (crescimento celular) foi bastante reduzida.

Segundo Borgne e colaboraladores (2008), poucas espécies s&o isoladas quando o &cido

benzdico é utilizado como unica fonte de carbono e energia.
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Tabela 4.7: Degradacéo dos acidos aromaticos p-hidroxibenzdico, benzoico e salicilico, pelas haloarquéias
com ou sem adi¢éo de 0,05% de extrato de levedura

Degradacao (%)

: : Ac_ldo P Acido benzéico Acido Salicilico
Linhagens hidroxibenzéico
Sem Com Sem Com Sem Com
extrato extrato extrato extrato extrato extrato
BO3 3,52 0,00 9,44 0,00 20,59 0,00
BO6 2,43 3,35 4,38 10,95 16,38 6,72
BO7 0,24 0,00 3,75 0,00 1448 0,00
PR13 1,57 0,00 7,86 3,48 19,95 0,00
MM17 0,00 0,00 5,00 0,00 13,74 0,00
MM27 0,00 0,00 15,35 0,00 18,75 0,00
AA31 0,00 0,00 10,84 0,00 1,04 0,00
AA35 8,98 0,00 10,12 0,00 22,67 0,00
AAM 0,41 0,00 13,23 3,63 7,60 0,00
CL47 573 0,00 23,46 0,00 32,25 0,00
H. volcanii 4,61 0,00 28,32 11,09 31,52 10,58
10
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Figura 4.6: Degradac&o do &cido p-hidroxibenzoéico em meio sem acréscimo de extrato de levedura
acréscimo de extrato de levedura m, pelas linhagens de haloarquéias cultivadas por 168 h a 38,5 °C
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Figura 4.7: Degradagdo do &cido benzbico em meio sem acréscimo de extrato de levedura = ou com
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Figura 4.8: Degradacdo do acido salicilico em meio sem acréscimo de extrato de levedura = ou com
acréscimo de extrato de levedura m, pelas linhagens de haloarquéias cultivadas por 168 h a 38,5 °C
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Até o momento, poucas linhagens de haloarquéias foram estudadas quanto a degradagéo de
acidos aromaticos. Haloferax sp. D1227 foi o primeiro exemplo reportado da utilizagdo de compostos
aromaticos como benzoato, cinamato e fenilpropionato, como unica fonte de carbono e energia para o
crescimento (Emerson et al., 1994). Esta linhagem foi isolada a partir de solo contaminado com
petroleo e com alta salinidade em um pogo no Estado de Michigan (EUA). A degradagéo do &cido 3-
fenilpropionico por essa linhagem foi estudada para examinar a estratégia de metabolizar compostos
aromaticos. Haloferax sp. D1227 metaboliza este acido por meio da quebra inicial da cadeia pela via
benzoilCoA, uma via similar a 3-oxidagao lipidica, seguida pela degradagdo aromatica usando a via

da gentisato (Fu; Oriel, 1999).

Em estudos publicados em 2002 a linhagem de haloarquéia Haloarcula sp. D1 apresentou
crescimento aerébico em &cido p-hidroxibenzoico como unica fonte de carbono e energia através de
uma rota metabolica incomum. Enquanto a maioria das bactérias metaboliza acido p-hidroxibenzdico
através de hidroxilagdo formando acido protocatecéico, que serve como molde para a clivagem do
anel, esta arquéia metaboliza o acido p-hidroxibenzdico através do acido gentisico. Gentisato foi
detectado nas culturas crescidas como acido p-hidroxibenzoico, e atividade de gentisato 1,2-
dioxigenase foi detectada ao mesmo tempo em que se acumulou gentisato (Fairley et al., 2002).
Entretanto, organismos fisiologicamente similares, como Haloferax mediterrani e Haloarcula

hispanica, ndo apresentaram crescimento em substratos aromaticos (Emerson et al., 1994).

434 Crescimento das linhagens de haloarquéias em compostos aromaticos

policiclicos com adi¢gao ou nao de extrato de levedura

Quando o meio contendo HAPs foi suplementado com extrato de levedura, todas as

linhagens apresentaram crescimento apds 72 horas. Apenas a linhagem BO7 apresentou
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crescimento apds 48 horas do indculo. Cinco linhagens apresentaram crescimento 6timo ap6s 168
horas — BO7, PR13, MM17, MM27 e H. volcanii (Tabela 4.8). As Figuras 4.9, 4.10, 411, 412 ¢ 4.13

apresentam o crescimento das linhagens em meio contendo HAP.

Quando o meio contendo HAPs n&o foi suplementado com extrato de levedura apenas a
linhagem BO7 apresentou crescimento regular mesmo apds 72 horas, e as outras linhagens

apresentaram baixo crescimento.

Raghavan e Furtado (2000) determinaram a resposta de crescimento do isolado
Halobacterium sp. R1 em presencga de 10 diferentes hidrocarbonetos aromaticos, e constataram que

houve redugé@o, mas néo inibicdo do crescimento.

Tabela 4.8: Crescimento das linhagens em meio contendo HAPs (0,3 mM de naftaleno, 0,3 mM de
fenantreno, 0,3 mM de antraceno, 0,3 mM de pireno e 0,3 mM de 1,2 benzoantraceno, suplementado com
0,05% de extrato de levedura)

Crescimento

Linhagens 48 horas 72 horas 168 horas
Sem Com Sem Com Sem Com
extrato extrato extrato extrato extrato extrato
BO3 - - + + + ++
B06 = - + + + ++
BO7 ar + ++ ++ ++ +++
PR13 - - + ++ + o+
MM17 - - + ++ + +H+
MM27 - - + ++ + +++
AA3 = - ar + ++
AA35 = - ar + ++
AA41 = - ar + ++
CcL47 - - + " ++
H. volcanii - - + ++ + +H+

- sem crescimento

+ pouco crescimento
++ crescimento regular
+++ crescimento bom
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Figura 4.9: Crescimento da linhagem BO7 em HAPs - 1) Controle sem extrato de levedura, 2 e 3)
indculo sem extrato de levedura, 4 e 5) indculo com extrato de levedura e 6) controle com extrato de
levedura. A) inéculo no tempo 0 hora; B) indculo no tempo 48 horas e C) indculo no tempo 168 horas.

Figura 4.10: Crescimento da linhagem PR13 em HAPs — 1) Controle sem extrato de levedura, 2 e 3)
indculo sem extrato de levedura, 4 e 5) inéculo com extrato de levedura e 6) controle com extrato de
levedura. A) indculo no tempo 0 hora; B) indculo no tempo 48 horas e C) indculo no tempo 168 horas.

Figura 4.11: Crescimento da linhagem MM17em HAPs — 1) Controle sem extrato de levedura, 2 e 3)
indculo sem extrato de levedura, 4 e 5) indculo com extrato de levedura e 6) controle com extrato de
levedura. A) indculo no tempo 0 hora; B) indculo no tempo 48 horas e C) indculo no tempo 168 horas.

Figura 4.12: Crescimento da linhagem MM27 em HAPs — 1) Controle sem extrato de levedura, 2 e 3)
indculo sem extrato de levedura, 4 e 5) inoculo com extrato de levedura e 6) controle com extrato de
levedura. A) inéculo no tempo 0 hora; B) indculo no tempo 48 horas e C) indculo no tempo 168 horas.
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Figura 4.13: Crescimento da linhagem H. volcanii em HAPs — 1) Controle sem extrato de levedura, 2 e 3)
indculo sem extrato de levedura, 4 e 5) indculo com extrato de levedura e 6) controle com extrato de
levedura. A) indculo no tempo 0 hora; B) indculo no tempo 48 horas e C) indculo no tempo 168 horas

4.3.5 Degradagao de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos

A degradacéo dos HAPs foi mais intensa quando os meios foram acrescidos de 0,05% de

extrato de levedura (Tabela 4.9 e Figuras 4.14, 4.15, 4.16, 4.17 € 4.18) .

Tabela 4.9: Porcentagem de degradagéo de HAPs das linhagens em meios contendo extrato de levedura

Média da porcentagem de degradagao de HAPs

Linhagem Naftaleno Antraceno Fenantreno Pireno 1,2benzoantraceno
Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com

extrato extrato extrato extrato extrato extrato extrato extrato extrato  extrato
BO3 21,80 0,00 0,00 4410 0,00 27,80 0,00 29,9 0,00 40,50
BO6 7,60 0,00 0,00 0,00 0,00 4290 0,00 0,00 0,00 0,00
BO7 50,00 5520 6760 72,70 4800 6290 50,10 72,50 60,30 71,80
PR13 0,00 2980 4760 7460 000 60,70 000 7140 0,00 66,10
MM17 0,00 5160 61,70 69,00 0,00 5920 000 6560 0,00 56,00
MM27 0,00 0,00 0,00 5830 0,00 40,20 0,00 0,00 0,00 0,00
AA31 0,00 0,00 0,00 7400 0,00 3800 0,00 67,00 0,00 68,50
AA35 30,10 3220 7590 7690 000 6510 63,70 73,30 70,30 75,40
AA41 0,00 4470 0,00 61,00 000 8840 0,00 0,00 0,00 60,90
CL47 4820 5160 000 7260 000 6080 0,00 80,00 0,00 77,80
H.v 4110 6540 000 4500 000 40,00 0,00 68,3 0,00 74,00
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Neste caso o naftaleno foi degradado por sete linhagens (BO7, PR13, MM17, AA35, AA41,
CL47 e H. volcanii), tendo a ultima apresentado a maior porcentagem de degradacéo (65,4%). Ja
quando o extrato de levedura néo foi acrescido ao meio, seis linhagens degradaram o naftaleno
(BO7, PR13, MM17, AA35, AA41, CL47 e H. volcanii), porém esta foi menos intensa que nos meios

com extrato de levedura. A linhagem BO7 foi responsavel pela maior degradagao (50%).

