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Os� microrganismos� halofílicos� são� aqueles� capazes� de� viver� em� ambientes� salinos.� Dentre� eles�

encontramAse,� por� exemplo,� as� bactérias� halofílicas� e� as� haloarquéias.� Estas� duas� classes� de�

organismos�foram�o�objeto�de�estudo�deste�projeto.�Estes�microrganismos�foram�testados�quanto�à�

habilidade� de� degradação� de� compostos� monoaromáticos� e� poliaromáticos.� A� capacidade� de�

degradação� destes� compostos� por� microrganismos� halofílicos� é� de� extrema� importância� já� que�

ambientes�salinos�estão�sujeitos�a�contaminações�por�compostos� tóxicos,�além�de�muitos�efluentes�

industriais,�como�por�exemplo,�a�água�de�produção�de�petróleo,�possuir�alta�salinidade.�As�linhagens�

de�haloarquéias�testadas�apresentaram�a�capacidade�de�crescer�e�degradar�ácidos�aromáticos�como�

única� fonte� de� carbono� e� energia.� A� degradação� foi�menor� em� presença� de� 0,05%� de� extrato� de�

levedura.� Estas� mesmas� linhagens� também� apresentaram� a� capacidade� de� degradar� HAP� em�

presença�de�0,05%�de�extrato�de� levedura.�Foram�utilizados� �para�a�amplificação�de�genes�

que�sintetizam�catecol�1,2Adioxigenase,�protocatecuato�3,4Adioxigenase�e�gentisato�1,2Adioxigenase.�

Somente� a� linhagem� � apresentou� o� gene� da� gentisato� 1,2Adioxigenase.� As�

haloarquéias�estudadas�foram�identificadas�através�da�amplificação�e�sequenciamento�do�gene�RNAr�

16S�e� foram� identificadas�como�pertencentes�ao�gênero� .�Foram� isoladas�7� linhagens�de�

haloarquéias� a� partir� de� coletas� realizadas� no� Brasil� (Nossa� Senhora� do� SocorroASE� e� Arraial� do�

CaboARJ),� uma� delas� foi� identificada� como� .� Duas� linhagens� de� bactérias�

halofílicas�foram�isoladas�em�meio�contendo�3�mM�de�fenol�como�única�fonte�de�carbono�e�energia,��

a� linhagem� HU� que� foi� isolada� de� uma� região� salina� contaminada� em� HuelvaAEspanha� e� outra�

linhagem�AP�isolada�a�partir�de�água�de�produção�de�petróleo�(Petrobrás/São�SebastiãoASP).�Estas�

foram�identificadas�como� �e respectivamente As�
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duas� linhagens,� além�de� � demonstraram� a� capacidade� de� degradar� fenol.�

Monodicisalibacter� tunisiensis degradou� 3� mM� de� fenol� após� 72� horas.� Nas� três� linhagens� foram�

encontrados� os� genes� de� degradação� das� enzimas� catecol� 1,2Adioxigenase� e� protocatecuato� 3,4A

dioxigenase.� Todas� as� linhagens� de� haloarquéias� e� bactérias� halofílicas� foram� utilizadas� para� a�

biorremediação� da� água� de� produção� de� petróleo� e� reduziram� a� DQO� deste� efluente.� A� linhagem�

AA31� promoveu� a� maior� redução� da� DQO� do� efluente� bruto� (87,47%)� dentre� as� haloarquéias.� Já�

entre�as�bactérias� promoveu�a�maior�redução�da�DQO�deste�efluente�(89,5%).�Estes�

resultados�demonstram�o�grande�potencial�de�degradação�de�compostos�aromáticos�pelas�linhagens�

estudadas,�assim�como�para�a�biorremediação�da�água�de�produção�de�petróleo.�
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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�PAHs�in�the�presence�of�0.05%�of�yeast�

extract.�Primers�were�used� for� the�amplification�of�genes� that� synthesize�catechol�1,2Adioxygenase,�

protocatecuate�3,4Adioxygenase�and�gentisate�1,2Adioxygenase.� �was�the�only�

strain� showing� the� gene� for� gentisate� 1,2Adioxigenase.� The� haloarchaea� strains� were� identified� by�

amplification�and�sequencing�of� the�16S� rRNA�gene�and�were� identified�as�belonging� to� the�genus�

.�Seven�haloarchaea�strains�were�isolated�from�samples�collected�in�Brazil�(Nossa�Senhora�

do� SocorroASE� and� Arraial� do� CaboARJ),� one� of� them� was� identified� as� .� 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� (Petrobrás� /� São� SebastiãoASP).�

These� two� strains� were� identified� as� � and� �

respectively.� The� two� strains� and� � 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�1,2Adixiogenase�and�protocatecuato�3,4Adioxygenase.�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� �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.�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�



 

�

�

23�

O� desenvolvimento� industrial� acelerado� e� a� utilização� de� novos� processos� e� a� síntese� de�

moléculas�sintéticas,�tais�como�compostos�aromáticos,�têm�aumentado�a�contaminação�ambiental�a�

nível�global.�Estes� freqüentemente�contaminam�ambientes�hipersalinos,�como� lagoas,�solos,� lagoas�

próximas�a�estuários�de�rios�e�ambientes�marinhos,�através�de�vazamento�de�combustível�extraído�de�

tanques� subterrâneos,� derramamentos� acidentais,� água� residuária� da� atividade� de� extração� de�

petróleo� ou� atividade� biogênica,� como� por� exemplo,� a� degradação� natural� de� compostos�

lignocelulósicos.�

A� água� residuária� da� extração� de� petróleo� é� altamente� salina� e� contém� uma� mistura�

complexa�de�hidrocarbonetos,�muitos�dos�quais�são�altamente�tóxicos.�Nas�proximidades�dos�poços�

de�extração�de�petróleo,�o�solo�pode�ser�contaminado�por�este�efluente,� tornandoAse�um�ambiente�

propício� para� o� desenvolvimento� de� organismos� halófilos,� o� mesmo� ocorrendo� com� as� lagoas� de�

descarte�dessas�águas.�

Com�o�aumento�da�preocupação�em�preservar�o�meio�ambiente,�as�tecnologias�voltadas�para�

a�recuperação�e�despoluição�de�áreas�degradadas�tem�ganhado�atenção.�A�biorremediação�tem�sido�

utilizada� como�método� de� biodegradação� natural� através� da� otimização� de� processos� biológicos� e�

esse�método� tem�mostrado�ser�econômico,�versátil�e�o�que�mais�se�apróxima�de�uma�despoluição�

ecologicamente�aceitável.�

No� entanto,� a� biorremediação� depende� de� alguns� fatores,� tais� como:� pH,� temperatura,�

salinidade�e�pressão.�Condições�extremas�desses� fatores�podem�matar�ou� inibir�espécies�que�não�

estejam�adaptadas�a�ambientes�extremos,�por�isso�o�desenvolvimento�e��otimização�de�processos�de�

biorremediação�nestes�ambientes�contaminados�por�compostos�aromáticos�é�de�grande� relevância.�

Para� isso� são� necessários� microrganismos� capazes� de� sobreviver� em� tais� condições� além,� de�
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possuírem� um� potencial� de� biodegradação,� isso� por� que,� tentativas� de� utilizar� microrganismos�

mesofílicos� na� biorremediação� de� ambientes� com� alta� concentração� de� sais� não� foram� bem�

sucedidas.�No�entanto,�quando� foram�utilizados�microrganismos�halofílicos�ou�halotolerantes�esses�

foram� capazes� de� degradar� Aalcano� e� hidrocarbonetos� aromáticos� em� presença� de� altas�

concentrações�de�sais.�

Um� dos� grupos� de� arquéias� interessantes� é� o� das� halofílicas� (ordem�Halobacteriales),� por�

serem� facilmente� cultivadas,� de� fácil� manipulação� genética� e� por� possuírem� uma� versatilidade�

metabólica� relativamente� alta,� quando� comparadas� com� outros� grupos� de� microrganismos�

extremofílicos� (termofílicos,�metanogênicos,� redutores� de� enxofre).� Além� disso,� os�microrganismos�

halofílicos�produzem�enzimas�estáveis,�capazes�de�atuar�em�altas�concentrações�de�salinidade�sem�

precipitarem�ou�desnaturarem.�

A� habilidade� destes� microrganismos� para� oxidar� hidrocarbonetos� na� presença� de� sal� é�

utilizada� para� o� tratamento� biológico� de� ecossistemas� salinos� contaminados� com� produtos� de�

petróleo.�Muitos�casos�de�sucesso�de�biorremediação�de�áreas�contaminadas�com�hidrocarbonetos�

têm�sido�reportados�usando�halofílicos�em�ambientes�marinhos,�no�Ártico�e�na�Antártida,�em�fluidos�

ricos� em� sais,� em� pântanos� salinos� na� Lousiania,� em� reatores� de� biofilme� e� em� água� salina�

contaminada�com�compostos�fenólicos.�

Recentemente�o�potencial�biotecnológico�das�arquéias�halofílicas�começou�ser�considerado�

no� âmbito� ambiental,� no� entanto,� pouco� se� sabe� sobre� o� seu� metabolismo� frente� a� compostos�

aromáticos� e� sobre� o� seu� sistema� enzimático.�O� isolamento� de� linhagens� capazes� de�metabolizar�

compostos�aromáticos�e�a�caracterização�dos�seus�metabólicos�intermediários�será�uma�importante�

contribuição�para�o�desenvolvimento�de�novas�biotecnologias�envolvendo�esses�microrganismos.��

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

utilizados�para�degradar�compostos�aromáticos�tóxicos�e�efluentes�da�indústria�petrolífera.�
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Os� microrganismos� especializados� em� viver� em� ambientes� salinos� são� denominados�

halofílicos,� enquanto� aqueles� capazes� de� crescer� melhor� em� ausência� de� sal,� mas� que� toleram�

concentrações�elevadas�são�conhecidos�como�halotolerantes�(KUSHNER,�1978).��

Nos�habitats�hipersalinos�coexistem�uma�grande�variedade�de�seres�vivos,�dentre�os�quais�

estão�descritos�alguns�organismos�superiores,�como�o�crustáceo�� ,�larvas�de�mosca�do�

gênero� � e�alguns�eucariotos� flagelados� fotossintéticos�pertencentes�ao�gênero� e�

,� diatomáceas� e� um� heterogêneo� grupo� de� procariotas� (Archaea� e� Bacteria)�

(RODRÍGUEZAVALERA�et�al 1985;�RODRÍGUEZAVALERA,�1988;�GRANT�et�al �1989;�VENTOSA�et�

al � 1998;� OREN,� 2002;� VENTOSA,� 2006).� A� diversidade� presente� nestes� ambientes� hipersalinos�

varia�em�função�de�vários�parâmetros�como�a�salinidade,�a�composição�iônica,��o�pH,�a�temperatura�e�

a�solubilidade�do�oxigênio�(RODRÍGUEZAVALERA,�1988;�JAVOR,�1989;�OREN,�1993).�

�

As� bactérias� halofílicas� são� um� grupo� de� microrganismos� versátil� que� sobrevive� a� altas�

concentrações� de� sal� e,� além� disso,� são� adaptados� à� vida� em� baixas� escalas� de� salinidade�

(VENTOSA�et�al.,�1998).��

Para� Kamecura� (1998),� as� bactérias� halofílicas� são� um� grupo� de� microrganismos� bem�

definidos�que�crescem�em�ambientes�com�uma�concentração�de�sais�entre�2,5�a�5,2�M�de�NaCl.�As�

bactérias�halofílicas�moderadas�apresentam�um�crescimento�ótimo�em�meios�que�contêm�entre�0,5�e�
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2,5�M�(aprox.�3A15%)�de�NaCl�(KUSHNER;�KAMECURA,�1988;�VENTOSA�et�al ,�1998).�Alguns�são�

capazes�de�crescer�em�uma�faixa�de�salinidade�muito�maior,�chegando�inclusive�a�4�M�(aprox.�25%)�

de�NaCl.�Esta�necessidade�e�tolerância�variam�de�acordo�com�as�condições�de�crescimento,�com�a�

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

A�bactéria� ,�é�a�única�bactéria�até�hoje�encontrada�em�ambientes�extremamente�

halofílicos,�e�é�capaz�de�viver�em�ambientes�com�salinidade�superior�a�3�M�de�NaCl�(RODRÍGUEZA

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

�é�a�única�espécie�conhecida�que�vive�em�cristalizadores�de�salinas.�Este�

gênero�compartilha�com� �o�uso�de�K+�como�um�soluto�compatível,�uma�característica�

raramente� encontrada� entre� os� halofílicos� do� domínio� � (a�maioria� das� bactérias� halofílicas�

sintetiza�ou�acumula�solutos�orgânicos�para�manter�o�balanço�hídrico�celular).�Em�contraste�com�o�

altamente� hidrolítico� � cresce� melhor� em� presença� de� aminoácidos�

doadores� de� elétron,� similar� a� .� Assim,� embora� filogeneticamente� único,� percebeAse�

que� e� �são�um�caso�de�convergência,�na�qual�estratégias�fisiológicas�são�

convergidas�ao�longo�de�um�mesmo�padrão,�provavelmente�pela�demanda�do�ambiente�extremo�que�

estes�microrganismos�compartilham�(MADIGAN;�MARTINKO,�2006).�

Por� muitos� anos� a� taxonomia� das� bactérias� halofílicas� foi� bastante� confusa,� por� um� lado�

porque� a� classificação� não� era� baseada� no� sistema� de� DNA� ribossomal� e� sim� por� um� sistema�

baseado�apenas�em�dados�morfológicos�e�bioquímicos�e�por�outro,�por�que�as�espécies�encontradas�

adentravam�ao�gênero�dos� ,�pertecentes�ao� .�

�
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A�ascensão�de� �como�um�novo�domínio,� foi� conseqüência�da� recente�elevação�no�

modo�de�classificar�os�organismos.�A�este�grupo�pertencem�procariotos�não�mais�incluídos�dentre�as�

bactérias.� O� equivalente� foi� realizado� para� � (eucariotos)� e� ,� dividindo� então� os�

organismos� em� três� domínios� ou� linhas� de� descendência� (DYALLASMITH;� DANSON,� 2001;�

CUADROSAORELLANA,�2003).�Este�fato�se�deve�à�criação�de�uma�árvore�filogenética�universal�da�

vida�com�base�na�comparação�de�seqüências�do�RNAr�16�S�e�18�S�(WOESE�et�al ,�1990).��

O� domínio� � está� subdividido� em� três� reinos� –� Euryarchaeota,� Crenarchaeota� e�

Korarchaeota.� Todas� as� espécies� de� Crenarchaeota� e� Korarchaeota� são� termofílicos,� as�

Euryarchaeota� compreendem� os� halofílicos,� os� redutores� de� sulfeto� e� enxofre,� termofílicos�

heterotróficos�e�metanogênicos�(DYALLASMITH;�DANSON,�2001).�Entretanto,�estudos�moleculares�e�

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

As�arquéias�são�procariotos,�se�assemelhando�às�eubactérias�somente�quando�observadas�

por�meio�de�microscópio.�Porém,�existem�diferenças�em�sua�composição�química�que�claramente�as�

distinguem�das�bactérias,�como�por�exemplo,�a�ausência�de�ácido�murâmico�ou�DAaminoácidos�em�

sua�parede�celular�(PELCZAR�et�al ,�1996).�Seus�lipídeos�são�do�tipo�isoprenóide,�como�os�diéteres�

de� glicerol� ou� os� tetraéteres� de� glicerol.� Geralmente� os� antibióticos� inibidores� de� síntese� protéica,�

como� cloranfenicol� ou� tetraciclina,� não� atuam� nas� células� das� arquéias.� A� partir� dessas�

características,� temAse� inferido�que�arquéias�estariam�numa�posição�filogenética� intermediária�entre�

bactérias�e�eucariotos�(KÖNIG;�STETTER,�1989).�

�
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As� arquéias� halofílicas� ou� haloarquéias� são� filogeneticamente� distintas� de� bactérias� e�

eucariotos,�e�são�classificadas�dentro�do� .�Elas�exibem�características�de�arquéias,�

incluindo�a� transcrição�de�DNA�e� tradução�de�proteínas�de�eucariotos�assim�como�seus� lipídeos,�e�

algumas� características� como� a� parede� celular� composta� de� glicoproteínas� semelhante� às� de�

bactérias�(JOO;�KIM,�2004).�

Esses�organismos�pertencem�à� família�Halobacteriaceae�e�são�capazes�de�sobreviver�bem�

em� altas� concentrações� de� cloreto� de� sódio� e� outros� sais.� A� taxonomia� desses�microrganismos� é�

baseada�principalmente�em�dados�de�seqüência�de�RNAr�16�S,�porém�a�maior�parte�da�evidência�

para�a�divisão�desses�organismos�resulta�da�combinação�entre�a�hibridização�de�ácidos�nucléicos�e�a�

análise�de�lipídeos�polares�de�membrana.�Estes�organismos�vivem�em�ambientes�hipersalinos,�como�

o�Mar�Morto,� lagoas�hipersalinas�naturais�e� lagoas�de�cristalização,�além�destes� locais,�podem�ser�

encontrados� em� produtos� protéicos� (peixes� e� couros)� salgados� com� sal� marinho,� causando� sua�

deterioração�(GRANT;�LARSEN,�1989).�

Segundo� Rodríguez� e� colaboradores� (1998)� a� característica� primária� deste� grupo� é� a�

necessidade�de�no�mínimo�1,5�M�de�NaCl.�Estes�organismos�acumulam�K+� intracelularmente�para�

osmoregulação,�requerem�adaptações�de�proteínas�intracelulares�e�de�membranas�para�manter�suas�

atividades� e� sua� estabilidade� em� 4� M� de� KCl� ou� 5� M� de� NaCl,� esta� concentração� equivale� a�

aproximadamente�quatro�vezes�a�salinidade�da�água�do�mar�(MARHUENDAAEGEA;�BONETE,�2002).�

Porém,�o�ambiente�das�haloarquéias�não�é�caracterizado�somente�por�altas�concentrações�de�sal,�

mas�também�por�altos�níveis�de�luz�solar�e�o�perigo�de�dessecação�(SOPPA,�2005)�

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

formas�geométricas�incomuns,�como�quadrados�ou�triângulos,�encontrados�em�algumas�espécies�do�
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gênero� .� Além� disso,� a� morfologia� pode� variar� de� acordo� com� as� condições� de� cultivo�

(GRANT;�LARSEN,�1989).�

As�haloarquéias�não�possuem�parede�celular�rígida,�com�exceção�dos�halococos.�São�Gram�

negativas,�seu�envoltório�celular�é�composto�por�uma�membrana�plasmática,�uma�camada�superficial,�

denominada�camada�S,�composta�por�glicoproteínas�ancoradas�à�membrana�plasmática,�de�forma�a�

deixar�espaços�que�funcionam�como�um�espaço�periplasmático.�Estas�glicoproteínas�consistem�de�22�

a� 24� dissacarídeos� (glicoseAgalactose),� as� proteínas� contêm� alta� proporção� de� aminoácidos� como�

ácido� aspartâmico� e� glutâmico,� e� sais� de� sódio� que� associados� são� essenciais� para� manter� a�

estrutura�celular�e�diluídos�conduzem�para�uma�repulsão�entre�os�grupos�carboxílicos�livres,�levando�

a� desintegração� da�parede� e� lise� da� célula.� Este�mecanismo� pode� ser� também�desencadeado�em�

baixas�concentrações�de�sal�quando�a�morfologia�celular�sofre�distorções�(EINSENBERG�et�al ,�1992;�

BULLOCK,�2000).�

Vias� de� regra� são� quimiorganotróficos� e� crescem� em�meio� complexo� contendo� peptona� e�

extrato� de� levedura� (OCHSENREITER� et� al ,� 2002).� A� maioria� delas� são� aeróbias� obrigatórias,�

embora� algumas� espécies� de� � possam� gerar� ATP� por� fotofosforilação� através� do�

pigmento�bacteriorodopsina,�um�pigmento�púrpuro�que�se�comporta�como�uma�bomba�de�prótons�em�

presença� de� luz,� podendo� gerar� energia� suficiente� para� aumentar� os� níveis� de� ATP� quando� há�

limitações� de� oxigênio� (GRANT;� LARSEN,� 1989).� Outros� pigmentos� carotenóides� podem� estar�

presentes,�como�bacterioruberina,�que�proporcionam�coloração�avermelhada�à�membrana�celular�e�

aos�ambientes�que�colonizam�(OREN,�2002).��

As�proteínas�de�haloarquéias�são�resistentes�a�altas�concentrações�de�sal�(halotolerantes)�ou�

precisam�de�sal�para�sua�atividade�(halofílicas).�Por�exemplo,�um�grupo�de�proteínas�que�possuem�

uma� razão� elevada� de� aminoácidos� ácidos� para� aminoácidos� básicos,� é� um� provável� caráter�
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necessário�para�atividade�em�alta�salinidade,�uma�característica�compartilhada�também�com�algumas�

bactérias�halofílicas.�A�superfície�com�carga�negativa�é�importante�para�solvatação�dessas�proteínas,�

e�para�prevenir�a�desnaturação,�agregação�e�precipitação�que�geralmente�são�os�resultados�de�uma�

proteína�não�halofílica�exposta�a�altas� concentrações�de� sal� (DASSARMA;�ARORA,�2001;�DYALLA

SMITH;�DANSON,�2001).�

Segundo�DasSarma� e� Arora� (2001)� haloarquéias� são� consideradas� um� grupo� com� grande�

potencial�para�aplicações�biotecnológicas.�Muitas� formações�geológicas�como� reservas�de�petróleo�

estão� associados� a� salinas,� por� isso� haloarquéias� podem� ser� utilizadas� para� biorremediação� de�

ambientes� hipersalinos� e� desertos� contaminados� (DYALLASMITH;� DANSON,� 2001).� A� capacidade�

destes�microrganismos� para� sobreviver� em� ambientes� extremos� naturalmente,� tais� como� efluentes�

industriais�e�na�água�produzida�associada�a�atividades�de�extração�de�petróleo,�suportando�extremos�

de� pH,� temperatura� e� salinidade,� torna� as� haloarquéias� especialmente� interessantes� para� a�

degradação�de�poluentes�tóxicos�(WOOLARD;�IRVINE,�1995;�KARCHER�et�al ,�2001).�

Os� mecanismos� moleculares� para� adaptação� a� ambientes� hipersalinos� estão� sendo�

estudados,�sendo�que�os�genes�envolvidos�na�síntese�e�acumulação�de�solutos�compatíveis�e�outras�

regulações� têm� sido� foco� de� investigações� recentes� a� partir� do� desenvolvimento� de� ferramentas�

genéticas�e�análises�bioquímicas�(DASSARMA;�ARORA,�2001).�

��

Ward�e�Brock�(1978)�definiram�ambientes�hipersalinos�extremos�como�“ambientes�nos�quais�

existe� uma� baixa� diversidade� de� espécies� e� que� estão� ausentes� alguns� grupos� taxonômicos”.�

Entretanto,� estudos� realizados� nos� últimos� anos� revelam� que� estes� microrganismos� extremofílicos�

não�são�encontrados�de�maneira� tão�reduzida�como�se�pensava�no� início�(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�característico�de�habitats�extremos.�Estes�

compreendem�tanto�solos�quanto�ambientes�aquáticos,�os�quais�possuem�uma�alta�concentração�de�

íons,� elevadas� ou� baixas� temperaturas,� baixas� concentrações� de� nutrientes� e� oxigênio� (JAVOR,�

1989).�

Habitats� hipersalinos� são� comuns� em� todo� planeta,� porém� ambientes� extremamente�

hipersalinos� são� bastante� raros.� Muitos� destes� ambientes� estão� localizados� em� áreas� quentes� e�

áridas.�Os� lagos�salinos�podem�variar�na�composição� iônica,� 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�água�do�mar�por�evaporação,�levando�a�precipitação�do�NaCl.�Isto�

ocorre� a� uma� concentração� de� cerca� de� dez� vezes� a� da� água� do� mar� (aprox.� 35%� de� sais�

dissolvidos).�Esse�processo�é�de� interesse�na� indústria�de�produção�de�sal�marinho�para�consumo�

humano,�mas�possui�também�dimensões�geológicas�e�ecológicas�de�primeira�magnitude�(RENGEL,�

2006).�

O�cristalizador�é�um�modelo�heterotrófico�onde�a�energia�deriva�da�oxidação�de�uma�série�de�

compostos� orgânicos� acumulados� pela� biomassa� da� alga� em� estágios� prévios� de�

concentração� de� sal.� De� fato,� este� sistema� é� um� modelo� simplificado� de� sistemas� muito� mais�

complexos,�como�o�solo,�o�oceano�profundo�ou�os�sedimentos�de�meios�aquáticos,�que� funcionam�

também�fechando�o�ciclo�do�carbono�com�a�degradação�heterotrófica�de�toda�a�biomassa�acumulada�

fotossinteticamente.�Portanto,�poderia� ter�uma� importância�chave�na�compreensão�destes�sistemas,�

que�por�sua�vez�são�a�chave�da�ecologia�do�planeta.�
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A� precipitação� de� sal� marinho� é� um� dos� poucos� processos� que� deram� origem� às� rochas�

sedimentares� de� halita� (sal� gema),� um� dos� minerais� mais� comuns.� As� salinas,� por� sua� vez,�

proporcionam�um�nicho�ecológico�de�grande�importância�e�extensão�na�história�da�Terra.�

A� vida� em� condições� de� saturação� de�NaCl,� não� é� fácil� e� são� poucos� os� organismos� que�

toleram� estas� condições� de� hipersalinidade.� Além� disso,� a� concentração� de� sais� de� magnésio,�

também�abundantes�no�estoque�marinho,�representa�um�estresse�adicional.�Apesar�disso,�as�águas�

dos�cristalizadores�possuem�um�elevado�conteúdo�de�biomassa,�que�corresponde�fundamentalmente�

a� dois� tipos� celulares:� as� arquéias� halofílicas� extremas� ou� haloarquéias,� e� as� bactérias� halofílicas�

extremas�do�gênero� ,�além�da�alga� �(OVREAS�et�al.,�2003:�BENLLOCH,�et�al

2002;� ANTON� et� al � 2000).� Ambos� os� grupos� de� organismos� são� heterótrofos� aeróbicos� que�

degradam�a�matéria�orgânica�acumulada�em�fases�prévias�de�concentração,�tornando�sua�presença�

essencial� para� permitir� a� precipitação� do� NaCl� eficientemente,� já� que� sua� forte� pigmentação�

avermelhada,� proveniente� desses� microrganismos,� atua� como� uma� armadilha� para� raios�

infravermelhos,�aumentando�a�temperatura�da�água�e�permitindo�a�evaporação�dessa�salmoura�tão�

higroscópica.�

� A� microbiota� destes� cristalizadores� é� um� dos� sistemas� biológicos� melhor� conhecidos.� Na�

Espanha,� foi� possível� cultivar� cepas� representativas� dos� filotipos� mais� abundantes� nas� salinas� de�

Santa�Pola� (Espanha):�a�haloarquéia� � que�possui�uma�morfologia�quadrada�

muito�característica,�e�a�bactéria� (BOLHUIS�et�al.,�2004,�ANTON�et�al �2002).�As�

linhagens�“tipo”�de�ambas�as�espécies�tiveram�seus�genomas�completamente�seqüenciados.�Foram�

construídas� bibliotecas� de� fosmídeos� do� DNA� extraído� diretamente� da� água� dos� cristalizadores�

dessas�salinas�e�foram�seqüenciados�clones�contendo�genes�para�rodopsinas,�além�de�outros�genes�

de�interesse�taxonômico�ou�fisiológico�(PAPKE�et�al,�2003).�
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Os� microrganismos� halofílicos� produzem� enzimas� estáveis� (incluindo� muitas� enzimas�

hidrolíticas�como�as�DNAses,�lípases,�amilases�e�proteases),�capazes�de�atuar�em�alta�concentração�

de�sais�sem�precipitar�ou�desnaturar.�Muitas�enzimas�halofílicas�são� inativadas�e�desnaturadas�em�

concentração�abaixo�de�1M�de�NaCl.�Os�solutos�compatíveis�produzidos�por�estes�organismos�têm�

apresentado�grande�interesse�para�estabilização�de�biomoléculas�como,�enzimas,�DNA�e�membranas�

(JOO;�KIM,�2004).�

� Os� biossurfactantes� e� os� exopolissacarídeos� aumentam� a� degradação� de� petróleo�

contaminante� do� solo� e� água,� pois� disponibilizam�o� petróleo� requerido� pelos�organismos� para�que�

eles� se� multipliquem� e� produzam� também� estes� biossurfactantes� em� um� ambiente� contaminado.�

Biossurfactantes� produzidos� por� microrganismos� halofílicos� ou� halotolerantes� podem� acelerar�

significativamente� a� despoluição� de� ambientes� salinos� contaminados� com� petróleo.� Em� casos� de�

contaminação�em�ambientes�com�alta�salinidade�e�temperatura,�a�aplicação�de�biossurfactantes�para�

a� microbiota� ,� aumenta� e� disponibiliza� o� petróleo� facilitando� sua� biodegradação� (JOO;� KIM,�

2004).�

A� habilidade� destes� microrganismos� para� oxidar� hidrocarbonetos� em� presença� de� sal� é�

utilizada� para� o� tratamento� biológico� de� ecossistemas� salinos� contaminados� com� produtos� de�

petróleo.� Muitos� casos� de� sucesso� de� biorremediação� de� hidrocarbonetos� têm� sido� reportados�

usando�halofílicos� em�ambientes�marinhos,� no�Ártico�e� na�Antártida,� em� fluidos� ricos� em� sais,� em�

pântanos� salinos� na� Lousiania,� em� reatores� de� biofilme� e� em� água� salina� contaminada� com�

compostos�fenólicos�(JOO;�KIM,�2004).�
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O�termo�hidrocarboneto�aromático�policíclico�(HAP)�se�refere�a�hidrocarbonetos�que�tenham�

dois�ou�mais�anéis�benzênicos�arranjados�em�linha,�ângulo�ou�aglomerados�( ).�São�uma�

classe� de� poluentes� tóxicos� ao� meio� ambiente� que� têm� se� acumulado� devido� a� atividades�

antropogênicas.�São�hidrofóbicos�e�o�que�leva�a�persistirem�no�ambiente�é�esta�baixa�solubilidade�em�

água�(CERNIGLIA,�1992).�Muitos�HAPs�são�carcinogênicos�e�teratogênicos.�

 

Exemplos�de�HAP�

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

aumento�do�número�de�anéis�benzênicos�do�HAP�(JUHASZ;�NAIDU,�2000).�

A�maior�fonte�de�HAPs�é�a�queima�da�lignina,�proveniente�de�matéria�orgânica�vegetal.�São�

formados�naturalmente�durante�a�produção�térmica�geológica�e�durante�a�queima�de�vegetação�nas�

florestas� e� carvão� vegetal.� Entretanto,� fontes� antropogênicas,� particularmente� a� queima� de�

combustíveis,�processos�pirólicos,�derramamento�de�produtos�de�petróleo,�incineração�de�resíduos�e�

queimas�domésticas,�são�fontes�significativas�de�HAPs�no�ambiente.�Em�países�industrializados,�as�

atividades�de�combustão�antropogênicas�são�a�principal�fonte�de�HAPs�(JUHASZ;�NAIDU,�2000).�

�
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Ambientes� marinhos� e� regiões� costeiras� estão� expostos� a� compostos� fenólicos�

antropogênicos� e� biogênicos,� os� quais� se� acumulam� em� sedimentos� superficiais.� Além� disso,�

compostos�aromáticos� são�produzidos�naturalmente�através�da�degradação�da� lignina,�a�qual� está�

presente�abundantemente�nos�sedimentos�de�estuários�(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� aromáticos� são� encontrados� em�

fibras� de� poliéster,� filmes,� garrafas� de� polietileno� tereftalato� (PET)� e� outros� plásticos.� As� águas�

residuárias�de� indústrias� têxteis,� freqüentemente�contêm�elevada�concentração�(cerca�de�100�g.LA1)�

de�sais�de�cloro,�os�quais�são�adicionados�durante�o�processo�de� tingimento,�além�de� resíduos�de�

corantes�(KARCHER�et�al.,�2001).�

A� água� residuária� da� atividade� de� extração� de� petróleo� é� altamente� salina� e� contém� uma�

mistura�complexa�de�hidrocarbonetos,�muitos�dos�quais�são�altamente�tóxicos.�Nas�proximidades�dos�

poços� de� extração� de� petróleo,� o� solo� pode� ser� contaminado� por� essa� água,� tornandoAse� um�

ambiente� propício� para� o� desenvolvimento� de� organismos� halofílicos,� o�mesmo� ocorrendo� com� as�

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

A�biodegradação�de�hidrocarbonetos�por�populações�naturais�de�microrganismos�representa�

o�mecanismo�primário�para�eliminação�do�petróleo�e�outros�hidrocarbonetos�poluentes�do�ambiente�

(LEAHY;� COLWELL,� 1990).� Compostos� aromáticos� freqüentemente� contaminam� ambientes�

hipersalinos,� como� lagos,� solos,� lagoas� próximas� a� estuários� e� rios� e� ambientes� marinhos�

(VENTOSA;�NIETO,�1995).��

�
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Os� surfactantes� biológicos,� ou� biossurfactantes,� são� biomoléculas� que� apresentam� uma�

porção�lipofílica�e�outra�hidrofílica.�A�porção�lipofílica�ou�apolar�é�formada�pela�cadeia�hidrocarbônica�

de�um�ácido�graxo�ou�anel�esterol.�Já�a�porção�hidrofílica�ou�polar�é�formada�pelo�grupo�carboxil�dos�

ácidos� graxos� ou� aminoácidos,� pelo� grupo� fosforil� dos� fosfolipídeos,� pelo� grupo� hidroxil� dos�

sacarídeos,�e�também�pelos�peptídeos.�A�maioria�dos�biossurfactantes�são�produzidos�por�bactérias,�

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

Os�biossurfactantes�são�compostos�naturais,�biodegradáveis�e�podem�ser�menos�tóxicos�que�

os�surfactantes�sintéticos.�Devido�a�sua�estrutura�diferenciada,�os�biossurfactantes�apresentam�várias�

propriedades� que� podem� ser� exploradas� comercialmente,� como� redução� das� tensões� superficial� e�

interfacial�do�meio�aquoso,� remediação�de�compostos�orgânicos�e�metálicos,�podendo� também�ser�

usados�como�aditivos�em�cosméticos�e�no�controle�biológico.�Esta�extensa�gama�de�aplicações�dos�

biossurfactantes� tem�aumentado� o� interesse� em� sua�produção,�mas�muito� pouco� ainda� se� sabe�a�

respeito� da� distribuição� de� microrganismos� produtores� dessas� substâncias� no� meio� ambiente�

(BODOUR;� MILLERAMAIER� l � 1998).� A� surfactina� é� um� dos� muitos� biossurfactantes� existentes� e�

pode� ser� produzido� por� .� Apresenta� grande� importância,� o� que� tem� aumentado�

grandemente�o�interesse�biotecnológico�em�sua�produção,�além�de�atrair�cada�vez�mais�a�atenção�da�

indústria�farmacêutica�(KOWALL�et�al ,�1998).�

Em�poços�de�petróleo,�alguns�microrganismos,�são�capazes�de�degradar�óleos�e�produzirem�

biossurfactantes�extracelulares.�Nesse�caso,�os�biossurfactantes� facilitam�a�degradação�microbiana�

através� da� emulsificação� do� substrato.� Contudo,� alguns� microrganismos� que� não� apresentam� a�

capacidade�de�degradar�óleos�também�produzem�biossurfactantes.�Uma�explicação�possível�é�a�de�
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que�os�biossurfactantes�são�produzidos�como�substâncias�antimicrobianas,�para�defender�as�células�

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

 

Dioxigenases�de� fissão�de�anéis� são�oxiredutases�que� constituem�enzimas� centrais� para�a�

reciclagem� de� compostos� aromáticos� nos� microrganismos.� Elas� catalizam� a� abertura� de� anéis�

aromáticos�hidroxilados�por� incorporação�de�dois�átomos�de�oxigênio�(O2)�nos�substratos,�e�podem�

ser�classificados�em�dois�diferentes�grupos�de�acordo�com�o�modo�da�fissão�do�anel�(HARAYAMA;�

REKIK,�1989).�Enzimas�intradiol�clivam�o�anel�entre�dois�grupos�hidroxilas�(rota� ),�enquanto�que�

enzimas� do� tipo� extradiol� clivam� o� anel� entre� um� grupo� hidroxila� e� outro� adjacente� carbônico� não�

hidroxilado� (rota� ).� As� subfamílias� de� enzimas� intra� e� extradiol� dioxigenases� diferem�

primariamente�em�seqüência�e�estrutura,�elas�utilizam�diferentes�mecanismos�para�ativar�o�oxigênio�

por�ataque�nucleofílico/eletrofílico�no�substrato�aromático:�o�primeiro�usa�Fe3+,�enquanto�o�segundo�

emprega�Fe2+.�Por�esta�razão,�eles�exibem�absoluta�fidelidade�para�a�posição�da�clivagem�do�anel.��

Catecol� e� protocatecuato� são�oxidados�por� dioxigenases�de� clivagem�de�anel,�para� formar�

betaAcetoadipato� que� depois� é� convertido� em� intermediários� do� ciclo� de� Krebs� (HARWOOD;�

PARALES,�1996).�De�fato,�o�protocatecuato�divide�a�rota�betaAcetoadipato�incluindo�seis�enzimas�no�

catabolismo� de� diversos� compostos� fenólicos� para� intermediários� do� ciclo� do� ácido� cítrico.�Catecol�

pode�ser�degradado�por�uma�ou�outra�via:�intradiol�ou�do�extradiol.�Na�primeira�a�reação�é�catalisada�

pela�catecol�1,2Adioxigenase�e�catecol�2,3Adioxigenase,�respectivamente.�Já�na�segunda,�as�enzimas�

envolvidas�são�protocatecuato�3,4Adioxigenase�e�protocatecuato�4,5Adioxigenase�( ).�

�
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�

Rotas�de�degradação�do�fenol�e�protocatecuato�(BORGNE�et�al.,�2008)�

�

O�gentisato�pode�ter�seu�anel�clivado�pela�oxidação�por�gentisato�1,2Adioxigenase�formando�

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

ou� convertido� sem� isomerização� para� metabólitos� centrais,� como� ácido� citraconico� (BAYLY� et� al �

1984)�( ).�

�

Rota�de�degradação�do�gentisato�(BORGNE�et�al.,�2008)�
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�

Assim,� homoprotocatecuato� (3,4Adihidroxifenilacetato)� e� homogentisato� servem� como�

substrato� para�dioxigenases� de� fissão� de� núcleos� benzênicos.�Homoprotocatecuato�é� catabolizada�

para� intermediários� do� ciclo� de� krebs� via� clivagem� extradiol� pela� homoprotocatechuato� 2,3A

dioxigenase�(ROPER�et�al �1993),�enquanto�homogentisato�é�convertida�a�maleilacetoacetado�pela�

ação� da� homogentisato� 1,2Adioxigenase� (ARIASABARRAU� et� al.,� 2004).� Uma� lista� das� principais�

dioxigenases�aqui�discutidas,�seu�número�de�classificação�enzimática�(E.C.)�e�sua�reação�de�catálise�

estão�apresentados�na�

�

�Principais�dioxigenases�de�clivagem�de�anéis�

�
Catecol�1,2ADO� 1.13.11.1� Catecol�+�O2�=�cis,cisAmuconato�
Protocatechuato�3,4ADO� 1.13.11.3� 3,4Adihidroxibenzoato�+�O2�=�3AcarboxiAcis,cisA

muconato�
�

Catecol�2,3ADO� 1.13.11.2� Catecol�+�O2�=�2Ahidroximuconate�semialdeiío�
Protocatecuato�4,5ADO� 1.13.11.8� Protocatecuato�+�O2�=�4AcarboxiA2Ahidroximuconic�

semialdeido�
Homoprotocatecuato�2,3ADO� 1.13.11.15� 3,4Adihidroxiphenilacetate�+�O2�=�2AhidroxiA5A

carboximethilmuconate�semialdeido.�
Homogentisato�1,2ADO�
�

1.13.11.5� homogentisato�+�O2�=�4Amaleilacetoacetato�

Gentisato�1,2ADO� 1.13.11.4� 2,5Adihidroxibenzoato�+�O2�=�maleilpiruvato�

A�larga�distribuição�e�a�relativamente�baixa�quantidade�de�espécie�de�mono�e�dioxigenases�

entre�as�eubacterias� sugerem�que�os�genes� codificados�por� essas�enzimas� sejam� freqüentemente�

mobilizados� a� criar� novas� rotas� metabólicas� híbridas,� com� um� aumento� do� número� de� espécies�

capazes�de�degradar�compostos�aromáticos�(COPLEY,�2000� �IZZO�et�al �2005).��

�
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A� biodegradação� de� compostos� aromáticos� tem� sido� um� dos� aspectos� do� catabolismo�

microbiano� mais� explorado� nos� últimos� anos,� tanto� em� microrganismos� procariotos� como� nos�

eucariotos.��

A� utilização� de� consórcios�microbianos� (culturas�mistas)� é� uma� estratégia� eficiente� para� a�

recuperação� de� áreas� contaminadas.� Ao� reunirAse� sistemas� enzimáticos� diferentes,� ampliaAse� a�

capacidade� metabólica� da� cultura,� evitaAse� a� formação� de� substratos� tóxicos� ou� intermediários�

inibitórios�e�aumentaAse�a�possibilidade�de�mineralização�completa�do�substrato�(TIMMIS;�PIEPER,�

1999).�

A�ocorrência�da�biodegradação�de�hidrocarbonetos�alifáticos�(possuem�estrutura�química�em�

cadeias�abertas)�e�aromáticos� também�foi�demonstrada�em�ambientes�extremos,� tal�como�em�solo�

com�pH�extremamente�baixo�(STAPLETON� � .,�1998),�em�ambientes�com�temperaturas�elevadas�

(FEIKENHAUER;� MARK,� 2003),� além� da� utilização� de� microrganismos� psicrotolerantes� (que�

sobrevivem�em�baixas� temperaturas),�na�biodegradação�de�substratos�aromáticos� (BARANIECKI�et�

al,�2002).�

Estudos�sobre�o�efeito�da�salinidade�na�taxa�de�degradação�de�compostos�aromáticos�foram�

realizados.�Rhykerd�e�colaboradores� (1995)�estudaram�dois� tipos�diferentes�de�solos�contaminados�

com�óleo�de�motor,�um�arenoso�e�outro�argiloso,�e�observaram�que�em�ambos�os�solos�a� taxa�de�

biorremediação�é�inversamente�proporcional�ao�aumento�da�salinidade.��

Walker�e�Brock�(1975)�sugeriram�que�a�salinidade�atua�reduzindo�a�atividade�metabólica�dos�

microrganismos.�Segundo�o�trabalho�de�Ward�e�Brock�(1978),�isso�não�ocorre�devido�à�diminuição�da�

quantidade�de�oxigênio�dissolvido,�mas�sim�em�função�do�aumento�da�salinidade,�pois�a�reAaeração�

do�meio�não� resulta� em�estimulação�do�metabolismo.�A�ausência�de�nutrientes�orgânicos� também�

não�é�um�fator�limitante,�segundo�os�autores.�
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As� bactérias� halofílicas� moderadas� constituem� uma� importante� alternativa� para� os�

tratamentos�microbiológicos�convencionais�utilizados�na�degradação�de�compostos�tóxicos,�como�é�o�

caso�dos�processos�industriais�que�geram�efluentes�salinos,�o�que�ocorre�na�produção�de�pesticidas,�

herbicidas,�determinados�produtos�farmacêuticos�e�processos�de�extração�de�petróleo�e�gás�(OREN�

et�al ,�1992;�1993;�LEFEBVRE;�MOLETTA,�2006).�

Os�estudos�das�bactérias�halofílicas�moderadas�capazes�de�degradar�compostos�aromáticos�

têm� aumentado� consideravelmente� nos� últimos� anos,� o� que� pode� ser� confirmado� com� as� atuais�

pesquisas.� Oren� e� colaboradores� (1991)� demonstraram� a� degradação� de� vários� compostos�

aromáticos� nitroAsubstituídos� em� concentrações� salinas� de� 13A14%� pelas� bactérias�

e� .� 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� ,� ,�cujo�

nome�se�deve�a�capacidade�desta�de�degradar�hidrocarbonetos.��

Várias�cepas�pertencentes�à�família� �são�capazes�de�utilizar�como�fonte�de�

carbono�e�energia�o�herbicida�ácido�2,4Adiclorofenoxiacético�(2,4AD)�(MALTESEVA�et�al ,�1996).�Os�

genes� responsáveis� pela� degradação� destes� compostos� foram� clonados� e� transferidos� a� outras�

bactérias� halofílicas� moderadas,� conferindo� a� estas� a� capacidade� para� hidrolisar� o� 2,4AD�

(KLEINSTEUBER�et�al ,�2001).�

Woolard� e� Irvine� (1994)� utilizaram� bactérias� halofílicas� moderadas� isoladas� de� solos�

hipersalinos�para�o�tratamento�biológico�de�efluentes�hipersalinos.�

Um�dos�principais�contaminantes�industriais�é�o�fenol.�Muitas�espécies�halofílicas�moderadas�

pertencentes� ao� gênero� � são� capazes� de� degradar� este� composto.� Assim,�

�isolada�de�água�do�mar�é�capaz�de�crescer�em�meios�contendo�fenol�(MUÑOZ�et�al ,�2001).�
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Recentemente,�García� e� colaboradores� (2005b)� realizaram�estudos� em�habitats� salinos� do�

sul�da�Espanha�centrando�a�caracterização�de�bactérias�halofílicas�moderadas�capazes�de�degradar�

diferentes�compostos�aromáticos.�A�caracterização�dos�isolamentos�determinou�que�as�espécies�do�

gênero� são�as�principais�responsáveis�desta�biodegradação.�Assim,�a�bactéria�halofílica�

moderada� é� capaz� de� degradar� um� grande� número� de� compostos�

aromáticos� (ácido� benzóico,� ácido� pAhidroxibenzóico,� ácido� cinâmico,� ácido� salicílico,� ácido�

fenilacético,� ácido� fenilpropiônico,� ácido� pAcumárico,� ácido� ferrúlico� e� fenol)� (GARCIA� et� al ,� 2004).�

�é�outra�espécie�halofílica� 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,� há� poucos� relatos� do� isolamento� de� cepas� capazes� de� degradar�

compostos�aromáticos.�Existem�alguns�estudos�feitos�por�Kulichevskaya�e�colaboradores�(1992),�de�

arquéias�presentes�em�poços�de�petróleo�na�Rússia.�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� � �D1227�que�cresce�em�ácido�benzóico�como�única�fonte�

de�carbono.�

�

A�água�de�produção�de�petróleo�é�um�efluente�salino�gerado�durante�a�extração�de�petróleo�

tanto� quanto�offshore.�Volumes�substanciais�de�água�salina�são�produzidos�juntamente�com�

o�petróleo.�A�quantidade�de�água�gerada�aumenta�consideravelmente�com�a�idade�do�poço�e�pode�

variar�de�0,6�L�água�de�produção/�L�petróleo�produzido�(SAUER,�1991),�e�até�exceder�em�10�vezes�o�

volume�de�óleo�produzido� (RIBEIRO,�1995).�O�alto� teor� de� sal,� a�mistura� complexa�de� compostos�

orgânicos�e�inorgânicos,�e�o�óleo�presente�na�água�de�produção�apresentam�desafios�ao�emprego�de�
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tratamentos�biológicos,�sendo,�nos�últimos�anos�estudadas�tecnologias�alternativas�para�degradação�

de� seus� contaminantes� orgânicos.� Os� componentes� deste� efluente� geralmente� incluem� minerais�

dissolvidos,�constituintes�oleosos�dissolvidos�e�dispersos,�produtos�químicos�empregados�durante�o�

processo�de�produção,�sólidos�e�gases�dissolvidos�(OLIVEIRA;�OLIVEIRA,�2000).�

A� indústria� petroquímica� tem� aumentado� gradativamente� a� capacidade� de� explorar� águas�

profundas.�A�conseqüência�deste�avanço�químico�é�o�risco�de�contaminação�ambiental�por�poluentes,�

que�obrigatoriamente�contém�esses�efluentes�com�altas�concentrações�de�sal,�juntamente�com�uma�

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

O� solo� ao� redor� dos� poços� de� extração� pode� também� ser� contaminado� por� esta� água�

residuária.�Durante�a�produção�de�petróleo�em�sistemas�que�operam�com�recuperação�secundária,�é�

comum�a�coAprodução�de�parte�da�água�empregada�no�processo�de�injeção.�A�conseqüência�desse�

fato�é�a�geração�de�grandes�volumes�de�água�a�serem�descartados�no�mar�ou�em�tanques�e�lagoas�

para� tratamento� posterior.� Nos� locais� de� descarte� desses� resíduos� podem� ser� encontrados�

microrganismos�halofílicos�(OLIVEIRA;�OLIVEIRA,�2000;�CUADROSAORELLANA,�2003).�

Devido�à�presença�de�altas�concentrações�de�sais�nestes�efluentes,�é�esperada�a�presença�

de� microrganismos� halofílicos,� os� quais� podem� estar� envolvidos� na� degradação� dos� compostos�

aromáticos� presentes� no� petróleo� contaminante.� Dessa� forma,� haloarquéias� e� bactérias� halofílicas�

podem�ser�empregadas�na�biorremediação�da�água�produzida�na�extração�de�petróleo�(DASSARMA;�

ARORA,�2001;�DYALLASMITH;�DANSON,�2001).�
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O� estudo� da� identificação� de� vias� metabólicas� alternativas� de� degradação� de� compostos�

aromáticos,� assim� como,� a� clonagem� molecular� de� genes� neste� processo,� são� algumas� das�

tendências� de� pesquisa� sobre� biodegradação� de� compostos� aromáticos� em� ambientes� salinos�

(FAIRLEY�et�al ,�2002).�

A� evolução� de� genes� catabólicos� é� um� campo� intrigante� de� investigação� microbiológica.�

� de� genes� codificados� para� o� catabolismo� de� compostos� aromáticos� são� geralmente�

encontrados� em� elementos� genéticos� móveis,� como� � (WYNDHAM� et� al ,� 1994)� ou�

plasmídios�(SAYLER�et�al ,�1990),�que�facilitam�a�transferência�horizontal�de�genes�e,�assim,�a�rápida�

adaptação�de�microrganismos�a�novos�poluentes�(DÍAZ,�2004).�Realmente,�a�transferência�de�genes�

plasmidiais�é�provavelmente�um�dos�mais�importantes�processos�que�regula�a�conjunto�ambiental�de�

genes� de� degradação� e� rotas� metabólicas� (VAN� DER� MEER� et� al ,� 1992),� proporcionando� um�

aumento� do�mosaico� de� � catabólicos� e� garantindo� a� variabilidade� necessária� para� ocorrer�

evolução.�O�metabolismo�bacteriano�versátil�pode�ser�auxiliado�via�combinação�de�diferentes�altos�e�

baixos� � catabólicos,� assim�chamada�expansão� vertical,� na�qual� novas� rotas�periféricas� são�

adquiridas� e� direcionam� substratos� para� rotas� de� degradação� existentes� (BARBIERI� et� al ,2001).�

Outra�plasticidade�genômica�pode� resultar�na�expressão�ou� repressão�de� �de�genes�mediados�

por�elementos�transponíveis�ou�inserção�de�seqüências�(VAN�DER�MEER�et�al ,�1992).�

A�pressão�seletiva�é�claramente�o�principal�fator�que�afeta�a�evolução�de�genes�catabólicos�

(JANSSEN�et� al ,� 2005).�Como�exemplo,� � isolada� de� ambientes� contaminados� e� não�

contaminados�com�petróleo�(RATAJCZAK�et�al.,�1998),�contém�genes�para�degradação�de�alcanos�

de�cadeia�longa�( )�diferentemente:�no�isolado�de�ambientes�contaminados�são�codificados�
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plamidialmente,�enquanto�no� isolado�de�ambiente�não�contaminado�com�altos�níveis�de�alcanos�os�

genes�são�codificados�cromossomicamente.�

Microrganismos�que�vivem�em�ambientes�salinos�e�hipersalinos�podem�também�sofrer�uma�

pressão�seletiva�particular�não�somente�pelas�condições�físicoAquímicas�extremas,�mas�também�por�

específicos� tipos� de� vírus� e� elementos� transponíveis� que� ocorrem� nestes� ambientes� (DAHLBERG;�

HERMANSSON,1995).�

De�acordo�com�Ventosa�e�colaboradores�(1998),�bactérias�halofílicas�apresentam�um�enorme�

catabolismo� versátil.� Recentemente,� García� e� colaboradores� (2005a)� testaram� este� catabolismo�

versátil�de�degradação�de�compostos�aromáticos�em�bactérias�halofílicas�utilizando�uma�aproximação�

ecológica.� Neste� estudo,� muitos� dos� isolados� pertenciam� ao� gênero� ,� provavelmente�

porque�o� � foi� realizado�em�condições� restritas�de� temperatura.�Apesar� disso,� isolados�do�

gênero� e� � foram� descritos� pela� primeira� vez� como� capazes� de� degradar�

compostos�aromáticos,�e�novos�representantes�de�outros�gêneros�conhecidos�foram�incluídos�como�

degradadores�de�compostos�aromáticos,�uma� ,�também�foi�descrita.�
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Este�trabalho�teve�como�objetivo�estudar�a�capacidade�de�degradação�de�compostos�mono�e�

poliaromáticos�por�microrganismos�halofílicos�da�coleção�de�cultura�do�Laboratório�de�Sistemática�e�

Fisiologia�Microbiana,�FEA,�UNICAMP� (LSFM)�e� também�por� isolados�em�ambientes�halofílicos�no�

presente�projeto�e�a�aplicação�destes�microrganismos�na�biorremediação�de�água�de�produção�de�

petróleo.�

�

a.� Isolar� de� ambientes� e� resíduos� salinos� microrganismos� halofílicos� capazes� de� degradar�

compostos�aromáticos;�

b.� Avaliar� a� capacidade� de� degradação� de� ácidos� aromáticos,� fenol� e� compostos� aromáticos�

policíclicos� por� linhagens� de� haloarquéias� da� coleção� de� cultura� do� LSFM� e� por�

microrganismos�isolados�neste�projeto;�

c.� Avaliar�a�produção�de�biossurfactantes�por�microrganismos�selecionados;�

d.� Estudar� a� diminuição� da� carga� orgânica� da� água� produzida,� proveniente� da� extração� de�

petróleo,�por�linhagens�selecionadas�durante�o�projeto;�

e.� Identificar�os�microrganismos�da�coleção�de�cultura�e�também�os�novos�isolados�através�de�

amplificação�do�gene�que�expressa�o�RNAr�16S;�

f.� Estudar� os�genes�de�degradação�de� compostos�aromáticos�presentes�nos�microrganismos�

isolados�e�nas�arquéias�halofílicas�da�coleção�de�cultura�do�LSFM.�
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Os�compostos�aromáticos�são�abundantes�na�biosfera�e�são�originados�naturalmente�ou�por�

atividades� antropogênicas,� sendo� que� alguns� deles� são� poluentes.� Os� ácidos� pAhidroxibenzóico,�

ferúlico,�vanílico,�cinâmico�e�siríngico�estão�naturalmente�presentes�como�compostos�que�formam�a�

lignina�das�plantas.�Ácidos�aromáticos�podem�também�entrar�no�meio�ambiente�devido�ao�uso�como�

matériaAprima� para� a� produção� de� agroquímicos,� farmacêuticos,� vernizes� entre� outros� materiais.�

Ademais,� eles� podem� indiretamente� entrar� no� meio� ambiente� como� um� intermediário� da�

biodegradação� de� polímeros� naturais� (ligninas� e� taninos),� a� partir� de� aminoácidos� aromáticos�

precursores� e� intermediários� durante� a� biodegradação� de� poluentes� como� pesticidas� e� HAPs.� Por�

conta�de�sua�característica�aniônica�no�pH�do�solo�e�sedimentos,�eles�podem�se�mover�rapidamente�

através� do� solo� e� por� isso,� representam� grande� risco� de� contaminação� às� águas� subterrâneas�

(BORGNE�et�al.,�2008).�

O� mecanismo� de� degradação� destes� compostos� por� bactérias� e� fungos� está� muito� bem�

caracterizado,� porém� pouco� se� sabe� sobre� a� capacidade� de� degradação� destes� compostos� por�

representantes�do�Domínio� �(CUADROSAORELLANA,�2003).�

Muitos� efluentes� industriais� como�os� da� indústria� petrolífera,� possuem�em� sua� composição�

grandes� quantidades� de� sais,� sendo� assim� de� suma� importância� o� estudo� da� degradação� de�

compostos� aromáticos� por� microrganismos� halofílicos,� já� que� a� utilização� de� microrganismos�

mesofílicos� (microrganismos� que� vivem� em� ambientes� sem� a� presença� de� altas� concentrações� de�

sais),�nestes�casos�não�tem�apresentado�bons�resultados.�
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A� utilização� de� haloarquéias� neste� caso� é� extremamente� importante� já� que� estes�

microrganismos�vivem�naturalmente�em�condições�ambientais�extremas�de�salinidade� (WOOLARD;�

IRVINE,� 1995).� Recentemente,� CuadrosAOrellana� (2003),� isolou� 44� linhagens� de� haloarquéias�

capazes�de�crescer�em�ácido�pAhidroxibenzóico�(0,4�mM)�como�única�fonte�de�carbono�e�energia.�

Aqui�foi�avaliada�a�capacidade�de�linhagens�de�haloarquéias�da�coleção�de�cultura�do�LSFM�

degradarem�compostos�aromáticos,�a�identificação�destas�linhagens�e�o�isolamento�e�identificação�de�

haloarquéias�de�salinas�brasileiras.�

�

Foram� utilizadas� as� seguintes� linhagens� de� haloarquéias� isoladas� em� projeto� anterior� de�

doutorado�no�LSFM�(CUADROSAORELLANA,�2003):�três�linhagens�do�Salar�de�Uyuni,�Bolívia�(BO3,�

BO6�e�BO7);�uma� linhagem�isolada�em�Cabo�Rojo,�Porto�Rico�(PR13);�dois� isolados�do�Mar�Morto�

(Israel� e� Jordânia)� (MM17�e�MM27);� três� isolados�da�Arábia�Saudita� (AA31,�AA35� e�AA41)� e�dois�

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

� Além�destas,�as�haloarquéias�tipo,� (DSMZ�3757),� �

(DSMZ� 1307),� Halobacterium� � (DSMZ� 668)� e� � (DSMZ� 3752),�

fornecidas�pela�Fundação�Oswaldo�Cruz�(FIOCRUZ,�Rio�de�Janeiro�–�RJ,�Brasil),�foram�utilizadas�em�

alguns�estudos.�A� linhagem� sp.�D1227,� foi�gentilmente�cedida�pelo�Prof.�Dr.�Mike�Larkin�

(The�Queen’s�University�of�BelfastAUK).�

�
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O� meio� de� cultivo� utilizado� foi� o� descrito� por� Mevarech� e� Werczberger� (1985),� o� qual� foi�

denominado�meio�mínimo�de�Mevarech�(ou�meio�MM).�A�composição�final�do�meio�foi�em�g.LA1:�NaCl�

(200),�KCl�(3,75),�NH4Cl�(0,267),�K2HPO4�(0,174),�MgSO4�(37),�CaCl2�(0,5),�além�de�uma�solução�de�

microelementos� (0,1%�v/v),� (mg.LA1):�MnCl2� (3,6),�ZnSO4� (4,4),�FeSO4� (33,4),�CuSO4� (0,5)� (DYALLA

SMITH,�2000).�O�pH�foi�ajustado�em�7,2�e�o�meio�autoclavado�(15�min,�121�ºC,�1,5�atm).�

Para�um�meio�completo�(denominado�meio�MC)�foi�usada�a�mesma�composição�do�meio�MM,�

acrescentandoAse�extrato�de�levedura�(0,3%,�p/v)�e�triptona�(0,3%�p/v),�antes�da�autoclavagem.�Para�

o�meio�sólido,�1,5%�(p/v)�de�ágar�bacteriológico�(Difco)�foi�adicionado�antes�da�autoclavagem.�

Quando�necessário,�uma�solução�de�vitaminas�(WOLIN�et�al ,�1963)�foi�adicionada�ao�meio�

estéril.�Essa�solução�é�composta�por�(mg.LA1):�biotina�(2),�ácido�fólico�(2),�piridoxina�(10),�riboflavina�

(5),� tiamina� (5),� ácido� nicotínico� (5),� ácido� pantotênico� (5),� cobalamina� (0,1),� ácido� paraA

aminobenzóico� (5)� e� ácido� tióctico� (5).� As� vitaminas� foram� solubilizadas� em� água� e� a� solução� foi�

esterilizada�por�filtração�e�mantida�a�4�ºC,�em�abrigo�de�luz.�A�temperatura�de�cultivo�foi�de�38�ou�40�

ºC�para�todas�as�linhagens.��

�

Os�meios�para�enriquecimento�das�culturas�foram�preparados�de�duas�maneiras:�
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a.� Meio�MM�contendo�Antraceno�na�concentração�de�0,2�mM�como�única�fonte�de�carbono,�com�

extrato� de� levedura� (0,05%� p/v)� ou� com� piruvato� de� sódio� (0,05%� p/v),� como� fontes�

alternativas�de�carbono.�

b.� Meio�MM�contendo�ácido�ρAhidroxibenzóico�na�concentração�de�0,5�mM�como�única�fonte�de�

carbono,�com�extrato�de� levedura� (0,05%�p/v)�ou�com�piruvato�de�sódio� (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�µg.mLA1)�foi�utilizado�para�inibir�o�crescimento�de�bactérias.�

Amostras�de�água�e�sedimento�de�locais�hipersalinos�(salinas�de�Arraial�do�CaboARJ�e�Nossa�

Senhora�do�SocorroASE)�foram�utilizadas�como�fontes�de�inóculo�para�as�culturas�de�enriquecimento.�

O�volume�do�inóculo�foi�de�2�:�50�(v/v�ou�p/v)�e�o�cultivo�foi�mantido�sob�agitação�por�21�dias�ou�até�a�

visualização� de� crescimento� intenso.� Duas� transferências� sucessivas� foram� realizadas,� e� alíquotas�

(50�µL)�da�cultura�enriquecida�foram�aplicadas�através�da�técnica�de�espalhamento�sobre�meio�sólido�

com� composição� idêntica� ao� meio� enriquecido,� porém� acrescido� com� 1,5%� de� ágar.� Após� o�

crescimento�em�meio�sólido,�colônias�isoladas�foram�retiradas�e�transferidas�por�esgotamento,�para�

placas�com�meio�enriquecido�de�composição�idêntica�(CUADROSAORELLANA,�2003).�

�

A� análise� da� morfologia� e� motilidade� dos� isolados� foi� realizada� por� microscopia� óptica�

simples,�utilizando�coloração�de�Gram.�As�culturas�a�serem�observadas� foram�dissolvidas�em�uma�

gota�de�solução�hipersalina�(NaCl�20%,�p/v)�e�aplicadas�sobre�uma� lâmina�de�microscopia,�através��

da�técnica�de�esfregaço.�Após�secar�ao�ar,�a�lâmina�foi�fixada�em�uma�solução�de�ácido�acético�2%�
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(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�coloração�e� também�para� remover�o�excesso�de�sal�do�

esfregaço.�Após�essa�preservação�os�passos�da�coloração�de�Gram�foram�seguidos.�

�

A� resposta� de� crescimento� das� linhagens� em� presença� de� diferentes� compostos�

monoaromáticos� (4,5� mM� –� 1,5� mM� de� cada),� –� ácido� benzóico,� ácido�ρAhidroxibenzóico� e� ácido�

salicílico� (ácido� 2Ahidroxibenzóico),� suplementados� com� 0,05%� extrato� de� levedura,� foram�

determinadas�visualmente.