Em meio contendo extrato de levedura o antraceno sé ndo foi degradado pela linhagem BO6
e a maior degradacdo foi apresentada pela linhagem AA35 (76,9 %). Quatro linhagens apresentaram
degradagédo do antraceno em meios sem extrato de levedura (BO7, PR13, MM17, AA35) sendo que
novamente AA35 apresentou os melhores resultados (75,9%), ou seja, praticamente 0 mesmo de

quando acrescida outra fonte de carbono.

O fenantreno foi degradado por todas as linhagens crescidas em meio contendo extrato de
levedura, sendo a linhagem AA41 responsavel pela maior degradagéo (88,4%). J& em meio sem

extrato de levedura apenas a linhagem BO7 apresentou 48% de degradagéo.

Em meio acrescido do extrato de levedura apenas as linhagens BO6, MM27 e AA41 n&o
degradaram o pireno, tendo CL47 degradado 80% deste HAP. Em meios em que o pireno foi a Unica

fonte de carbono a degradacao foi realizada apenas por BO7 (50%) e AA35 (63,7%).

0 1,2-benzoantraceno, em meio com adi¢do de extrato de levedura, ndo foi degradado pelas
linhagens BO6 e MM27. A maior degradagdo obtida em meio contendo extrato de levedura foi
apresentada pela linhagem CL47 (77,8%). Em meio sem extrato de levedura foi verificado somente

que as linhagens BO7 (60,3%) e AA35 (70,3%) apresentaram degradagéo.

As linhagens que mais se destacaram na degradacdo de todos os HAPs em meio com

extrato de levedura foram BO7, MM17 e CL47. Ja sem extrato de levedura foram BO7 e AA35.
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Muitos autores reportam a habilidade de bactérias que oxidam HAPs. As bactérias
Arthrobacter sp., Beijerinckia sp., Flavobacterium sp., Mycobacterium sp., Psedomonas putida, P.
cepacia, P. paucimobilis, Rhodococcus sp. Foram estudadas quanto a capacidade de degradarem

antraceno (EVANS et al., 1965; FOGHT; WESTLAKE, 1988).

Mahaffey e colaboradores (1988) estudaram a capacidade de Alcaligenes denitrificans,
Beijerinckia sp. E P. putida de oxidar 1,2-Benzoantraceno. A degradagéo de fenantreno também ja foi
estudada em diversas espécies como P. putida, P. paucimobilis, Pseudomonas sp.

(STRINGFELLOW; AITKEN, 1995).

Grund e colaboradores (1992) estudaram a degradagéo do naftaleno via salicilato e gentisato
em Rhodococcus sp. Esse mesmo microrganismo também foi estudado quanto a capacidade de

degradar pireno (WATER et al., 1991).

Estudos de degradacédo de benzo(a)pireno com eubactérias, realizados por Juhasz e Naidu
(2000), demonstraram que pode haver degradacdo do composto quando no meio de cultura é
adicionado outra fonte de carbono que ndo o HAP em questdo. Ye e colaboradores (1996)
observaram que a concentragdo de benzo(a)pireno reduziu em apenas 5% por Sphingomonas
paucimobilis apds 168 horas. Entretanto com o acréscimo de 100 mg.L-' de extrato de levedura no

meio houve uma remogéo de 40% do composto no mesmo periodo de incubagao.

Apesar de varios autores estudarem a capacidade de degradagéo de HAPs em bactérias nao

ha dados reportados em literatura sobre a degradacédo destes compostos em haloarquéias.
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Figura 4.14: Degradag&o do naftaleno sem acréscimo de extrato de levedura = ou com acréscimo de extrato
de levedura m, pelas linhagens de haloarquéias cultivadas por 168 h a 38,5 °C
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Figura 4.15: Degradagéo do fenantreno sem acréscimo de extrato de levedura = ou com acréscimo de extrato
de levedura m, pelas linhagens de haloarquéias cultivadas por 168 h a 38,5 °
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Figura 4.16: Degradagao do antraceno sem acréscimo de extrato de levedura = ou com acréscimo de extrato
de levedura m, pelas linhagens de haloarquéias cultivadas por 168 h a 38,5 °C
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Figura 4.17: Degradagéo do pireno sem acréscimo de extrato de levedura = ou com acréscimo de extrato de
levedura m, pelas linhagens de haloarquéias cultivadas por 168 h a 38,5 °C
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Figura 4.18: Degradagao do 1,2-benzoantraceno sem acréscimo de extrato de levedura = ou com acréscimo
de extrato de levedura m, pelas linhagens de haloarquéias cultivadas por 168 h a 38,5 °C

4.3.6 Identificagdo através da amplificacao do fragmento 16S do RNAr das linhagens

de haloarquéias

A identificagdo das linhagens de haloarquéias foi feita por analise de sequéncias do gene
RNA ribossomal 16S. A Figura 4.19 mostra a arvore filogenética construida.

A sequéncia parcial do gene RNA ribossomal 16S da linhagem CL47 isolada das Salinas de
Cahuil (Chile), em meio MM contendo 25% de sais apds enriquecimento em &cido p-hidroxibenzdico
(0,4 mM) como unica fonte de carbono (CUADROS-ORELLANA, 2003) apresentou entre 98% de
similaridade com seqUéncias de linhagens do género Haloferax, incluindo linhagens tipo. A
reconstrugao da arvore filogenética recuperou a linhagem CL47 num grupamento coeso com elevado
valor de boostrap (88%) com a linhagem tipo Haloferax sulfurifortis confirmando sua identificagéo.

A linhagem tipo Haloferax sulfurifontis foi isolada a partir de fontes ricas em sulfeto e enxofre

no sudoeste de Oklahoma-EUA (ELSHAHED et al., 2004). Membro da familia Halobacteriaceae s&o
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microrganismos dominantes em ecossistemas hipersalinos, incluindo salinas, Mar Morto e lagos
hipersalinos.

A sequéncia parcial do gene RNA ribossomal 16S das linhagens BO3, BO6 e B07 (isoladas
do Salar de Uyuni-Bolivia), PR13 (isolada de salinas de Cabo Rojo-Porto Rico), MM17 e MM27
(isoladas do Mar Morto-Israel e Jordania), AA31, AA35 e AA41 (isoladas do Green Lake-Arabia
Saudita) e CL51 (isolada a partir das Salinas de Cahuil-Chile) isoladas em meio MM contendo 25%
de sais e acido p-hidroxibenzéico (0,4 mM) como Unica fonte de carbono (CUADROS ORELLANA,
2003) apresentaram entre 96% e 98% de similaridade com linhagens do género Haloferax, incluindo
as linhagens tipo H. alexandrinus, H. volcanii, H. denitrificans, H. lucentensis, H. prahovense e H.
gibbonsii. A reconstrugao da arvore filogenética revelou um grupo formado pelas linhagens estudadas
alocado no género Haloferax, mas filogeticamentoe distante das espécies descritas e, portanto,
sendo as linhagens identificadas como Haloferax sp.

O género Haloferax foi descrito pela primeira vez por Torreblanca e colaboradores (1986).
Atualmente existem 8 espécies descritas Haloferax volcanii (MULLAKHANBHAI e LARSEN, 1975)
Haloferax mediterranei (RODRIGUEZ-VALERA et al. 1983), Haloferax denitrificans (TOMLINSON et
al. 1986), Haloferax gibbonsii (JUEZ et al. 1986), Haloferax gomorrae (OREN et al. 1995), Haloferax
lucentense (GUTIERREZ et al. 2004), Haloferax sulfurifontis (ELSHAHED et al. 2004) e Haloferax
prahovense (ENACHE et al. 2007). Este género é caracterizado pelo intenso pleomorfismo e pela
baixa requisi¢do de sal comparado com outros géneros da familia halobacteriaceae (ELSHAHED et

al. 2004).

A partir dos dados analisados pode-se verificar que todos os isolados pertencem ao género
Haloferax, a espécie Halobacterium volcanii € na verdade o mesmo que Haloferax volcanii. Este

resultado j& era esperado para os isolados analisados, j& que em analises anteriores de lipidios
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polares de membrana através de cromatografia de camada delgada realizados com 0s mesmos

isolados apresentaram estes resultados (CUADROS-

ORELLANA, 2003).

O fato de haver esta homogeneidade de género mesmo quando o isolamento foi realizado

em diferentes locais (Chile, Bolivia, Arabia Saudita, entre outros) pode estar relacionado ao meio de

cultivo utilizado para o isolamento descrito por Mevarech e Werczberger (1985), selecionando

preferencialmente espécies do género Haloferax devido a sua composigao salina.
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Figura 4.19: Andlise filogenética de parte da sequéncia do gene de RNAr 16S das linhagens de holoarquéias da colegao
do LSFM e microrganismos relacionados do género Haloferax. As distancias evolutivas foram baseadas no modelo
Kimura e a construgéo da &rvore filogenética a partir das distancias evolutivas foi feita pelo método de Neighbor-Join, com
valores de bootstrap calculados a partir de 1.000 re-amostragens. Os nimeros de acesso do Genbank estao listados apos
os nomes. Natronococcus occultus NCMB 2192 foi usada como outgroup
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Além dessas linhagens, uma haloarquéia isolada nos trabalhos realizados no Brasil de uma
salina em Arraial do Cabo-RJ (AR71), teve seu DNA extraido e foi realizada uma reacdo de PCR

utilizando-se os primers para amplificagéo do gene que codifica 0 RNAr 16S (Figura 4.20).

Figura 4.20: Gel de eletroforese contendo a reagdo de PCR para o 16S da haloarquéia AR71; 1) Marcador
ladder de 1kb; 2 a 5) reagdo de PCR contendo diferentes concentragdes de DNA (0,5 a 2,0 uL); 6) controle
positivo para reagao de PCR para o 16S da haloarquéia Halobacterium salinarium

A sequéncia parcial do gene RNA ribossomal 16S da linhagem AR71 isolada das Salinas de
Arraial do Cabo-RJ em meio MM contendo 25% de sais apds enriquecimento em &cido p-
hidroxibenzdico (0,4 mM) como unica fonte de carbono apresentou entre 98% de similaridade com a
sequéncia da linhagem Halosarcina pallida. A reconstrucdo da arvore filogenética recuperou a
linhagem CL47 num grupamento com valor de boostrap de 64% com a linhagem tipo H. pallida
confirmando sua identificacdo. A Figura 4.21 mostra a arvore filogenética construida.

A linhagem tipo H. pallida foi isolada a partir de fontes ricas em sulfeto e enxofre no sudoeste

de Oklahoma-EUA (SAVAGE et al., 2008).
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96 L Halosarcina sp. (EU887286)

Halogeometricum borinquense DSM 11551 (AF002984)
Natronococcus occultus NCMB 2192(Z28378)

0.01

Figura 4.21: Andlise filogenética de parte da sequéncia do gene de RNAr 16S da linhagem AR71 e
microrganismos relacionados. As distancias evolutivas foram baseadas no modelo Kimura e a construgéo da
arvore filogenética a partir das distancias evolutivas foi feita pelo método de Neighbor-Join, com valores de
bootstrap calculados a partir de 1.000 re-amostragens. Os numeros de acesso do Genbank estéo listados apds
os nomes. Natronococcus occultus NCMB 2192 foi usada como outgroup

4.3.7 Amplificagao dos genes de dioxigenases das haloarquéias por PCR

Reagbes de PCR para amplificagdo dos genes de dioxigenases foram estudadas para as
linhagens de haloarquéias. Os primers para a enzima catecol 1,2 dioxigenase e protocatecuato 3,4
dioxigenase foram os mesmos utilizados para a linhagem H. organivorans. Neste caso, 0s genes nao
foram amplificados. Dois fatores podem estar relacionados a este resultado: o primeiro pode ser que
0 gene para estas duas enzimas nédo esteja presente no genoma da haloarquéias estudadas. O
segundo fator pode estar relacionado aos primers terem sido construidos baseados em alinhamentos
de aminoécidos e nucleotideos de linhagens bacterianas dos géneros Pseudomonas, Halomonas e
Burkholderia, dessa forma, mesmo que estas dioxigenases estejam presentes em haloarquéias, seus

genes podem ter dominios conservados diferente dos genes de bactérias.
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As duas enzimas ndo foram encontradas nas haloarquéias estudadas neste projeto, o que
pode sugerir que a degradagéo de compostos aromaticos por esse microrganismo seja realizada por

outras rotas enzimaticas.

No caso da enzima gentisato 1,2-dioxigenase além do controle positivo utilizado (Haloferax
sp. D1227), apenas a alinhagem Halococcus morhuaea teve esse gene amplificado por PCR (Figura

4.22).

Figura 4.22: Gel de agarose com os produtos de PCR utilizando os primers para gentisato 1,2
dioxigenase (banda de 834 pb) 1 . Ladder (Invitrogen); 2. Haloferax sp. D1227 (controle positivo); 3. AR71;
4.BO7; 5. PR13; 6. MM17; 7. MM27; 8. AA31; 9. AA41; 10. Halococcus morhuae

Dados recentes obtidos por Fairley e colaboradores (2006) demonstraram a expresséo do
gene da gentisato 1,2-dioxigenase (gdoA) além de outros genes que codificam a putative coenzima A
(Coa)-sintetase subunidade (acdB) e a Coa-tioesterase (tieA) quando Haloferax sp. D1227 e

Haloarcula sp. D1 foram cultivadas em &cidos aromaticos. Na primeira linhagem o gene foi expresso
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durante o crescimento em benzoato, 3-hidroxibenzoato, cinamato e fenilpropionato, e ambos acdB e
tieA foram expressos durante o crescimento em benzoato, cinamato e fenilpropionato, mas nao
quando cultivados em 4-hidroxibenzoato (p-hidroxibenzdico). Entretanto, em Haloarcula sp. D1 gdoA
foi expressado durante o crescimento em 4-hidroxibenzoato, mas ndo em benzoato, e 0s outros
genes n&o foram expressos durante o crescimento em nenhum dos outros substratos aromaticos

testados.

Outro fator a ser ressaltado € que podem ainda existir outros genes ligados a degradagéo
destes compostos no dominio Archaea, pois 0s estudos nesta area séo bastante recentes com as
arquéias. Podendo, portanto ser ainda descobertas novas vias de degradagdo de compostos

aromaticos.
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4.4 Conclusoes

v

Quatro linhagens de haloarquéias apresentaram crescimento 6timo em acidos aromaticos
contendo extrato de levedura (BO6, AA31, AA41 e CL47), j& em meios contendo somente acidos

aromaticos, as linhagens AA35 e AA41 apresentaram crescimento classificado como bom;

A degradagdo dos éacidos aromaticos foi maior quando o meio ndo foi complementado com

extrato de levedura;

O acido p-hidroxibenzéico foi 0 composto de menor degradagéo quando comparado aos demais
acidos, e a linhagem AA35 apresentou os melhores resultados em meio sem acréscimo de

extrato de levedura (8,98%);

O acido benzoico foi degradado por todas as linhagens estudadas como Unica fonte de carbono,
e H. volcanii, apresentou os melhores resultados quando inoculada sem acréscimo de extrato de

levedura (28,32%);

O é&cido salicilico também foi degradado por todas as linhagens estudadas como Unica fonte de

carbono e o melhor resultado foi observado na linhagem CL47 (32,25%);

Quando inoculadas em HAPs acrescido de extrato de levedura as linhagens BO7, PR13, MM17,
MM27 e H. volcanii, apresentaram crescimento 6timo. Em meio sem extrato de levedura somente

a linhagem BOY apresentou bom crescimento;

As linhagens apresentaram maior degradagdo de HAPs quando inoculadas em meios acrescidos

com extrato de levedura;

O naftaleno foi melhor degradado pela linhagem H. volcanii (65,4%), j& em meios sem adi¢do de

fonte alternativa de carbono a linhagem BO7 degradou 50%.
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v

A linhagem AA35 a melhor degradagdo do antraceno nas duas condigdes avaliadas,

apresentando os resultados 76,9% e 75,9%, respectivamente;

O fenantreno foi melhor degradado em meio com extrato de levedura pela linhagem AA41

(88,4%), ja sem extrato a linhagem BO7 degradou 48% deste HAP;

A linhagem CL47 foi responsavel pela maior degradagéo do pireno em meio contendo extrato de
levedura (80%), a linhagem AA35% degradou 63,7% deste composto em meio sem extrato de

levedura;

0O 1,2-Benzoantraceno foi melhor degradado pelas linhagens CL47 (77,8%) e AA35 (70,3%), com

e sem extrato de levedura, respectivamente;

Sete novas linhagens foram isoladas de salinas brasileiras, seis de Arraial do Cabo-RJ e uma de
Nossa Senhora do Socorro-SE em meios contendo acido p-hidroxibenzoéico como principal fonte

de carbono;

A identificacdo através do sequenciamento do gene que codifica 0 RNAr 16S das linhagens de
haloarquéias da colegéo de culturas do LSFM, resultou num Unico género, Haloferax, sendo que

a linhagem CL47 apresentou 98% de similaridade com a linhagem tipo Haloferax sulfurifortis;

A linhagem isolada de Arraial do Cabo-RJ, AR71 apresentou 98% de similaridade com a

linhagem tipo Halosarcina pallida;

Apenas o isolado tipo Halococcus morhuaea possue o gene que codifica a enzima gentisato 1,2-

dioxigenase, dentre as haloarquéias estudadas.
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5 Degradacao de fenol por bactérias
halofilicas

5.1 Introdugao

Os compostos fendlicos apresentam grande toxicidade e sdo dificiimente degradados,
ocasionando graves problemas para a biota local e para a saude humana. Quando presentes em
aguas residuarias dificultam o processo de tratamento bioldgico, provocando duvidas devido a
possivel contaminagéo das aguas que abastecem a populagao (SILVA, et al., 2007).

Os fendis estdo presentes, nas mais diferentes concentracdes, em diversos tipos de aguas
residudrias, industriais, farmacéuticas e téxteis, de resinas e de papel, em efluentes de fundigdes de
metais e refinarias de petroleo, bem como em aguas residuarias de oficinas mecanicas e postos de
gasolina, onde ocorre despejo de poluentes toxicos no meio ambiente, sendo por isso, 0S maiores
poluentes dos efluentes industriais (BORGNE et al., 2008).

Diversos trabalhos tém estudado a degradagdo destes compostos por microrganismos
halofilicos, ja que compostos aromaticos freqientemente contaminam ambientes hipersalinos, como
lagos, solos, lagoas proximas a estuarios e rios e ambientes marinhos. Além disso, estudos
moleculares buscando enzimas responsaveis pela degradacgdo destes compostos também tém sido
realizados.

Neste trabalho foi estudada a capacidade de degradagéo do fenol por linhagens de bactérias
halofilicas, além da identifica¢cdo molecular destas e a busca por genes de degradacao de compostos

aromaticos.
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5.2 Material e metodologia
5.21 Linhagens utilizadas

Uma bactéria halofilica moderada Halomonas organivorans, gentilmente cedida pelo
“Laboratorio de Halofilos” (Faculdade de Farmacia — Universidade de Sevilha — Espanha), foi utilizada

em estudos de degradacdo e moleculares. As demais foram isoladas conforme descrito adiante.

5.2.2 Condigoes de cultivo e preservagao
5.2.2.1 Meio SW

Para a bactéria H. organivorans o meio utilizado foi o SW (sea water) constituido por uma
solucao de sais a 10% complementado com 0,5% de extrato de levedura. A solugdo de sais mantém
as proporgdes relativas a agua do mar, com uma ligeira diminuigdo nas concentracdes de CaCly e
NaHCOs para evitar a precipitagdo dos mesmos, os quais foram adicionados ap6s a autoclavagem
(cada um foi esterilizado separadamente). Para um meio SW 30% foram utilizadas as seguintes
quantidades de sais (g.L"): NaCl (234,0), MgCl> 6H20 (39,0) MgSO4 7H,0 (61,0), KCI (6,0 ), NaBr
(0,7), NaHCO3 (0,2), CaCl, 2H20 (1,0). Este meio foi entdo utilizado como base para meios de
concentragao de sais mais baixos, no caso de H. organivorans seréa utilizado o meio SW a 10% (Nieto

etal., 1989).
5.2.2.2 Meio HGM

O meio Halophile Growth Medium (HGM) descrito por Fairley e colaboradores (2002) foi
composto por: MgCl,.6H20 (19.5 g.L"), MgS04.7H20 (29,0 g.L"), CaCl2.2H20 (1,1 g.L"), KCI (6,0 g.L-

1), NaBr (0,5 g.L-1), (NH4)2S04 (10,0 g.L-"), NaCl (174,0 g.L-' ou 3 M).
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5.2.3 Isolamento de microrganismos de outros ambientes salinos

Foram realizadas coletas em uma salina na cidade de Huelva (Espanha) e em ambientes
salinos contaminados por efluentes contendo petréleo. As amostras foram inoculadas no meio HGM

descrito no item 5.2.2.2.

Foi acrescida também a solucdo de micronutrientes e de vitaminas (descritos nos itens
4221 e 4.22.2, respectivamente) . Como fonte de carbono foi utilizado a principio 2 mM de fenol,
podendo chegar a 3 mM. Foram feitos dois controles, o primeiro contendo o inculo, porém sem fonte

de carbono, e o outro contendo fenol sem indculo.

Apos trés transferéncias sucessivas, 50 uL do cultivo foram transferidos por espalhamento
em uma placa contendo o mesmo meio acrescido de 2% de agar. Coldnias foram estriadas em meio
solido com a mesma composi¢do e apds o crescimento foi verificada a pureza dos cultivos por
coloragdo de Gram. Foi realizada uma extracdo de DNA (segundo metodologia descrita no item
4.2.11.1) para que posteriormente, fosse realizada PCR para a amplificagdo do gene RNAr 16S e

subsequente identificagdo das linhagens isoladas.

5.24 Isolamento de microrganismos halofilicos presentes em agua de produgéo de

petréleo

A mesma metodologia descrita no item 5.2.3 foi utilizada para isolar microrganismos
halofilicos presentes na agua de producgéo de petréleo, utilizando fenol como unica fonte de carbono.
As amostras de agua utilizadas neste isolamento foram cedidas pela Petrobras em outubro de 2005 e

foram armazenadas a 10 °C no LSFM (UNICAMP).
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5.2.5 Identificagao das linhagens de bactérias halofilicas isoladas

A identificagdo das linhagens de bactérias foi feita através da anélise de sequéncia do RNA
ribossomal 16S conforme descrito no item 4.2.11.3 diferindo apenas os primers utilizados e as
condigdes de reagao de PCR. Os primers utilizados foram: 16F27 e 16R1488 (Lane, 1991), universais
para 0 Dominio Bacteria. A reagdo em cadeia da polimerase foi feita em um volume de 50 uL
contendo 5 pL de tampdo 10X com MgCl> (Eppendorf), 8 yL dNTP’s (desoxirribonucleotideos
trifosfatados), 2,0 uL de cada primer (diluidos 1:9 de agua MilliQ), 0,5 puL de Taq Polimerase
(Eppendorf), e 50-100 ng de DNA, nas seguintes condi¢bes: desnaturagdo 94 °C/5 min; 30 ciclos de
desnaturagdo 94 °C/1 min, anelamento 55 °C/1 min, extensdo 72 °C/3 min; extensao final 72 °C/3
min. O produto amplificado foi analisado em gel de agarose a 1% usando um marcador de peso
molecular DNA Ladder de 1 Kb para confirmar o tamanho do fragmento.

O produto amplificado foi seqiienciado em sequenciador automatico modelo 3100 (Applied
Biosystems) segundo o protocolo do fabricante.

O sequenciamento do produto de PCR, a comparagdo das sequéncias de DNA com o banco
de dados e a construgdo da arvore filogenética seguiram os itens 4.2.11.4, 4.2.11.5 e 4.2.11.6,

respectivamente.

5.2.6 Crescimento de bactérias halofilicas em fenol

As trés linhagens de bactérias halofilicas (uma isolada em Huelva-ES, a segunda isolada a
partir de amostras de agua de produgao de petroleo e H. organivorans), foram pré-inoculadas em um
meio HGM 10% acrescido de 0,3% de extrato de levedura, as células foram centrifugadas a 3.000 g,
por 15 minutos a 5 °C. Essas células foram ressuspendidas no mesmo meio e inoculadas para uma

DOego inicial de 0,05 em um novo meio HGM 10%, contendo 3 mM de fenol como Unica fonte de
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carbono. Os frascos Erlenmeyrs foram incubados a 150 rpm e 37 °C. Aliquotas foram retiradas

diariamente a partir do tempo zero para medida de DOgoo € medida de degradagéo por CLAE.

5.2.7 Degradagao de fenol por bactérias halofilicas

As amostras coletadas a partir do crescimento das trés linhagens estudadas foram
centrifugadas a 3.000 g, por 15 minutos a 5 °C. O sobrenadante foi diretamente utilizado para analise
de degradacéo do fenol. Foi utilizado um sistema isocratico de fase-reversa em CLAE (cromatdgrafo
liquido Shimadzu, modelo LC-6A, com detector UV-Vis). Uma coluna C18 (150x4,6 mm) foi utilizada.
Como fase movel foi utilizado metanol : agua : acido acético (500 :500 : 2, v/viv), vazéo 0,6 mL/min,

volume de injecdo 20 ulL e detector de absorbancia ajustado a 280 nm (CHO et al., 1998).

5.2.8 Produgao de biossurfactantes por bactérias halofilicas
5.2.8.1 Emulsificagao

Os cultivos das trés linhagens de bactérias halofilicas, contendo 3 mM de fenol, em fase
estacionaria de crescimento, foram centrifugadas. Para a realizagdo de atividade de biossurfactante,
foram adicionados a tubos de ensaio 2,0 mL de tolueno em 3,5 mL do caldo, leu-se a absorbancia em
espectrofotometro a 610 nm. A seguir o material foi colocado sob vigorasa agitacdo, durante 1
minuto, deixando-se em repouso por uma hora; ap6s esse tempo uma nova leitura foi efetuada. O
calculo da produgéo de biossurfactante corresponde a diferenga entre o valor obtido ap6s a agitagéo
dos tubos e antes da agitagdo. Apds 24 horas decorridas da agitagdo dos tubos, foi verificada a
medida do halo formado, através de régua milimetrada, observando-se também a variagdo de
compactagdo de bolhas. Todos os valores tiveram descontado seu respectivo controle (FEIJO;

DURRANT, 2001).
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5.2.3.1 Tensao superficial

Foi realizada através da determinagédo da tens&o superficial do biossurfactante. A anélise foi
feita em tensidmetro Kriiss pelo método de Du Nouy utilizando-se 10 mL de cada sobrenadante a 20

°C, previamente centrifugado para eliminagao de células a 3.000 g, 5 °C por 15 minutos.

5.2.4 Identificagdo das linhagens de bactérias halofilicas
Este item foi realizado seguindo a mesma metodologia que a utilizada para identificagdo de
haloarquéias (itens 4.2.12 a 4.2.18), diferindo apenas com relagdo aos primers utilizados. Para a

amplificagdo do gene RNAr 16S de bactérias foram utilizados os primers universais 16F27 e

16R1488.

5.2.5 Amplificagdo de genes catabdlicos em bactérias halofilicas

A determinagao da presenca de genes catabdlicos de interesse foi realizada utilizando-se a

mesma metodologia descrita no item 4.2.12.
5.2.5.1 Clonagem de fragmentos de PCR

Algumas bandas interessantes amplificadas foram extraidas do gel de agarose utilizando o kit
Perfectprep Gel Cleanup® (Eppendorf), purificada e clonada utilizando o kit de clonagem pGEM-T®
(Promega), segundo orientagdes dos fabricantes. Os clones foram seqUenciados como descrito no

417 e4.18.

Os fragmentos clonados serdo futuramente utilizados pelos pesquisadores do “Laboratério de
Haldfilos” Sevillha-ES, como sondas para hibridizagdo DNA-DNA utilizando como marcador a

dioxigenina apds o término da construgao da biblioteca genémica de H. organivorans.
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5.3 Resultados e discussao
5.3.1 Isolamento de microrganismos de outros ambientes salinos

A partir das coletas realizadas em Huelva-Espanha, foi isolada uma linhagem a partir de
amostras coletadas em uma marisma proxima a uma zona industrial da cidade. Este isolado foi

denominado HU.

Outra linhagem foi isolada a partir de amostras de agua de produgéo cedida pela Petrobrés.

Este isolado foi denominado AP.

A Figura 5.1 mostra os cultivos realizados com amostras de Huelva apos trés repiques

sucessivos dos meios contendo 2 mM de fenol

Figura 5.1: Crescimento de microrganismos halofilicos isolados de amostras de Huelva-Espanha

5.3.2 ldentificagao das bactérias halofilicas isoladas

A identificacdo das linhagens de bactérias foi feita por analise de sequéncias do

gene RNA ribossomal 16S. Na Figura 5.2 sdo observados os géis com as bandas amplificadas.
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Figura 5.2: Amplificacdo do gene RNAr 16 S das linhagens de bactérias halofilicas; A) Bactéria isolada em
Huelva-ES; B) Bactéria isolada de agua de produgéo; C) H. organivorans (controles positivos); L) DNA Ladder
1 Kb

A sequéncia parcial do gene RNA ribossomal 16S da linhagem isolada de agua de produgéo,
em meio HGM contendo 15% de sais ap6s enriquecimento em fenol (2,0 mM) como Unica fonte de
carbono apresentou 95% de similaridade com sequéncias da linhagem tipo Arhodomonas aquaeolei.
A construgdo da arvore filogenética recuperou esta linhagem num grupamento coeso com elevado
valor de boostrap (93%) com a linhagem tipo A. aquaeolei confirmando sua identificacdo. A Figura

5.3 mostra a arvore filogenética construida.

A linhagem tipo Arhodomonas aquaeolei (Unica espécie do género) foi também isolada a
partir de agua de produgao de petrdleo proveniente de pogos no sudeste de Vassar Vertz Sand Unit
in Payne County, Okla (ADKINS et al., 1993).

A sequéncia parcial do gene RNA ribossomal 16S da linhagem isolada nas marismas de
Huelva (Espanha), em meio HGM contendo 15% de sais ap6s enriquecimento em fenol (2,0 mM)
como unica fonte de carbono apresentou 96% de similaridade com sequéncias da linhagem tipo

Modicisalibacter tunisiensis. A reconstrugdo da arvore filogenética recuperou esta linhagem num
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grupamento coeso com elevado valor de boostrap (100%) com a linhagem tipo M. tunisiensis

confirmando sua identificacao.

A linhagem tipo Modicisalibacter tunisiensis (Unica espécie do género) foi isolada a partir de
amostras de injecdo de agua em jazidas de petrdleo localizadas na é&rea Sidi Litayem

proximo de Sfax-Tunisia (GAM et al., 2007).

g |Chromohalobacter salexigens DSM 3043 (CP000285)

9
99 | Chromohalobacter marismortui GSP58 (AY505516)

39 L C.marismortui ATCC 17056-T (X87219)
(4 Modicisalibacter tunisiensis LIT2 (DQ641495)
68

100 | HU
—L,i H.desiderata X92417
100

64l Chromohalobacter sp. (AB305294)

I Halomonas sp. (AM990844)
99l H.salina (X87217)

AF114783

EU308280

99

AP

100
93| Arhodomonas aquaeolei (M26631)

Salicola marasensis 7Sm7 (gDQ087260)

0.01

Figura 5.3: Andlise filogenética de parte da sequéncia do gene de RNAr 16S das linhagens de bactérias
haloilicas HU e AP e microrganismos relacionados. As distancias evolutivas foram baseadas no modelo
Kimura e a construgdo da arvore filogenética a partir das distancias evolutivas foi feita pelo método de
Neighbor-Join, com valores de bootstrap calculados a partir de 1.000 re-amostragens. Os nimeros de acesso
do Genbank estéo listados apds os nomes. Salicola marasensis 7Sm7 foi usada como outgroup

5.3.3 Crescimento de bactérias halofilicas em fenol

O crescimento de trés espécies de bactérias halofilicas em fenol, como unica fonte de

carbono e energia, foi avaliado. A DOeoo foi monitorada durante 192 horas. A linhagem HU
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apresentou o crescimento mais rapido atingindo a DOsoo 0,293 em 43 horas. O melhor crescimento foi
apresentado pela linhagem AP(DOeoo 0,316 em 144 horas). Os resultados sdo mostrados na Tabela
5.1. A Figura 5.4 mostra a os controles sem fenol e os meio contendo fenol e a diferenca visual de
turbidez dos meios.

Tabela 5.1: Crescimento das bactérias halofilicas em fenol como Unica fonte de carbono e energia
D.0 em diferentes tempos de cultivo (horas)

Linhagens 0 18 26 43 65 72 9% 120 144 192
HU 0026 0191 0244 0293 0227 0234 0211 0166 0160 0158
AP 0036 0044 0067 0123 0475 0193 0261 0304 0316 0300

H. organivorans 0,038 0,108 0,123 0,164 0201 0,203 0206 0210 0,226 0,210

Figura 5.4: Crescimento das bactérias halofilicas em fenol;(1) e (2) linhagem inoculada em meio HGM 10%, 3
mM de fenol e solugéo de vitaminas; (3) controle contendo meio HGM 10%, 3 mM de fenol e solugéo de
vitaminas; (4) e (5) linhagem inoculada em meio HGM 10%, contendo solugdo de vitaminas e sem fenol. (A)
AP T 0 hora; (A") AP T 144 horas. (B) HU T 0 hora; (B") HU T 144 horas; (C) H. organivoras T 0 hora; (C') H.
organivorans T 144 horas.
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5.3.4 Degradacao de fenol por bactérias halofilicas

A degradacéo do fenol foi observada nas trés linhagens (Tabela 5.2). A linhagem HU foi a
que apresentou o melhor resultado de degradagéo em 26 horas 89,1% de fenol. Apés 120 horas
houve desaparecimento total do fenol como pode ser observado na Figura 5.5. A linhagem AP

degradou 87,6% do fenol em 192 horas e H. organivorans degradou 74,6% em 192 horas.

Tabela 5.2: Porcentagem de degradagao do fenol pelas bactérias halofilicas

Degradagao do fenol em diferentes tempos de cultivo (horas)

SULGE 0 18 26 43 6h 72 9 120 144 192
HU 00 581 891 973 995 999 999 1000 1000 1000
AP 00 278 278 432 647 650 674 769 843 876

H. organivorans 0,0 21,1 38,9 59,6 449 574 62,1 68,1 68,5 74,6
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Figura 5.5: Cromatogramas demostrando a degradacgéo do fenol. A) HU apds 26 h de incubagao; B) HU ap6s
72 h de incubagéo; C) AP apds 72 h de incubagao; D) H. organivorans apds 72 h de incubagéo; D) Controle
contendo fenol sem indculo de microrganismos ap6s 72 h de incubagéo.
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Nas Figuras 5.6, 5.7 e 5.8 podem ser observadas as degradagdes do fenol em fung¢éo do

crescimento bacteriano.
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Figura 5.6: Crescimento da linhagem HU e degradagao do fenol ( —m— degradacéo, --fll--- crescimento)
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Figura 5.7: Crescimento da linhagem HU e degradagao do fenol ( —— degradagao, -l crescimento)
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Figura 5.8: Crescimento da linhagem H. organivorans e degradagéo do fenol ( —lll— degradagdo, -}
crescimento).

Segundo Hinteregger e Streichsbier (1997), a degradacdo de compostos tdxicos e
recalcitrantes por microrganismos halotolerantes ou halofilicos é de grande importancia, j& que,
existem muitos efluentes toxicos com alta salinidade o que dificulta a degradagéo por mesofilicos.
Além disso, métodos de tratamento desses residuos realizados apds a diluicdo do efluente e
utilizacdo de mesofilicos ndo € vantajosa em seus resultados na degradacéo, tanto sob o ponto de

vista econdmico como ambiental.

Em ambientes ndo halofilicos a degradagcdo de compostos tdxicos aromaticos € bem
conhecida, ja em ambientes salinos poucos estudos foram realizados. Uma bactéria néo identificada

isolada do “Great Salt Lake” degradou hexadecano em concentragdes de sal maiores que 20%

(WARD; BROCK, 1978).

Em 2005, Garcia e colaboradores estudaram 322 isolados de quatro diferentes ambientes

salinos da Espanha — Estuério de Huelva, Isla Bacuta, Isla Cristina e San Fernando. Estes isolados
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foram estudados quanto a capacidade de crescer em diferentes compostos aromaticos como: acido
benzoico, acido p-hidroxibenzoico, acido cindmico, acido salicilico, &cido fenilacético, acido
fenilpropidnico, fenol, acido p-coumarico, acido ferrdlico, acido aminosalicilico. Destes isolados, 32
foram capazes de crescer em fenol como Unica fonte de carbono, dentre eles a espécie descrita pelo
mesmo grupo em 2004 denominada Halomonas organivorans a qual foi gentilmente cedida e utilizada

neste trabalho (GARCIA et al., 2004).

Alva e Peyton (2003) reportaram que fenol e catecol foram degradados pela bactéria
haloalcalinofilica Halomonas campisalis. Esta bactéria foi capaz de crescer em presenca de fenol
como Unica fonte de carbono e energia em um pH variando entre 8 e 11 e 0 a 150 g.L-* NaCL. Neste

estudo o fenol foi mineralizado a CO..

5.3.5 Producgao de biossurfactantes por bactérias halofilicas

A atividade biossurfactante foi determinada apds os cultivos das bactérias halofilicas em
meio HGM 10% contendo 3 mM de fenol. Observa-se na Tabela 5.3 que apesar da redugédo da
tensdo superficial ter sido baixa, os microrganismos em presenga de fenol como Unica fonte de
carbono apresentaram maior redugdo da tensdo superficial comparando-se com os controles sem

adicao de fenol.
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Tabela 5.3: Medida de tensdo superficial, emulsifcacdo e formagdo de halo em
cultivos de bactérias halofilicas contendo ou ndo 3 mM de fenol como Unica fonte de

carbono

Linhagem rensdo Superfcl EMUISEZGE o (mm)
AP Fenol 69,79 0,07 1,00

AP Controle 72,00 0,06 1,00

HU Fenol 61,25 0,21 1,00

HU Controle 68,75 0,09 1,00

H. organivorans Fenol 62,75 0,14 1,00

H. organivorans Controle 71,95 0,05 1,00
Controle Fenol 70,90 0,04 1,00

Verifica-se que a linhagem HU reduziu sua tensado de 68,75 mN/m (controle sem fenol)
para 61,25 mN/m. O perfil apresentado pela linhagem H. organivorans foi bastante semelhante,
reduzindo sua tensdo de 71,95 mN/m (controle sem fenol) para 62,75 mN/m. A linhagem AP reduziu
sua tensdo de 72,00 mN/m para 69,79 mN/m. Ap6s a emulsificagdo utilizando tolueno o perfil
apresentado na redugdo da tensdo superficial foi repetido, neste caso as diferengas obtidas sdo
observadas na linhagem HU, a qual apresenta uma DO de 0,21 em fenol e 0,09 no controle (Tabela
5.3). A linhagem H. organivorans quando crescida em fenol apresentou uma DO de 0,14, enquanto
que seu controle apresentou 0,05. Uma pequena diferenga entre o crescimento em fenol e no
controle foi obtida quando a linhagem AP foi analisada, 0,07 e 0,06, respectivamente. Quando a
formacao do halo foi medida apds 24 horas da agitagdo da emulsdo, nao houve diferengas, sendo

que todas as determinagdes resultaram em 1,00 mm.

Apesar de os resultados apresentados n&o terem sido satisfatorios, ou seja, néo
apresentando alta atividade surfactante e emulsificante, conforme verificado por Banat e
colaboradores (2000), a fonte de carbono utilizada para medir a atividade surfactante pode nao ter

propiciado a sintese destes compostos.
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Até o momento, poucos estudos tém sido desenvolvidos com o objetivo de avaliar a produgao
de biossurfactantes por microrganismos halofilicos. Porém segundo Cameotra e Makkar (1998),
biopolimeros como os biossurfactantes secretados por halofilicos possuem alta estabilidade e podem
ter aplicacdo na industria de petréleo. Um estudo realizado com a linhagem Bacillus licheniformis
(isolado BAS 50), foi capaz de produzir surfactantes lipopeptideos quando cultivada em substratos

com salinidades maiores do que 13% de NaCl (Yakimov et al., 1995).

Trebbau e Mclnemey (1996) estudaram a produgdo de bioemulsificantes por
Methanobacterium thermoautotrophicum 0s quais permaneceram ativos entre pH 5-10 e em uma

salinidade de mais de 200 g.L".

5.3.6 Amplificagdo de genes catabdlicos

Os genes das enzimas catecol 1,2 dioxigenase e de protocatechuato 3,4 dioxigenase foram
amplificados pelos primers degenerados descritos por Garcia e colaboradores (2005). Neste caso, 0s

dois genes foram amplificados nas trés linhagens estudadas como mostra a Figura 5.9.

117



Figura 5.9: Amplificagdo dos genes das dioxigenases A) Catecol 1,2 dioxigenase (Banda de 414 pb) (1
2 H. organivorans, 3 e 4 AP; 5 e 6 HU);B) Protocatechuato 3,4 dioxigenase (Banda de 330 pb) (1
organivorans, 2 AP; 3 HU)

e
H.

5.3.7 Clonagem de fragmentos de PCR de Halomonas organivorans

Apos a amplificagéo dos genes as bandas de H. organivorans dos dois géis foram recortadas
utilizando-se o kit Perfectprep Gel Cleanup® (Eppendorf), dessa forma, o DNA foi utilizado para
clonagem dos fragmentos utilizandos-se o kit de clonagem pGEM-T® (Promega). Os dois kits foram

utilizados de acordo com as instrugdes dos fabricantes (Figura 5.10).

Os clones tiveram seu DNA plasmidial extraido com o kit de extragao plasmidial “wizard plus
sv minipreps DNA purification system” (Promega). As amostras foram entéo digeridas pela enzima de
restricdo EcoRl, e assim, foi constatado que os fragmentos clonados poderiam pertencer ao gene das

duas enzimas estudadas.
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Figura 5.10: Gel de eletroforese dos clones dos genes de catecol 1,2 dioxigenase (1,2 CTD) e
protocatecuato 3,4 dioxigenase (3,4 PCD)

As amostras foram enviadas para sequenciamento e a partir dos nucleotideos seqlienciados
foi realizado um BLAST com a sequéncia e constado que estas pertenciam as enzimas catecol 1,2

dioxigenase e protocatecuato 3,4 dioxigenase (Tabelas 5.4 € 5.5).

Tabela 5.4: Resultado do BLAST realizado a partir da seqliéncia clonada do gene de catecol 1,2 dioxigenase
Numero de

A Descrigao E value Max ident

cesso

AB286709 Uncultureq bacterium C120 gene for catechol 1,2-dioxygenase, partial 03 78%
cds, clone: 131-N
Pseudomonas stutzeri partial catA gene for catechol 1,2-dioxygenase, 7 0

AJBTTO0 " train DSM 50238 dett T6%

AJG17523 Pseudomonas stutzeri partial catA gene for catechol 1,2-dioxygenase, 025 77%
isolate AN11

AJ880094 Pseudomonas chloritidismutans partial catA gene for catechol 1,2- 0625 77%
dioxygenase

AJG17524 Pseudomonas stutzeri partial catA gene for catechol 1,2-dioxygenase, 7625 77%
isolate LSMN2

CP000489 Paracoccus denitrificans PD1222 chromosome 1, complete genome de2 72%
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Tabela 5.5: Resultado do BLAST realizado a partir da seqliéncia clonada do gene de Protocatecuato 3,4
dioxigenase

Numero de . x .
ACesso Descri¢ao value Max ident

CP000137  Rhizobium etli CFN 42 plasmid p42e, complete sequence 2e® 80%

DQ318099 Uncultured bacterium clone EP36 protocatechuate 3,4-dioxygenase 8e2 75%
beta subunit (pcaH) gene, partial cds

DQ318060 Uncultured bacterium clone EP46 protocatechuate 3,4-dioxygenase 3628 77%
beta subunit (pcaH) gene, partial cds

DQ318103 Uncultured bacterium clone EP38 protocatechuate 3,4-dioxygenase 167 75%
beta subunit (pcaH) gene, partial cds

DQ318098 Uncultured bacterium clone AFS protocatechuate 3,4-dioxygenase 4o 75%
beta subunit (pcaH) gene, partial cds

DQ318096 Uncultured bacterium clone EP15 protocatechuate 3,4-dioxygenase 4o 75%

beta subunit (pcaH) gene, partial cds
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5.4 Conclusoes

As linhagens de bactérias halofilicas AP, HU e H. organivorans cresceram em fenol como
unica fonte de carbono em 5 dias. A melhor degradagao do fenol foi realizada pela linhagem

HU (100%);
A linhagem HU foi a que mais produziu biossurfactantes;

A linhagem HU isolada de um ambiente salino contaminado com petroleo em Huelva-
Espanha, tendo crescido em 3 mM de fenol como Unica fonte de carbono, foi identificada

através do sequenciamento do gene RNAr 16S como Modicisalibacter tunisiensis;

A agua de producéo foi utilizada como fonte de inoculo, da qual foi isolada a linhagem AP em
meio contendo como Unica fonte de carbono 3 mM de fenol e foi identificada através do

sequenciamento do gene RNAr 16S como Arhodomonas aquaeolei;

Além de H. organivorans, as linhagens HU e AP também possuem o gene que codifica as

enzimas catecol 1,2-dioxigenase e protocatecuato 3,4-dioxigenase;

Os genes de catecol 1,2 dioxigenase e protocatecuato 3,4 dioxigenase de H. organivorans,

foram clonados.
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6 Biorremedia¢ado da agua de produgado de
petroleo por microrganismos halofilicos

6.1 Introdugao

Hidrocarbonetos de petroleo séo a origem da poluigdo da maioria dos ecossistemas.
Atmosfera, solo, &guas superficiais e subterrdneas, e ambientes marinhos s&o continuamente
afetados pela poluicdo produzida durante a extracao, refino, transporte e uso do petréleo. Este é o
motivo pelo qual se encontram muitos estudos a respeito da biodegradagdo de hidrocarbonetos por
microrganismos marinhos. Entretanto, informagdes sobre a degradagdo destes compostos em
ambientes hipersalinos sé@o muito escassas. Estudos de biorremediagdo se fazem necessarios ja que
salinas sdo contaminadas por petréleo, além destes estarem contidos nos efluentes industriais
salinos (BORGNE et al., 2008).

A produgéo de petrdleo e gas normalmente € acompanhada de significativa produgao de
agua. Esta agua é produzida tanto em operagdes onshore quanto offshore e é considerada o rejeito
de maior volume em todo o processo de exploracdo e produgdo do petréleo. Agua de produgdo
consiste basicamente de agua de formagdo, naturalmente presente no reservatorio, aguas
previamente injetadas no reservatério, e/ou, no caso de produgdo de gas, aguas de condensagao.
Sua composicao pode variar amplamente, dependendo da origem, mas os componentes basicos sao
0 Oleo cru, metais pesados, salinidade elevada, produtos injetados e de corrosdo e compostos
radioativos. Estes conferem altas concentragdes de DQO, de DBO, de soélidos suspensos, entre
outros, representando uma séria ameaga ao meio ambiente.

Aqui foi avaliada a capacidade dos microrganismos estudados em tratar a agua de produgao

de petroleo.
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6.2 Material e metodologia
6.2.1 Biorremediagdo da agua produzida em extragao de petréleo por haloarquéias

As amostras de agua de produgé@o em extracéo de petréleo foram adquiridas na Petrobras de
S&o Sebastiao-SP e utilizadas para avaliar a redugdo da DQO. As medidas foram realizadas ap6s o
indculo das linhagens de haloarquéias. Além do tratamento bioldgico, outro tratamento quimico
utilizados atualmente por industrias petroliferas foram testados para a reducdo dos compostos

organicos desse efluente.

Uma fragdo de 40 mL de cultura das linhagens de haloarquéias crescidas em meio MM e
0,3% de extrato de levedura por 168 horas, foram centrifugadas a 3000 g, a 5 °C, por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 4 mL de agua de produgéo de
petroleo (esterilizada em autoclave por 15 minutos a 121 °C) e inoculadas em 100 mL de agua de
producéo de petréleo estéril (autoclavada por 15 minutos a 121 °C e 1 atm), ou bruta, por 168 horas,
a 38,0 °C, a 150 rpm. Foi utilizado como controle um meio estéril e um bruto os quais foram
colocados nas mesmas condigdes dos meios inoculados. Foi feito também um meio (estéril e bruto)
sem células no qual foram adicionados 2,0 mL de perdxido de hidrogénio 20%, que foi incubado pelo

mesmo periodo e nas mesmas condigdes.

6.2.2 Analise da demanda quimica de oxigénio

A degradacéo foi avaliada pela determinagéo da reducdo de demanda quimica de oxigénio
(DQO). Foram utilizadas amostras das culturas e do efluente bruto, sendo estes centrifugadas (3000
g por 15 minutos a 5 °C) e congeladas a —20 °C apds o crescimento dos isolados. Para cada amostra

de 2,0 mL de efluente acondicionado em tubo de rosca, foram adicionados 0,04 a 0,05 g de sulfato de
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mercurio, 0,5 mL de dicromato de potassio 1,0 N e 2,5 mL de &cido sulfurico concentrado com sulfato
de prata, que ficaram sob fluxo por 2 horas a 150 °C. Apds resfriamento, foi realizada a leitura em

espectrofotometro Hach, modelo DR-2000 (cédigo 440).

Como o principal interferente da DQO s&o os cloretos presentes na amostra e agua de
producédo possui cerca de 100 g de NaCl por litro de agua, foi realizada uma reagdo com nitrato de
prata para diminuir a quantidade de cloretos na amostra. Por calculo estequiométrico, encontrou-se
que seria necessario a adigdo de 2,6 g de nitrato de prata a cada 6 mL de amostra. A amostra foi
agitada por 1 minuto e entdo centrifugada por 1 minuto a 2.000 g. O sobrenadante foi retirado para

analise.

6.2.3 Biorremediagdo da agua produzida em extragdo de petrdleo por bactérias

halofilicas e consorcios microbianos

As trés linhagens de bactérias halofilicas — H. organivorans, HU e AP -, foram utilizadas como
indculo para a biorremediacdo da agua de produgéo. Neste caso, os indculos foram realizados para
uma DOgoo de aproximadamente 0,050, a partir de células crescidas, centrifugadas e ressuspendidas

em meio salino (10%). Os frascos Erlenmeyrs foram incubados a 37 °C, por 6 dias a 150 rpm.

Além das linhagens inoculadas individualmente foi elaborado um consorcio microbiano,

composto das trés bactérias. O restante do experimento seguiu a mesma metodologia do item 6.2.2.

6.2.4 Produgéo de Biossurfactantes em Agua Produzida na Extragdo de Petréleo

A producéo de biossurfactantes em agua produzida foi realizada segundo o item 5.2.7.
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6.3 Resultados e discussao
6.3.1 Biorremediacao da agua produzida em extragado de petréleo por haloarquéias

A partir dos resultados obtidos através da DQO do efluente bruto (DQO inicial) e dos tratados
com as diferentes linhagens de haloarquéias, agitacao e adi¢ao peroxido de hidrogénio, foi calculada
a porcentagem de reducdo da DQO (Tabela 6.1). Todas as linhagens e tratamentos (somente
agitacdo ou adicdo de peréxido de hidrogénio e agitacdo) reduziram a DQO pelo menos 12,9%
quando os meios ndo foram esterilizados em autoclave, sendo a redugdo méxima obtida com a
linhagem AA31 (87,4%). E interessante ressaltar que um dos tratamentos utilizados atualmente pela
industria do petroleo para redugdo da carga orgénica do efluente é a adicdo de perdxido de

hidrogénio. Neste caso a reducéo foi inferior a outros tratamentos utilizados neste estudo (25,7%).

Tabela 6.1: Redugao da DQO pelas linhagens de haloarquéias em
meio bruto ou esterilizado

Reducdao daDQO (%)  Redugao da DQO (%)

Linhagem . - . s
em meio nao estéril em meio estéril
BO3 38,3 50,7
BO6 71,1 67,2
BO7 34,1 57,5
PR13 65,9 66,4
MM17 12,9 38,6
MM27 68,2 53,8
AA3 874 73,8
AA35 66,1 48,8
AA41 59,3 475
CL47 73,2 50,1
H. volcanii 34,4 25,2
H.0; 25,7 23,1
Agitado 20,2 18,00

Quando o efluente foi esterilizado todas as linhagens também reduziram a DQO pelo menos

em 18% e novamente a linhagem AA31 foi a responsavel pela maior redugdo da DQO (73,8%)
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(Tabela 6.1). Além disso, o tratamento somente com perdxido nao foi tao efetivo quanto o tratamento
com as diferentes linhagens de haloarquéias. De maneira geral a redugdo da DQO foi maior quando
as linhagens foram inoculadas em meios nédo estéreis, podendo isso ser devido a atuacdo dos
microrganismos ja presentes no efluente antes do indculo. Um gréfico comparando a redugéo da

DQO esta representado na Figura 6.1.
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Figura 6.1: Eficiéncia da redugdo da DQO em efluente mesterilizado ou m bruto por linhagens de
haloarquéias e outros tratamentos

Woolard e Irvine (1995) estudaram a capacidade de haloarquéias e halobactérias para
degradar efluentes sintetizados em laboratério com salinidade e componentes semelhantes aos da
agua de producdo como fenol. Apds a tentativa de isolar microrganismos em salinidades altas
verificaram que somente halobactérias e haloarquéias foram capazes de crescer em meios com

salinidade semelhante ao da agua de produgao e, além disso, de degradarem o fenol.
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6.3.2 Biorremediagdo da agua produzida em extragdo de petrdleo por bactérias

halofilicas e consdrcios microbianos

A partir dos resultados obtidos através da DQO do efluente bruto (DQO inicial) e dos tratados
com as diferentes linhagens de bactérias halofilicas, consércios microbianos, agitagdo e adigéo
peroxido de hidrogénio, foi calculada a porcentagem de redugdo da DQO (Tabela 6.2). Todos os
tratamentos reduziram a DQO em no minimo 40,52%, quando o efluente néo foi esterilizado. Neste
caso o melhor resultado foi apresentado pela linhagem H. organivorans (89,51%), seguido pelas

linhagens A. aquaeolei e M. tunisiensis (80,81% e 80,37%, respectivamente).

Tabela 6.2: Reducdo da DQO pelas linhagens de bactérias halofilicas,
consorcios e outros tratamentos em meio bruto ou esterilizado

Tratamento Redugdo DQO (%) Bruto ~ Redugao DQO (%) Estéril
Trat. Petrob 15,68 -

A. aquaeolei 80,81 47,95

M. tunisiensis 80,37 53,53

H. organivorans 89,51 66,54
Consorcio 79,18 52,49

Agitado 64,08 10,78

Peroxido 40,52 22,23

Quando o efluente foi esterilizado o resultado menos relevante foi 0 alcangado através da
agitacdo (10,78%), o que seria esperado ja que, a partir do momento que este foi esterilizado ndo
existem microrganismos para degradar os compostos organicos. Esta pequena porcentagem de
degradagdo pode ser devido a fotodegradacdo. O melhor resultado foi observado também pela
linhagem H. organivorans (66,54%), seguido pela linhagem M. tunisiensis e o consorcio (53,53% e

52,49%) (Tabela 6.2).

De modo geral, quando o efluente nao foi esterilizado a redugdo da DQO foi superior, isto se

deve provavelmente a atuagdo da microbiota natural deste tipo de residuo, ou entdo, a
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microrganismos ja adaptados que tenham contaminado o efluente na sua formag&o, transporte ou

armazenamento (Figura 6.2).

Estes resultados foram comparados com a DQO do efluente bruto (1345 mg.L-). A titulo de
comparagéo o efluente tratado pela Petrobras foi fornecido para algumas anélises e a redugao da
DQO neste caso foi de apenas 15,68%. Segundo o Engenheiro da Petrobras Mauricio Grimaldi
através de comunicagéo informal, o tratamento que é realizado pela Petrobras é apenas quimico, ndo

existindo nenhuma fase bioldgica.

Reducao da DQO (%)
" —

® 0 &P &
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& ©

Tratamento

Figura 6.2: Eficiéncia da reducdo da DQO em efluente m bruto ou mesterilizado por linhagens de bactérias
halofilicas, consorcios microbianos e outros tratamentos

Segundo Grimaldi (2007), o tratamento da &gua de produgdo realizado pela Petrobras,
segue os seguintes passos: (1) agua passa por um flotador com a adi¢do de polieletrolito para

retirada de 6leos e graxas; (2) segue para um tanque com adigdo de perdxido de hidrogénio para
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eliminagéo de sulfetos; (3) segue para outro tanque que reduz o pH com &acido sulfurico, adi¢éo de
sulfato ferroso como catalisador e recebe perdxido para redugéo dos fendis e apds esse tratamento

(4) é neutralizado e segue para o emissario.

Muitos estudos foram realizados utilizando consorcios microbianos, pois geralmente esses
produzem melhores resultados de degradagao do que culturas isoladas (BORGNE et al., 2008). Um
consorcio bacteriano isolado no Mar do Norte e capaz de metabolizar hidrocarbonetos de petréleo a
uma faixa de salinidade de 0 a 22% de NaCl incluia principalmente Marinobacter ssp., Erwinia ananas

e Bacillus spp. (DIAZ et al.,2002; 2004).

6.3.3 Produgdo de Biossurfactantes em Agua Produzida na Extragéo de Petréleo

A reducao da tensao superficial das bactérias halofilicas e os consorcios microbianos nao
apresentaram bons resultados neste tipo de efluente, ja que assim como o meio utilizando fenol, este

também nao possui alta quantidade de éleos.

A Tabela 6.3 mostra que a maior reducdo da tensdo ocorreu no efluente bruto, o qual
recebeu apenas agitagéo, ou seja, a microbiota original do efluente estava atuando (53,55 mN/m). As
trés bactérias halofilicas quando crescidas em efluente esterilizado apresentaram resultados
semelhantes ao redor de 55 mN/m. Os resultados de emulsificagdo foram baixos neste tipo de fonte
utilizada e a formacgéo de halo n&o foi significativa (Tabela 6.3). Porém os resultados apresentados
neste tipo de meio de cultivo (efluente) foram melhores que em meio contendo apenas fenol. Neste

caso, 0 consorcio apresentou 0 melhor perfil de producdo de biossurfactantes.
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Tabela 6.3: Tens&o superficial, emulsificagdo e formagdo de halo das bactérias halofilicas
crescidas em agua de producéo individualmente ou em consdércios microbianos
Tensao Superficial Emulsificagao

Tratamento (mN m) (DOs1o nm) Halo (mm)
Bruto 59,00 0,110 1,00
Tratado Petrobras 57,70 0,090 1,00
AP esterilizado 55,55 0,130 1,00
AP Bruto 59,20 0,072 1,00
HU esterilizado 55,30 0,015 1,00
HU bruto 59,50 0,050 1,5
H. organivorans esterilizado 55,90 0,025 1,00
H. organivorans Bruto 57,95 0,098 1,00
Consoarcio esterilizado 55,05 0,145 1,00
Consorcio bruto 57,05 0,150 1,00
Agitado esterilizado 56,85 0,080 1,00
Agitado bruto 53,55 0,055 1,00

Apesar dos resultados apresentados ndo serem satisfatorios, ou seja, ndo apresentando alta
atividade surfactante e emulsificante, segundo Banat e colaboradores (2000), a fonte de carbono

utilizada para medir a atividade surfactante pode n&o propiciar a sintese destes compostos.
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6.4 Conclusoes

v Alinhagem AA31 foi responsavel pela maior redugdo da DQO da agua de produgao, tanto no

meio bruto (87,4%), como no meio esterilizado (73,8%).

v A DQO da agua de produgao de petréleo foi melhor reduzida pela linhagem H. organivorans

tanto em efluente bruto, quanto em efluente esterilizado;

v" O melhor perfil de produgdo de biossurfactantes em agua de produgdo de petréleo foi o

consorcio 1.
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7 Conclusoes gerais

v As haloarquéias estudadas, pertencentes ao género Haloferax, demonstraram potencial de
crescimento e degradacao de compostos monoaromaticos e poliaromaticos;

v" As bactérias halofilicas possuem grande potencial de crescimento e degradagdo de fenol
como unica fonte de carbono e energia, principalmente a linhagem HU isolada em Huelva-
Espanha e identificada como Modicisalibacter tunisiensis;

v' As trés espécies de bactérias halofilicas possuem os genes responsaveis pelas enzimas de
degradacgéo catecol 1,2-dioxigenase e protocatecuato 2,3-dioxigenase;

v' Tanto as linhagens de haloarquéias quanto as linhagens de bactérias halofilicas

evidenciaram a capacidade de biorremediacao da agua de producéo petroleo.
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