�

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

38,5�ºC,�sob�agitação�de�150�rpm,�por�168�horas.

Um�volume�de�40�mL�das�culturas�foi�centrifugado�por�10�minutos,�a�5�ºC�e�3000�g.�A�metade�

da�massa� celular� total� foi� transferida�para�50�mL�de�meio� líquido�MM�suplementado� com�0,1%�da�

solução�de�vitaminas,�0,05%�de�extrato�de� levedura�e�1,5�mM�dos�ácidos�aromáticos,� incubados�a�

38,5�ºC,�sob�agitação�de�150�rpm,�por�168�horas.�Foi�preparado�um�controle�sem�inóculo�de�células�

(controle�abiótico),�mantidos�nas�mesmas�condições�dos�cultivos.�

A� � indica� a� forma� de� avaliação� visual� para� determinação� do� crescimento� das�

linhagens.�Além�disso,�os�frascos�foram�fotografados�no�início�e�final�do�experimento.�

�
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�

�Avaliação�visual�do�crescimento�das�linhagens�

+++�
++�
+�
A�

*aparecimento� de� coloração� salmão� à� vermelha� no� tempo� de� 48� a� 72� horas�
após�inóculo;�
**aparecimento�de�coloração�salmão�à�vermelha�no� tempo�de�72�a�96�horas�
após�inóculo;�
***�pequena�mudança�na�coloração�após�96�horas;�
****�Nenhum�crescimento,�sem�mudança�da�coloração�com�relação�ao�controle�
abiótico.�

�

Para�posterior�análise�de�degradação� todo� conteúdo�dos� frascos� foram�centrifugados�após�

168�horas�a�3.000�g�a�5�ºC�por�10�minutos�e�os�sobrenantes�das�amostras�foram�congelados�a�A20�

ºC.�

�

A� resposta� de� crescimento� pelas� linhagens� de� haloarquéias� em� presença� de� diferentes�

compostos�monoaromáticos�(4,5�mM�–�1,5�mM�de�cada),�–�ácido�benzóico,�ácido�ρAhidroxibenzóico�e�

ácido� salicílico� (ácido� 2Ahidroxibenzóico)A,� sem� adição� de� extrato� de� levedura,� foram� determinadas�

visualmente.�O�preparo�do�inóculo�foi�realizado�como�descrito�no�item�4.2.5.1,�porém�sem�a�adição�de�

0,05%�de�extrato�de�levedura.

Para�posterior�análise�de�degradação� todo� conteúdo�dos� frascos� foram�centrifugados�após�

168�horas�a�5�ºC�e�3000�g�por�10�minutos�e�os�sobrenadantes�das�amostras�foram�congelados�a�A�20�

ºC.�
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A�análise�quantitativa�dos�compostos�aromáticos�por�cromatografia� líquida�de�alta�eficiência�

(CLAE),� foi� realizada�em�cromatógrafo� líquido�Shimadzu,�modelo�LCA6A,� com�detector�UVAVis.�Foi�

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

Os�ácidos�aromáticos� são�hidrossolúveis� nas� concentrações�utilizadas�e�os� sobrenadantes�

foram�analisados�por�CLAE�diretamente�após�a�centrifugação�da�cultura�(Emerson�et�al.,�1994).�As�

seguintes�condições�de�análise�foram�seguidas:�sistema�isocrático,�fase�móvel�metanol�:�água�:�ácido�

acético� (50� :� 49� :� 1,� v/v),� vazão� de� 0,5�mL/min,� volume� de� injeção� 20�µL,� temperatura� de� coluna�

mantida�a�35�ºC,�e�detector�de�absorbância�ajustado�para�254�nm.�

Cada�amostra� foi� injetada�duas�vezes�e�a�média�das�áreas�obtidas�nos�cromatogramas� foi�

utilizada� para� o� cálculo� da� concentração� de� ácido� restante.� Assim,� foi� calculada� posteriormente� a�

porcentagem�de�degradação.�

O�cálculo�da�degradação�dos�ácidos�aromáticos�foi�baseado�na�diferença�entre�as�áreas�dos�

picos,�gerados�pela�análise�de�CLAE,�dos�cultivos�comparados�com�controles�sem�inóculo�contendo�

os�ácidos�como�fonte�de�carbono,�sendo�calculada�assim�a�porcentagem�de�degradação.�A�

�mostra�o�tempo�de�retenção�dos�padrões�dos�ácidos�pAhidroxibenzóico,�benzóico�e�salicílico.�

� Tempo� de� retenção� dos� ácidos� aromáticos� analisados�
por�CLAE�

4,14�
6,73�
7,20�

�
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A�resposta�de�crescimento�pelas�linhagens�de�haloarquéias�em�presença�de�diferentes�HAPs�

(1,5�mM�–� 0,3�mM�de� cada),� –� naftaleno,� antraceno,� fenantreno,� pireno,� 1,2� benzoantraceno,� com�

adição�de�extrato�de�levedura,�foram�determinadas�visualmente.�

O�inóculo�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�ºC,�sob�agitação�de�150�rpm,�por�168�horas.�

A� partir� daí� 40� mL� das� culturas� foram� centrifugadas� por� 10� minutos,� a� 3000� g� e� 5� ºC.� A�

metade� da�massa� celular� total� foi� transferida�para� 50�mL� de�meio� líquido�MC� suplementados� com�

0,1%�da�solução�de�vitaminas,�0,3�mM�de�cada�HAP�e�0,05%�de�extrato�de� levedura� incubados�a�

38,5�ºC,�sob�agitação�de�150�rpm,�por�168�horas.�Foi�preparado�um�controle�sem�inóculo�de�células�

(controle�abiótico),�mantidos�nas�mesmas�condições�dos�cultivos.�A�mesma�forma�de�observação�da�

�foi�utilizada.��

�

A�resposta�de�crescimento�pelas� linhagens�de�haloarquéias�à�presença�de�diferentes�HAPs�

(1,5�mM�–�0,3�mM�naftaleno,�antraceno,� fenantreno,�pireno�e�1,2�benzoantraceno),� sem�adição�de�

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

descrito�no�item�4.2.8.1,�porém�sem�a�adição�de�0,05%�de�extrato�de�levedura. 
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Os�HAPs�foram�inicialmente�extraídos�para�posterior�análise�no�cromatógrafo.�A�extração�dos�

hidrocarbonetos� do�meio� de� cultura� foi� feita,� por� três� extrações� seguidas,� em� funil� de� decantação�

contendo�20�mL�de�diclorometano�cada.�As�amostras�foram�então�levadas�ao�rotaAevaporador,�até�a�

total� evaporação� do� diclorometano,� e� posteriormente� ressuspendidas� em� acetonitrila�

(SHUTTLEWORTH;�CERNIGLIA,�1996�adaptado).�

A� análise� quantitativa� dos� compostos� poliaromáticos� foram� realizadas� através� de� CLAE,�

utilizandoAse�uma�coluna�com� fase� reversa,�ZORBAX�C18,� um�sistema� isocrático�de�solventes�com�

fase� móvel� constituído� de� acetonitrila� :� água,� na� proporção� 70� :� 30� (v/v),� vazão� de� 0,6� mL/min� e�

detecção�a�254�nm.�O�volume� injetado�foi�de�20�µL�e�os�compostos� foram�identificados�através�do�

tempo�de�retenção.�Foi�então�realizada�uma�comparação�com�substâncias�padrões.�A�degradação�foi�

calculada�pela�injeção�de�amostras�controle�que�sofreram�as�mesmas�condições�de�agitação,�tempo,�

temperatura� e� extração� que� as� amostras� analisadas,� porém� não� continham� o� inóculo� de�

microrganismos.�CalculouAse�então�a�diferença�entre�as�áreas�dos�picos�da�amostra�e�do�controle,�

sendo�calculada�assim�a�porcentagem�de�degradação.�As�amostras�foram�injetadas�duas�vezes�e�o�

resultado�das�médias�foi�considerado�(NEVES,�2002�adaptado).�

O� cálculo� da� degradação� dos� HAPs� foi� baseado� na� comparação� entre� as� áreas� dos� picos,�

gerados� pela� análise� de� CLAE,� dos� cultivos� comparados� com� controles� sem� inóculo� contendo� os�

HAPs� como� fonte� de� carbono.�A� �mostra�o� tempo� de� retenção� dos�padrões� dos�HAPs,�

naftaleno,�fenantreno,�antraceno,�pireno�e�1,2Abenzoantraceno.�

�

�
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�Tempo�de�retenção�dos�padrões�de�HAPs�

6,5�
9,95�
11,06�
14,61�
19,05�

�

A� identificação� das� linhagens� foi� realizada� através� da� análise� da� sequência� do� gene� RNA�

ribossomal�16S,�segundo�a�metodologia�descrita�a�seguir.�

O�DNA�genômico�das� linhagens�halofílicas� foi�obtido�através�de�3�metodologias�distintas,�a�

extração�com�FenolAclorofórmiol,�o�método�de�CTBA�descrito�por�Ausubel�et�al.,�(1989)�e�a�utilização�

do� Kit� de� extração� AcquaPure� � (BioRad)� conforme� a� descrição� do� fabricante,� quando� houve� a�

necessidade�de�um�DNA�mais�puro,�como�por�exemplo,�para�digestão�de�DNA�por�endonucleases�de�

restrição.��

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�tampão�de�lise�celular�(40�mM�

EDTA,�50�mM�TrisAbase,�0,75�M�Sacarose,�pH�8,3)�e�50�µL�de�lisozima�(1mg.mLA1).�Essa�mistura�foi�

incubada�a�37�ºC�por�45�minutos.�Foram�adicionados�50�µL�de�Proteinase�K�e�20�µL�de�SDS�a�10%.�

A�mistura�foi�incubada�por�1�hora�a�55�ºC.�Com�o�mesmo�volume�de�amostra�foram�realizadas�duas�

extrações� consecutivas� com� fenol:clorofórmio:álcool� isoamílico� (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�o�mesmo�processo.�Foram�adicionados�2�mL�de�clorofórmio�:álcool�isoamílico�

(24:1),�e�a�misturada�foi� levada�ao�Vortex�e�posteriormente�centrifugada�nas�mesmas�condições.�O�

sobrenadante� foi� recuperado� e� foram� adicionados� 2� volumes� de� etanol� absoluto� e� 0,2� volume� de�

acetato�de�amônio�4�M.�O�conteúdo�foi�misturado�e�colocado�em�freezer�a�A20�ºC�por�30�minutos�ou�

mais.�O�tubo�foi�centrifugado�a�4�ºC�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�ºC�a�2500�g.�Após�a�retirada�do�

etanol�o�tubo�foi�deixado�aberto�para�a�evaporação�total�do�etanol�e�o�DNA�final�foi�ressuspendido�em�

água�MilliQ�estéril.�

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� �foi�ressuspendido�em�420�iL�de�TE�

(TrisAHCl�10�mM,�pH�8,0;�EDTA�1�mM),�e�foram�adicionado�30�iL�de�SDS�10�%,�6�iL�de�Proteinase�K�

(10�mg.mLA1),�6�iL�de�RNase�(10�mg.mLA1)�e�37,5�iL�(4�mg.mLA1).�A�mistura�foi�incubada�por�2�horas�

a� 37� ºC.� Foram� adicionados� 100� iL� de� NaCl� 5�M.� A� amostra� foi� mesclada� sem� utilizar� o� Vortex.�

Foram� adicionados� 80� iL� de� CTAB/NaCl� (CTAB� 10%� em�NaCl� 0,7�M� aquecida� a� 65� ºC� até� total�

homogeneização).� Com� um� volume� de� cloroformio/isoamilico� (24:1)� foi� realizada� a� extração�

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�extração�por�1�ou�2�vezes.�O�DNA� foi�

precipitado�com�0,6�volume�de�isopropanol�a�4�ºC.�A�mistura�foi�mesclada�suavemente�e�centrifugada�

15�minutos�a�18000�g�a�4�ºC.�O�sobrenadante�foi�descartado�com�uma�pipeta.�Após�a�evaporação�do�

álcool�o� �foi�ressuspendido�em�52�iL�de�água�MilliQ�ou�TE.�A�concentração�de�DNA�foi�medida�

através�da�leitura�da�absorbância�a�260�nm�(uma�A260�de�0,1�equivale�a�uma�concentração�de�DNA�
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de�5,0�µg.mLA1).��As�amostras�de�DNA�foram�ajustadas�para�uma�concentração�final�de�1�ig/�iL.�O�

DNA�foi�visualizado�em�um�gel�de�agarose�a�2%.�

� O�DNA�genômico�obtido�foi�visualizado�por�eletroforese�em�gel�de�agarose�a�2%�impregnado�

com� brometo� de� etídio� e� foi� observado� sob� raios� ultravioleta.� Esta� técnica� foi� realizada� em� géis�

horizontais�de�agarose,�com�uma�concentração�variável�entre�0,5�e�2%�submersos�em�um�tampão�

TAE� (1x)� (Tampão�TAE�50x:� 57,1�mL� ácido�acético� glacial;� 100�mL�EDTA�50�mM,� pH;� 242� g� Tris�

base;�água�destilada�c.s.p.�1000�mL)�e�preparados�com�o�mesmo�tampão.�A�visualização�do�DNA�foi�

feita� através� do� uso� de� luz� ultravioleta� a� 360� nm,� em� géis� corados� com� brometo� de� etídio,�

(SAMBROOK;�RUSSEL,�2001).�

� As�massas�moleculares�dos� fragmentos�de�DNA�foram�calculadas�mediante�a�curva�massa�

molecularAmobilidade,� obtida� segundo� as� distâncias� de� migração� dos� fragmentos� III� do� DNA�

estandar�λcI857�Sam7�(Roche).��

A�identificação�das�linhagens�de�haloarquéias�foram�feitas�através�do�seqüenciamento�parcial�

do�gene�RNA� ribossomal�16S.�Foram�utilizados,�para�amplificação�do�gene,�os� �ARCH�R�e�

ARCH�F�(Whitford�et�al ,�2004).�A�reação�em�cadeia�da�polimerase�foi�feita�em�um�volume�de�50�jL�

contendo� 5� jL� de� tampão� com� MgCl2� 10X� (Eppendorf),� 8� jM� dNTP’s� (desoxirribonucleotídeos�

trifosfatados),� 2,5� jL� de� cada� primer� (diluído� 1:9� de� água� MilliQ),� 0,5� jL� de� Taq� Polimerase�

(Eppendorf),�e�50A100�ng�de�DNA,�nas�seguintes�condições:�desnaturação�95�ºC/5�min;�25�ciclos�de�

desnaturação�94�ºC/1�min,�anelamento�50�ºC/1�min,�extensão�72�ºC/2�min;�extensão�final�72�ºC/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.�

�

O� produto� amplificado� foi� seqüenciado� em� sequenciador� automático�modelo� 3100� (Applied�

Biosystems)� segundo� o� protocolo� do� fabricante,� pela� empresa� NewBiotechnic� (NBT,� SevilhaA

Espanha).�

As� seqüências� obtidas� no� sequenciamento� foram,� então,� processadas� no� programa�

phred/Phrap/CONSED�versão�Linux�(EWING�et�al., 1998;�GODON�et�al.,�1997)�para�a�montagem�dos�

.� A� seqüência� com� aproximadamente� 1000� pb� foi� submetida� à� comparação� nos� bancos� de�

dados,� Genbank� (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)� e� Ribosomal� Data� Projetct� II� 9.0�

(http://rdp.cme.msu.edu/index.jsp).��

As�seqüências�recuperadas�dos�bancos�de�dados�foram�alinhadas�no�programa�CLUSTAL�X�

(THOMPSON� et� al.,� 1997),� editadas� no� BIOEDIT� (HALL,� 1999)� e� as� análises� filogenéticas� foram�

conduzidas� utilizando� o� programa� MEGA� versão� 4� (KUMAR� et� al.,� 2007).� A� matriz� de� distância�

evolutiva� foi� calculada� com� o� modelo� de� Kimura� (KIMURA,� 1980)� e� a� construção� da� árvore�

filogenética�a�partir�das�distâncias�evolutivas�foi�feita�pelo�método�de� �(SAITOU;�NEI,�

1987),�com�valores�de� calculados�a�partir�de�1.000�reAamostragens�(FELSENSTEIN,�1985).�

A�determinação�da�presença�de�genes�catabólicos�de� interesse�foi� realizada�utilizandoAse�o�

termociclador�Robot�(Eppendorf),�com�o�DNA�proveniente�de�microrganismos�isolados.�
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As�reações�foram�preparadas�em�volumes�finais�de�50�µL.�Os�oligonucleótideos�que�foram�

utilizados�estão�descritos�na� �

�

Oligonucleotídeos� utilizados� para� a� amplificação� de� genes� responsáveis� pela�
degradação�de�compostos�aromáticos�

Cat�1�e�Cat�3� 5´ACCATCGARGGYCCSCTSTAYA3´�
5´GTTRATCTGGGTGGTSAGA3´�

Catecol� 1,2�
dioxigenase�

Pro3.4.2�e�Pro3.4.4�
5´GCSCCSCTSGAGCCSAACTTCA3´��

�
5´GCCGCGSAGSACGATRTCGAAA3´�

Protocatechuato� 3,4�
dioxigenase�

García� et�
al �2005.�

139f/993r�
�

�TGG�AAG�TGG�GAA�GAC�ATC�GAG�
GC;�
TCG�TGG�TGG�TGA�ATC�TCG�TC;��

Gentisato� 1,2�
dioxigenase�

Fairley� et�
al ,�2006�

�

Os� genes� que� codificam� para� dioxigenases� bacterianas� como� catecolA1,2Adioxigenase� e�

protocatecuatoA3,4Adioxigenase� foram�amplificados� utilizando� � degenerados,� de� acordo� com�

García� colaboradores�(2005a).�

As�reações�de�PCR�para�amplificação�dos�genes�catabólicos�foram�realizadas�com�todas�as�

linhagens�estudadas.��

�

�

�

�

�

�
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Foram� isolados� 6� microrganismos� das� salinas� de� Arraial� do� CaboARJ� e� 1� das� salinas� de�

Nossa�Senhora�do�SocorroASE�( ).��

Na� ,�estão�dispostas�as�linhagens�isoladas.�Apenas�AR71�apresentou�verdadeiro�

potencial� de� degradação� dos� ácidos� pAhidroxibenzóico� e� benzóico� (estudos� preliminares),� sendo�

assim�a�linhagem�AR71�teve�seu�DNA�extraído�e�foi�identificada.��

�

Relação�de�linhagens�isoladas�de�salinas�brasileiras�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

 
 

4HBA�+�extrato� Arraial�do�CaboARJ�
4HBA�+�extrato� Arraial�do�CaboARJ�
4HBA�+�piruvato� Arraial�do�CaboARJ�
4HBA�+�piruvato� Arraial�do�CaboARJ�
4HBA�+�piruvato� Arraial�do�CaboARJ�
4HBA�+�piruvato� Arraial�do�CaboARJ�
4HBA� Nossa�Senhora�do�SocorroASE�

�Salinas�de�Nossa�Senhora�do�SocoroASE 
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Quando� o� meio� composto� pela� junção� dos� três� ácidos� aromáticos� foi� suplementado� com�

extrato� de� levedura� todas� as� linhagens� estudadas� apresentaram� crescimento.� Quatro� linhagens�

apresentaram�melhor�crescimento:�BO6,�AA31,�AA41�e�CL47�( ).�As� ,� ,� �e�

�apresentam�o�crescimento��das�linhagens�em�meio�contendo�os�ácidos�aromáticos.��

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

apresentaram�crescimento�regular�–�AA35�após�168�horas�de�crescimento�e�AA41�após�72�horas.�

�

Crescimento�de�haloarquéias�em�ácidos�aromáticos.�1,5�mM�de�ácido�pAhidroxibenzóico,�
1,5�mM�de�ácido�benzóico�e�1,5�mM�de�ácido�salicílico,�suplementado�ou�não�com�0,05%�de�extrato�de�
levedura�

�
� � �

+� ++� +� ++� +� ++�
+� +++� +� +++� +� +++�
+� ++� +� ++� +� ++�
+� ++� +� ++� +� ++�
+� ++� +� ++� +� ++�
+� ++� +� ++� +� ++�
+� ++� +� +++� +� +++�
+� ++� +� ++� ++� ++�
++� +++� ++� +++� ++� +++�
+� ++� +� ++� +� +++�
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+�pouco�crescimento�
++�crescimento�regular�
+++�crescimento�bom�
�

�
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�Crescimento�da�linhagem�BO6�em�ácidos�aromáticos�–�1)�Controle�sem�extrato�de�levedura,�2
e�3)�inóculo�sem�extrato�de�levedura,�4�e�5)�inóculo�com�extrato�de�levedura�e�6)�controle�com�extrato�de
levedura.�A)�inóculo�no�tempo�0�hora;�B)�inóculo�no�tempo�48�horas�e�C)�inóculo�no�tempo�168�horas�

1���������2����������3����������4�����������5�������6� 1���������2����������3����������4�����������5�������6� 1���������2����������3����������4�����������5�������6�

A� � � � ��B� � � � ���C�

Crescimento�da�linhagem�AA31�em�ácidos�aromáticos�–�1)�Controle�sem�extrato�de�levedura,
2�e�3)�inóculo�sem�extrato�de�levedura,�4�e�5)�inóculo�com�extrato�de�levedura�e�6)�controle�com�extrato
de�levedura.�A)�inóculo�no�tempo�0�hora;�B)�inóculo�no�tempo�48�horas�e�C)�inóculo�no�tempo�168�horas�

A� � � � ��B� � � � ���C�

1���������2����������3����������4�����������5�������6� 1���������2����������3����������4�����������5�������6� 1���������2����������3����������4�����������5�������6�

�Crescimento�da�linhagem�AA35�em�ácidos�aromáticos�–�1)�Controle�sem�extrato�de�levedura,
2�e�3)�inóculo�sem�extrato�de�levedura,�4�e�5)�inóculo�com�extrato�de�levedura�e�6)�controle�com�extrato
de�levedura.�A)�inóculo�no�tempo�0�hora;�B)�inóculo�no�tempo�48�horas�e�C)�inóculo�no�tempo�168�horas�

A� � � � ��B� � � � ���C�

1���������2����������3����������4�����������5�������6� 1���������2����������3����������4�����������5�������6� 1���������2����������3����������4�����������5�������6�

Crescimento�da�linhagem�AA41�em�ácidos�aromáticos�–�1)�Controle�sem�extrato�de�levedura,�
2�e�3)�inóculo�sem�extrato�de�levedura,�4�e�5)�inóculo�com�extrato�de�levedura�e�6)�controle�com�extrato�
de�levedura.�A)�inóculo�no�tempo�0�hora;�B)�inóculo�no�tempo�48�horas�e�C)�inóculo�no�tempo�168�horas�

A� � � � ��B� � � � ���C�

1���������2����������3����������4�����������5�������6� 1���������2����������3����������4�����������5�������6� 1���������2����������3������������4������������5�������6�
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Até�o�momento,�o�metabolismo�aeróbico�de�um�número�restrito�de�compostos�aromáticos�só�

foi�demonstrado�para�dois�isolados�de�holoarquéias.�A�linhagem� sp.�D1227�(EMERSON�et�

al.,� 1994)� foi� capaz� de� crescer� em� benzoato,� cinamato,� fenilApropionato� e� 3Ahidroxibenzoato� (FU;�

ORIEL,�1999),�mas�não�em�pAhidroxibenzoato�ou�2Ahidroxibenzoato.�A� linhagem� �sp.�D1�

(FAIRLEY� et� al.,� 2002)� foi� capaz� de� crescer� em� benzoato� e� pAhidroxibenzoato,� mas� não� em� 3A

hidroxibenzoato�ou�2Ahidroxibenzoato.�

�

A�degradação�dos�ácidos�foi�mais�intensa�quando�as�haloarquéias�foram�inoculadas�em�meio�

sem�adição�de�extrato�de�levedura�( �e� ,� �e� ).�Dos�três�ácidos�estudados,�

o�pAhidroxibenzóico� teve�a�menor�porcentagem�de�degradação,� quando� comparado�aos�demais.�A�

melhor� degradação� foi� observada�quando� foi� cultivada�a� linhagem�AA35�sem�adição�de�extrato�de�

levedura�(8,98%).�Este�resultado�corrobora�com�os�resultados�de�crescimento�nos�ácidos�aromáticos�

( e ),�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� � também�

degradaram�o�ácido�ρAhidroxibenzóico�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�BO6�apresentou�degradação�

desse�ácido�quando�cultivada�em�presença�de�0,05%�de�extrato�de�levedura�(3,35%).�

Todas� as� linhagens� apresentaram� degradação� do� ácido� benzóico� quando� inoculadas� sem�

adição� de� extrato� de� levedura.� Os� melhores� resultados� foram� apresentados� pelas� linhagens� .�

(28,32%),�CL47� (23,46%)�e�MM27�(15,35%).� �As� linhagens�BO3,�BO6,�BO7,�PR13,�MM17,�

AA31,� AA35,� AA41,� apresentaram� degradação� (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� presença� de� extrato� de� levedura,� poucas� linhagens� apresentaram�

degradação�do�ácido�benzóico.�A�linhagem�BO6�que�teve�um�ótimo�crescimento�( �e�

)� quando� cultivada� neste� meio� degradou� 10,95%.� A� linhagem� � foi� a� que� melhor�

degradou� (11,09%).� As� linhagens� PR13� e� AA41� apresentaram� degradação� de� 3,48%� e� 3,63%,�

respectivamente.�

O� ácido� salicílico� foi� o� mais� degradado� pelas� linhagens� estudadas� quando� os� meios� não�

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� �

(31,52%).� A� linhagem� AA35� também� apresentou� boa� porcentagem� de� degradação� (22,67).� BO3,�

BO6,�PR13,�MM17,�MM27e�AA41�tiveram�respectivamente�as�seguintes�resultados�de�degradação:�

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

Apenas� as� linhagens� BO6� e� � degradaram� o� ácido� salicílico� quando� o� meio� foi�

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

Provavelmente� o� fato� das� linhagens� não� terem� apresentado� altas� taxas� de� degradação�

quando�inoculadas�em�meio�com�adição�de�extrato�de�levedura,�pode�estar�relacionado�a�inibição�da�

expressão� dos� genes� de� degradação� quando� existe� uma� fonte� de� carbono� mais� prontamente�

assimilável� como� um� composto� complexo� que� é� o� extrato� de� levedura.� Porém,� sendo� os� ácidos�

aromáticos�uma�fonte�mais�simples�de�energia�e�de�difícil�utilização�quando�comparados�ao�extrato�

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

Segundo� Borgne� e� colaboraladores� (2008),� poucas� espécies� são� isoladas� quando� o� ácido�

benzóico�é�utilizado�como�única�fonte�de�carbono�e�energia.��

�
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�Degradação�dos�ácidos�aromáticos�pAhidroxibenzóico,�benzóico�e�salicílico,�pelas�haloarquéias�
com�ou�sem�adição�de�0,05%�de�extrato�de�levedura�

3,52� 0,00� 9,44� 0,00� 20,59� 0,00�
2,43� 3,35� 4,38� 10,95� 16,38� 6,72�
0,24� 0,00� 3,75� 0,00� 14,48� 0,00�
1,57� 0,00� 7,86� 3,48� 19,95� 0,00�
0,00� 0,00� 5,00� 0,00� 13,74� 0,00�
0,00� 0,00� 15,35� 0,00� 18,75� 0,00�
0,00� 0,00� 10,84� 0,00� 1,04� 0,00�
8,98� 0,00� 10,12� 0,00� 22,67� 0,00�
0,41� 0,00� 13,23� 3,63� 7,60� 0,00�
5,73� 0,00� 23,46� 0,00� 32,25� 0,00�
4,61� 0,00� 28,32� 11,09� 31,52� 10,58�
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�Degradação�do�ácido�pAhidroxibenzóico�em�meio�sem�acréscimo�de�extrato�de�levedura�■�ou�com�
acréscimo�de�extrato�de�levedura�■,�pelas�linhagens�de�haloarquéias�cultivadas�por�168�h�a�38,5�ºC�
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acréscimo�de�extrato�de�levedura�■,�pelas�linhagens�de�haloarquéias�cultivadas�por�168�h�a�38,5�ºC�
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Até�o�momento,�poucas�linhagens�de�haloarquéias�foram�estudadas�quanto�à�degradação�de�

ácidos�aromáticos.� sp.�D1227�foi�o�primeiro�exemplo�reportado�da�utilização�de�compostos�

aromáticos�como�benzoato,�cinamato�e�fenilpropionato,�como�única�fonte�de�carbono�e�energia�para�o�

crescimento� (Emerson� et� al ,� 1994).� Esta� linhagem� foi� isolada� a� partir� de� solo� contaminado� com�

petróleo�e�com�alta�salinidade�em�um�poço�no�Estado�de�Michigan�(EUA).�A�degradação�do�ácido�3A

fenilpropiônico�por�essa�linhagem�foi�estudada�para�examinar�a�estratégia�de�metabolizar�compostos�

aromáticos.� sp.�D1227�metaboliza�este�ácido�por�meio�da�quebra�inicial�da�cadeia�pela�via�

benzoilCoA,�uma�via�similar�a�βAoxidação�lipídica,�seguida�pela�degradação�aromática�usando�a�via�

da�gentisato�(Fu;�Oriel,�1999).��

Em�estudos�publicados�em�2002�a� linhagem�de�haloarquéia� sp.�D1�apresentou�

crescimento�aeróbico�em�ácido�pAhidroxibenzóico�como�única�fonte�de�carbono�e�energia�através�de�

uma�rota�metabólica�incomum.�Enquanto�a�maioria�das�bactérias�metaboliza�ácido�pAhidroxibenzóico�

através�de�hidroxilação� formando�ácido�protocatecóico,�que�serve�como�molde�para�a�clivagem�do�

anel,� esta� arquéia� metaboliza� o� ácido� pAhidroxibenzóico� através� do� ácido� gentísico.� Gentisato� foi�

detectado� nas� culturas� crescidas� como� ácido� pAhidroxibenzóico,� e� atividade� de� gentisato� 1,2A

dioxigenase� foi� detectada� ao� mesmo� tempo� em� que� se� acumulou� gentisato� (Fairley� et� al ,� 2002).�

Entretanto,� organismos� fisiologicamente� similares,� como� e�

,�não�apresentaram�crescimento�em�substratos�aromáticos�(Emerson�et�al ,�1994).�

�

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

linhagens� apresentaram� crescimento� após� 72� horas.� Apenas� a� linhagem� BO7� apresentou�
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crescimento�após�48�horas�do� inóculo.�Cinco� linhagens�apresentaram�crescimento�ótimo�após�168�

horas�–�BO7,�PR13,�MM17,�MM27�e� �( ).�As� ,� ,� ,� �e� �

apresentam�o�crescimento�das�linhagens�em�meio�contendo�HAP.���

Quando� o� meio� contendo� HAPs� não� foi� suplementado� com� extrato� de� levedura� apenas� a�

linhagem� BO7� apresentou� crescimento� regular� mesmo� após� 72� horas,� e� as� outras� linhagens�

apresentaram�baixo�crescimento.�

Raghavan� e� Furtado� (2000)� determinaram� a� resposta� de� crescimento� do� isolado�

sp.�R1�em�presença�de�10�diferentes�hidrocarbonetos�aromáticos,�e�constataram�que�

houve�redução,�mas�não�inibição�do�crescimento.�

�

� 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)�

�
� � �

A� A� +� +� +� ++�
A� A� +� +� +� ++�
+� +� ++� ++� ++� +++�
A� A� +� ++� +� +++�
A� A� +� ++� +� +++�
A� A� +� ++� +� +++�
A� A� +� +� +� ++�
A� A� +� +� +� ++�
A� A� +� +� +� ++�
A� A� +� +� +� ++�
A� A� +� ++� +� +++�

A�sem�crescimento�
+�pouco�crescimento�
++�crescimento�regular�
+++�crescimento�bom�

�
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�

� Crescimento� da� linhagem�BO7� em�HAPs� –� 1)� Controle� sem� extrato� de� levedura,� 2� e� 3)�
inóculo�sem�extrato�de� levedura,�4�e�5)� inóculo�com�extrato�de� levedura�e�6)�controle�com�extrato�de�
levedura.�A)�inóculo�no�tempo�0�hora;�B)�inóculo�no�tempo�48�horas�e�C)�inóculo�no�tempo�168�horas.�

A� � � � ��B� � � � ���C�

1���������2����������3����������4�����������5�������6� 1���������2����������3����������4�����������5�������6� 1���������2����������3����������4�����������5�������6�

�Crescimento�da�linhagem�PR13�em�HAPs�–�1)�Controle�sem�extrato�de�levedura,�2�e�3)
inóculo�sem�extrato�de�levedura,�4�e�5)�inóculo�com�extrato�de�levedura�e�6)�controle�com�extrato�de
levedura.�A)�inóculo�no�tempo�0�hora;�B)�inóculo�no�tempo�48�horas�e�C)�inóculo�no�tempo�168�horas.�

A B C

1���������2����������3����������4�����������5�������6�
1���������2����������3����������4�����������5�������6�

1���������2����������3����������4�����������5�������6�

�Crescimento�da� linhagem�MM27�em�HAPs�–�1)�Controle�sem�extrato�de� levedura,� 2�e�3)
inóculo� sem�extrato� de� levedura,� 4� e� 5)� inóculo� com�extrato� de� levedura� e� 6)� controle� com�extrato� de
levedura.�A)�inóculo�no�tempo�0�hora;�B)�inóculo�no�tempo�48�horas�e�C)�inóculo�no�tempo�168�horas.�

A� � � � ��B� � � � ���C�

1���������2����������3����������4�����������5��������6� 1���������2����������3����������4�����������5���������6� 1���������2����������3����������4�����������5�������6�

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

A� � � � ��B� � � � ���C�

1���������2����������3����������4�����������5�������6� 1���������2����������3����������4�����������5�������6� 1���������2����������3����������4�����������5�������6�
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�

�

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

extrato�de�levedura�( �e� ,� , ,� �e� ) .��

�

�Porcentagem�de�degradação�de�HAPs�das�linhagens�em�meios�contendo�extrato�de�levedura�

21,80� 0,00� 0,00� 44,10� 0,00� 27,80� 0,00� 29,90� 0,00� 40,50�

7,60� 0,00� 0,00� 0,00� 0,00� 42,90� 0,00� 0,00� 0,00� 0,00�

50,00� 55,20� 67,60� 72,70� 48,00� 62,90� 50,10� 72,50� 60,30� 71,80�

0,00� 29,80� 47,60� 74,60� 0,00� 60,70� 0,00� 71,40� 0,00� 66,10�

0,00� 51,60� 61,70� 69,00� 0,00� 59,20� 0,00� 65,60� 0,00� 56,00�

0,00� 0,00� 0,00� 58,30� 0,00� 40,20� 0,00� 0,00� 0,00� 0,00�

0,00� 0,00� 0,00� 74,00� 0,00� 38,00� 0,00� 67,00� 0,00� 68,50�

30,10� 32,20� 75,90� 76,90� 0,00� 65,10� 63,70� 73,30� 70,30� 75,40�

0,00� 44,70� 0,00� 61,00� 0,00� 88,40� 0,00� 0,00� 0,00� 60,90�

48,20� 51,60� 0,00� 72,60� 0,00� 60,80� 0,00� 80,00� 0,00� 77,80�

41,10� 65,40� 0,00� 45,00� 0,00� 40,00� 0,00� 68,3� 0,00� 74,00�

�Crescimento�da�linhagem� �em�HAPs�–�1)�Controle�sem�extrato�de�levedura,�2�e�3)
inóculo� sem�extrato�de� levedura,� 4�e�5)� inóculo� com�extrato�de� levedura�e�6)� controle�com�extrato�de
levedura.�A)�inóculo�no�tempo�0�hora;�B)�inóculo�no�tempo�48�horas�e�C)�inóculo�no�tempo�168�horas�

A B C

1���������2����������3����������4�����������5�������6�

1���������2����������3����������4�����������5�������6�
1���������2����������3����������4�����������5�������6�
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Neste�caso�o�naftaleno�foi�degradado�por�sete� linhagens�(BO7,�PR13,�MM17,�AA35,�AA41,�

CL47� e� ),� tendo� a� última� apresentado� a�maior� porcentagem�de� degradação� (65,4%).� Já�

quando� o� extrato� de� levedura� não� foi� acrescido� ao� meio,� seis� linhagens� degradaram� o� naftaleno�

(BO7,�PR13,�MM17,�AA35,�AA41,�CL47�e� volcanii),�porém�esta�foi�menos�intensa�que�nos�meios�

com�extrato�de�levedura.�A�linhagem�BO7�foi�responsável�pela�maior�degradação�(50%).�

Em�meio�contendo�extrato�de�levedura�o�antraceno�só�não�foi�degradado�pela�linhagem�BO6�

e�a�maior�degradação�foi�apresentada�pela�linhagem�AA35�(76,9�%).�Quatro�linhagens�apresentaram�

degradação�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� o�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� responsável� pela�maior� degradação� (88,4%).� Já� em�meio� sem�

extrato�de�levedura�apenas�a�linhagem�BO7�apresentou�48%�de�degradação.�

Em�meio� acrescido� do� extrato� de� levedura� apenas� as� linhagens� BO6,�MM27� e� AA41� não�

degradaram�o�pireno,�tendo�CL47�degradado�80%�deste�HAP.�Em�meios�em�que�o�pireno�foi�a�única�

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

O�1,2Abenzoantraceno,�em�meio�com�adição�de�extrato�de�levedura,�não�foi�degradado�pelas�

linhagens� BO6� e� MM27.� A� maior� degradação� 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�degradação.�

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

extrato�de�levedura�foram�BO7,�MM17�e�CL47.�Já�sem�extrato�de�levedura�foram�BO7�e�AA35.�
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Muitos� autores� reportam� a� habilidade� de� bactérias� que� oxidam� HAPs.� As� bactérias�

sp.,� � sp.,� sp.,� sp.,� ,�

,� ,� � sp.� Foram�estudadas� quanto� a� capacidade� de� degradarem�

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

Mahaffey� e� colaboradores (1988)� estudaram� a� capacidade� de� ,�

sp.�E� �de�oxidar�1,2ABenzoantraceno.�A�degradação�de�fenantreno�também�já�foi�

estudada� em� diversas� espécies� como� � sp.�

(STRINGFELLOW;�AITKEN,�1995).��

Grund�e�colaboradores�(1992)�estudaram�a�degradação�do�naftaleno�via�salicilato�e�gentisato�

em� � sp.� Esse� mesmo� microrganismo� também� foi� estudado� quanto� à� capacidade� de�

degradar�pireno�(WATER�et�al �1991).�

Estudos�de�degradação�de�benzo(a)pireno�com�eubactérias,� realizados�por�Juhasz�e�Naidu�

(2000),� demonstraram� que� pode� haver� degradação� do� composto� quando� no� meio� de� cultura� é�

adicionado� outra� fonte� de� carbono� que� não� o� HAP� em� questão.� Ye� e� colaboradores� (1996)�

observaram� que� a� concentração� de� benzo(a)pireno� reduziu� em� apenas� 5%� por�

após�168�horas.�Entretanto�com�o�acréscimo�de�100�mg.LA1�de�extrato�de� levedura�no�

meio�houve�uma�remoção�de�40%�do�composto�no�mesmo�período�de�incubação.�

Apesar�de�vários�autores�estudarem�a�capacidade�de�degradação�de�HAPs�em�bactérias�não�

há�dados�reportados�em�literatura�sobre�a�degradação�destes�compostos�em�haloarquéias.�

�
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A� identificação� das� linhagens� de� haloarquéias� foi� feita� por� análise� de� seqüências� do� gene�

RNA�ribossomal�16S.�A� �mostra�a�árvore�filogenética�construída.�

A�seqüência�parcial�do�gene�RNA�ribossomal�16S�da�linhagem�CL47�isolada�das�Salinas�de�

Cahuil�(Chile),�em�meio�MM�contendo�25%�de�sais�após�enriquecimento�em�ácido�pAhidroxibenzóico�

(0,4� mM)� como� única� fonte� de� carbono� (CUADROSAORELLANA,� 2003)� apresentou� entre� 98%� de�

similaridade� com� seqüências� de� linhagens� do� gênero� ,� incluindo� linhagens� tipo.� A�

reconstrução�da�árvore�filogenética�recuperou�a�linhagem�CL47�num�grupamento�coeso�com�elevado�

valor�de�boostrap�(88%)�com�a�linhagem�tipo� �confirmando�sua�identificação.��

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

no�sudoeste�de�OklahomaAEUA�(ELSHAHED�et�al.,�2004).�Membro�da�família�Halobacteriaceae�são�
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microrganismos� dominantes� em� ecossistemas� hipersalinos,� incluindo� salinas,� Mar� Morto� e� lagos�

hipersalinos.��

A�seqüência�parcial�do�gene�RNA�ribossomal�16S�das�linhagens�BO3,�BO6�e�B07�(isoladas�

do� Salar� de� UyuniABolívia),� PR13� (isolada� de� salinas� de� Cabo� RojoAPorto� Rico),� MM17� e� MM27�

(isoladas� do� Mar� MortoAIsrael� e� Jordânia),� AA31,� AA35� e� AA41� (isoladas� do� Green� LakeAArábia�

Saudita)�e�CL51�(isolada�a�partir�das�Salinas�de�CahuilAChile)� isoladas�em�meio�MM�contendo�25%�

de�sais�e�ácido�pAhidroxibenzóico� (0,4�mM)�como�única� fonte�de�carbono� (CUADROS�ORELLANA,�

2003)�apresentaram�entre�96%�e�98%�de�similaridade�com�linhagens�do�gênero� ,�incluindo�

as� linhagens� tipo� ,� ,� ,� ,�

.�A�reconstrução�da�árvore�filogenética�revelou�um�grupo�formado�pelas�linhagens�estudadas�

alocado� no� gênero� ,� mas� filogeticamentoe� distante� das� espécies� descritas� e,� portanto,�

sendo�as�linhagens�identificadas�como� sp.�

O� gênero� foi� descrito� pela�primeira� vez� por� Torreblanca� e� colaboradores� (1986).�

Atualmente� existem� 8� espécies� descritas� � (MULLAKHANBHAI� e� LARSEN,� 1975)�

� (RODRIGUEZAVALERA�et�al.�1983),� TOMLINSON�et�

al.�1986),� (JUEZ�et�al.�1986),� �(OREN�et�al.�1995),�

� (GUTIERREZ� et� al.� 2004),� � (ELSHAHED� et� al.� 2004)� e�

� (ENACHE�et� al.� 2007).� Este� gênero� é� caracterizado� pelo� intenso� pleomorfismo� e� pela�

baixa�requisição�de�sal�comparado�com�outros�gêneros�da�família�halobacteriaceae�(ELSHAHED�et�

al.�2004).��

� A�partir�dos�dados�analisados�podeAse�verificar�que�todos�os�isolados�pertencem�ao�gênero�

,� a� espécie� � é� na� verdade� o� mesmo� que� .� Este�

resultado� já� era� esperado� para� os� isolados� analisados,� já� que� em� análises� anteriores� de� lipídios�
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polares� de� membrana� através� de� cromatografia� de� camada� delgada� realizados� com� os� mesmos�

isolados�apresentaram�estes�resultados�(CUADROSAORELLANA,�2003).��

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

em�diferentes�locais�(Chile,�Bolívia,�Arábia�Saudita,�entre�outros)�pode�estar�relacionado�ao�meio�de�

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

preferencialmente�espécies�do�gênero� devido�à�sua�composição�salina.��

 

Análise�filogenética�de�parte�da�sequência�do�gene�de�RNAr�16S�das�linhagens�de�holoarquéias�da�coleção�
do� LSFM� e� microrganismos� relacionados� do� gênero� .� As� distâncias� evolutivas� foram� baseadas� no� modelo�
Kimura�e�a�construção�da�árvore�filogenética�a�partir�das�distâncias�evolutivas�foi�feita�pelo�método�de� ,�com�
valores�de� calculados�a�partir�de�1.000�reAamostragens.�Os�números�de�acesso�do�Genbank�estão�listados�após�
os�nomes.� NCMB�2192�foi�usada�como�

 MM17

 MM27 

 PR13

 BO7

 AA41

 CL51

 AA31

 BO3

 BO6

 AA35

  Haloferax alexandrinus TM
T
 (AB037474) 

 Haloferax sp. (EU308262) 

 Haloferax volcanii NCIMB 2012 (AY425724)

 Halobacterium volcanii (K00421) 

 Haloferax denitrificans ATCC35960 (D14128) 

 Haloferax prahovense TL6 (AB258305)

 Haloferax gibbonsii ATCC 33959 (D13378)

 Haloferax lucentensis JCM 9276 (AB081732)  

 CL47

 Haloferax sulfurifontis M6
T
 (AY458601)

 Natronococcus occultus NCMB 2192 (Z28378)

88

88

69

54

70

36

16

28

10

95

46

98

36 76

53

58

55

52

0.01
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Além�dessas�linhagens,�uma�haloarquéia�isolada�nos�trabalhos�realizados�no�Brasil�de�uma�

salina� em�Arraial� do�CaboARJ� (AR71),� teve� seu�DNA�extraído� e� foi� realizada�uma� reação� de�PCR�

utilizandoAse�os� �para�amplificação�do�gene�que�codifica�o�RNAr�16S�( ).�

�

�

�

�

�

�

�

Gel�de�eletroforese�contendo�a�reação�de�PCR�para�o�16S�da�haloarquéia�AR71;�1)�Marcador�
ladder�de�1kb;�2�a�5)�reação�de�PCR�contendo�diferentes�concentrações�de�DNA�(0,5�a�2,0�µL);�6)�controle�
positivo�para�reação�de�PCR�para�o�16S�da� �

�

A�seqüência�parcial�do�gene�RNA�ribossomal�16S�da�linhagem�AR71�isolada�das�Salinas�de�

Arraial� do� CaboARJ� em� meio� MM� contendo� 25%� de� sais� após� enriquecimento� em� ácido� pA

hidroxibenzóico�(0,4�mM)�como�única�fonte�de�carbono�apresentou�entre�98%�de�similaridade�com�a�

seqüência� da� linhagem� .� A� reconstrução� da� árvore� filogenética� recuperou� a�

linhagem� CL47� num� grupamento� com� valor� de� boostrap� de� 64%� com� a� linhagem� tipo�

confirmando�sua�identificação.�A� �mostra�a�árvore�filogenética�construída.�

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

de�OklahomaAEUA�(SAVAGE�et�al.,�2008).�

 1  2  3  4 5       6  
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Análise� filogenética� de� parte� da� sequência� do� gene� de� RNAr� 16S� da� linhagem� AR71� e�
microrganismos�relacionados.�As�distâncias�evolutivas�foram�baseadas�no�modelo�Kimura�e�a�construção�da�
árvore� filogenética�a�partir�das�distâncias�evolutivas� foi� feita�pelo�método�de� ,� com�valores�de�

calculados�a�partir�de�1.000�reAamostragens.�Os�números�de�acesso�do�Genbank�estão�listados�após�
os�nomes.� NCMB�2192�foi�usada�como�

Reações� de� PCR� para� amplificação� dos� genes� de� dioxigenases� foram� estudadas� para� as�

linhagens�de�haloarquéias.�Os� �para�a�enzima�catecol�1,2�dioxigenase�e�protocatecuato�3,4�

dioxigenase�foram�os�mesmos�utilizados�para�a�linhagem� .�Neste�caso,�os�genes�não�

foram�amplificados.�Dois�fatores�podem�estar�relacionados�a�este�resultado:�o�primeiro�pode�ser�que�

o� gene� para� estas� duas� enzimas� não� esteja� presente� no� genoma� da� haloarquéias� estudadas.� � O�

segundo�fator�pode�estar�relacionado�aos� �terem�sido�construídos�baseados�em�alinhamentos�

de�aminoácidos�e�nucleotídeos�de� linhagens�bacterianas�dos�gêneros� ,� e�

Burkholderia,�dessa�forma,�mesmo�que�estas�dioxigenases�estejam�presentes�em�haloarquéias,�seus�

genes�podem�ter�domínios�conservados�diferente�dos�genes�de�bactérias.�

 AR71

 Halosarcina pallida BZ256
T (EF055454) 

 Halogeometricum sp. (EU308272)

 Halosarcina sp. (EU887286)

 Halogeometricum borinquense DSM�11551 (AF002984)

 Natronococcus occultus NCMB 2192(Z28378)

96

64

91

0.01
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As�duas�enzimas�não� foram�encontradas�nas�haloarquéias�estudadas�neste�projeto,�o� que�

pode�sugerir�que�a�degradação�de�compostos�aromáticos�por�esse�microrganismo�seja�realizada�por�

outras�rotas�enzimáticas.�

No�caso�da�enzima�gentisato�1,2Adioxigenase�além�do�controle�positivo�utilizado� (

),�apenas�a�alinhagem� �teve�esse�gene�amplificado�por�PCR�(

).�

�

�

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

�

Dados� recentes� obtidos� por� Fairley� e� colaboradores� (2006)� demonstraram� a� expressão� do�

gene�da�gentisato�1,2Adioxigenase� �além�de�outros�genes�que�codificam�a�putative�coenzima�A�

(Coa)Asintetase� subunidade� ( e� a� CoaAtioesterase� quando� sp.� D1227� e�

�sp.�D1�foram�cultivadas�em�ácidos�aromáticos.�Na�primeira�linhagem�o�gene�foi�expresso�
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durante�o�crescimento�em�benzoato,�3Ahidroxibenzoato,�cinamato�e�fenilpropionato,�e�ambos� e�

� foram� expressos� durante� o� crescimento� em� benzoato,� cinamato� e� fenilpropionato,� mas� não�

quando�cultivados�em�4Ahidroxibenzoato�(pAhidroxibenzóico).�Entretanto,�em� sp.�D1� �

foi� expressado� durante� o� crescimento� em� 4Ahidroxibenzoato,� mas� não� em� benzoato,� e� os� outros�

genes� não� foram� expressos� durante� o� crescimento� em� nenhum� dos� outros� substratos� aromáticos�

testados.�

Outro� fator� a� ser� ressaltado�é�que�podem�ainda�existir� outros�genes� ligados�à�degradação�

destes� compostos�no�domínio� ,�pois�os�estudos�nesta�área� são�bastante� recentes� com�as�

arquéias.� Podendo,� portanto� ser� ainda� descobertas� novas� vias� de� degradação� de� compostos�

aromáticos.�
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Quatro� linhagens� de� haloarquéias� apresentaram� crescimento� ótimo� em� ácidos� aromáticos�

contendo�extrato�de�levedura�(BO6,�AA31,�AA41�e�CL47),�já�em�meios�contendo�somente�ácidos�

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

A� degradação� dos� ácidos� aromáticos� foi� maior� quando� o� meio� não� foi� complementado� com�

extrato�de�levedura;�

O�ácido� hidroxibenzóico�foi�o�composto�de�menor�degradação�quando�comparado�aos�demais�

ácidos,� e� a� linhagem� AA35� apresentou� os� melhores� resultados� em� meio� sem� acréscimo� de�

extrato�de�levedura�(8,98%);�

O�ácido�benzóico�foi�degradado�por�todas�as�linhagens�estudadas�como�única�fonte�de�carbono,�

e� ,�apresentou�os�melhores�resultados�quando�inoculada�sem�acréscimo�de�extrato�de�

levedura�(28,32%);�

O�ácido�salicílico�também�foi�degradado�por�todas�as�linhagens�estudadas�como�única�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� ,�apresentaram�crescimento�ótimo.�Em�meio�sem�extrato�de�levedura�somente�

a�linhagem�BO7�apresentou�bom�crescimento;�

As�linhagens�apresentaram�maior�degradação�de�HAPs�quando�inoculadas�em�meios�acrescidos�

com�extrato�de�levedura;�

O�naftaleno�foi�melhor�degradado�pela�linhagem� �(65,4%),�já�em�meios�sem�adição�de�

fonte�alternativa�de�carbono�a�linhagem�BO7�degradou�50%.�
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A� linhagem� AA35� a� melhor� degradação� do� � antraceno� nas� duas� condições� 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%),�já�sem�extrato�a�linhagem�BO7�degradou�48%�deste�HAP;�

A�linhagem�CL47�foi�responsável�pela�maior�degradação�do�pireno�em�meio�contendo�extrato�de�

levedura� (80%),�a� linhagem�AA35%�degradou�63,7%�deste�composto�em�meio�sem�extrato�de�

levedura;�

O�1,2ABenzoantraceno�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�CaboARJ�e�uma�de�

Nossa�Senhora�do�SocorroASE�em�meios�contendo�ácido� hidroxibenzóico�como�principal�fonte�

de�carbono;�

A� identificação�através�do�sequenciamento�do�gene�que�codifica�o�RNAr�16S�das� linhagens�de�

haloarquéias�da�coleção�de�culturas�do�LSFM,�resultou�num�único�gênero,� ,�sendo�que�

a�linhagem�CL47�apresentou�98%�de�similaridade�com�a�linhagem�tipo� �

A� linhagem� isolada� de� Arraial� do� CaboARJ,� AR71� apresentou� 98%� de� similaridade� com� a�

linhagem�tipo� ;�

Apenas�o�isolado�tipo� possue�o�gene�que�codifica�a�enzima�gentisato�1,2A

dioxigenase,�dentre�as�haloarquéias�estudadas.�
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Os� compostos� fenólicos� apresentam� grande� toxicidade� e� são� dificilmente� degradados,�

ocasionando� graves� problemas� para� a� biota� local� e� para� a� saúde� humana.�Quando� presentes� em�

águas� residuárias� dificultam� o� processo� de� tratamento� biológico,� provocando� dúvidas� devido� à�

possível�contaminação�das�águas�que�abastecem�a�população�(SILVA,�et�al ,�2007).��

Os� fenóis� estão� presentes,� nas� mais� diferentes� concentrações,� em� diversos� tipos� de� águas�

residuárias,�industriais,�farmacêuticas�e�têxteis,�de�resinas�e�de�papel,�em�efluentes�de�fundições�de�

metais�e�refinarias�de�petróleo,�bem�como�em�águas�residuárias�de�oficinas�mecânicas�e�postos�de�

gasolina,�onde�ocorre�despejo�de�poluentes� tóxicos�no�meio�ambiente,� sendo�por� isso,�os�maiores�

poluentes�dos�efluentes�industriais�(BORGNE�et�al.,�2008).��

Diversos� trabalhos� têm� estudado� a� degradação� destes� compostos� por� microrganismos�

halofílicos,� já�que�compostos�aromáticos�freqüentemente�contaminam�ambientes�hipersalinos,�como�

lagos,� solos,� lagoas� próximas� a� estuários� e� rios� e� ambientes� marinhos.� Além� disso,� estudos�

moleculares�buscando�enzimas� responsáveis�pela�degradação�destes�compostos� também�têm�sido�

realizados.�

Neste� trabalho�foi�estudada�a�capacidade�de�degradação�do�fenol�por� linhagens�de�bactérias�

halofílicas,�além�da�identificação�molecular�destas�e�a�busca�por�genes�de�degradação�de�compostos�

aromáticos.�
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Uma� bactéria� halofílica� moderada� ,� gentilmente� cedida� pelo�

“Laboratorio�de�Halófilos”�(Faculdade�de�Farmácia�–�Universidade�de�Sevilha�–�Espanha),�foi�utilizada�

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

�

Para�a�bactéria� o�meio�utilizado� foi o�SW� (sea�water)� constituído�por� uma�

solução�de�sais�a�10%�complementado�com�0,5%�de�extrato�de�levedura.�A�solução�de�sais�mantém�

as�proporções� relativas�à�água�do�mar,� com�uma� ligeira�diminuição�nas�concentrações�de�CaCl2�e�

NaHCO3�para�evitar�a�precipitação�dos�mesmos,�os�quais� foram�adicionados�após�a�autoclavagem�

(cada� um� foi� esterilizado� separadamente).� Para� um� meio� SW� 30%� foram� utilizadas� as� seguintes�

quantidades�de�sais� (g.LA1):�NaCl� (234,0),�MgCl2�6H2O�(39,0)�MgSO4�7H2O�(61,0),�KCl� (6,0� ),�NaBr�

(0,7),� NaHCO3� (0,2),� CaCl2� 2H2O� (1,0).� Este� meio� foi� então� utilizado� como� base� para� meios� de�

concentração�de�sais�mais�baixos,�no�caso�de� �será�utilizado�o�meio�SW�a�10%�(Nieto�

et�al ,�1989).�

O� meio� � (HGM)� descrito� por� Fairley� e� colaboradores (2002)� foi�

composto�por:�MgCl2.6H2O�(19.5�g.LA1),�MgSO4.7H2O�(29,0�g.LA1),�CaCl2.2H2O�(1,1�g.LA1),�KCl�(6,0�g.LA

1),�NaBr�(0,5�g.LA1),�(NH4)2SO4�(10,0�g.LA1),�NaCl�(174,0�g.LA1�ou�3�M).��

�
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Foram� realizadas� coletas� em� uma� salina� na� cidade� de�Huelva� (Espanha)� e� em� ambientes�

salinos�contaminados�por�efluentes�contendo�petróleo.�As�amostras�foram�inoculadas�no�meio�HGM�

descrito�no�item�5.2.2.2.��

Foi� acrescida� também� a� solução� de� micronutrientes� e� de� vitaminas� (descritos� nos� itens�

4.2.2.1�e�4.2.2.2,� respectivamente)� .�Como�fonte�de�carbono�foi�utilizado�a�princípio�2�mM�de�fenol,�

podendo�chegar�a�3�mM.�Foram�feitos�dois�controles,�o�primeiro�contendo�o�inóculo,�porém�sem�fonte�

de�carbono,�e�o�outro�contendo�fenol�sem�inóculo.��

Após� três� transferências� sucessivas,� 50�µL�do� cultivo� foram� transferidos�por� espalhamento�

em�uma�placa�contendo�o�mesmo�meio�acrescido�de�2%�de�ágar.�Colônias�foram�estriadas�em�meio�

sólido� com� a� mesma� composição� e� após� o� crescimento� foi� verificada� a� pureza� dos� cultivos� por�

coloração� de� Gram.� Foi� realizada� uma� extração� de� DNA� (segundo� metodologia� descrita� no� item�

4.2.11.1)� para�que� posteriormente,� fosse� realizada�PCR�para� a�amplificação�do� gene�RNAr� 16S� e�

subseqüente�identificação�das�linhagens�isoladas.�

�

A� mesma� metodologia� descrita� no� item� 5.2.3� foi� utilizada� para� isolar� microrganismos�

halofílicos�presentes�na�água�de�produção�de�petróleo,�utilizando�fenol�como�única�fonte�de�carbono.�

As�amostras�de�água�utilizadas�neste�isolamento�foram�cedidas�pela�Petrobrás�em�outubro�de�2005�e�

foram�armazenadas�a�10�ºC�no�LSFM�(UNICAMP).�

�
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A�identificação�das�linhagens�de�bactérias�foi�feita�através�da�análise�de�sequência�do�RNA�

ribossomal� 16S� conforme� descrito� no� item� 4.2.11.3� diferindo� apenas� os� � utilizados� e� as�

condições�de�reação�de�PCR.�Os� �utilizados�foram:�16F27�e�16R1488�(Lane,�1991),�universais�

para� o� Domínio� Bacteria.� A� reação� em� cadeia� da� polimerase� foi� feita� em� um� volume� de� 50� jL�

contendo� 5� jL� de� tampão� 10X� com� MgCl2� (Eppendorf),� 8� jL� dNTP’s� (desoxirribonucleotídeos�

trifosfatados),� 2,0� jL� de� cada� primer� (diluídos� 1:9� de� água� MilliQ),� 0,5� jL� de� Taq� Polimerase�

(Eppendorf),�e�50A100�ng�de�DNA,�nas�seguintes�condições:�desnaturação�94�ºC/5�min;�30�ciclos�de�

desnaturação�94� ºC/1�min,� anelamento�55� ºC/1�min,� extensão�72� ºC/3�min;� extensão� final� 72� ºC/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� seqüenciado� em� sequenciador� automático�modelo� 3100� (Applied�

Biosystems)�segundo�o�protocolo�do�fabricante.��

O�sequenciamento�do�produto�de�PCR,�a�comparação�das�sequências�de�DNA�com�o�banco�

de� dados� e� a� construção� da� árvore� filogenética� seguiram� os� itens� 4.2.11.4,� 4.2.11.5� e� 4.2.11.6,�

respectivamente.�

As� três� linhagens�de�bactérias�halofílicas�(uma� isolada�em�HuelvaAES,�a�segunda� isolada�a�

partir�de�amostras�de�água�de�produção�de�petróleo�e� ,�foram�préAinoculadas�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�ºC.�Essas�células�foram�ressuspendidas�no�mesmo�meio�e�inoculadas�para�uma�

DO600� inicial� de�0,05� em�um�novo�meio�HGM�10%,� contendo� 3�mM�de� fenol� como�única� fonte�de�
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carbono.� Os� frascos� � foram� incubados� a� 150� rpm� e� 37� ºC.� Alíquotas� foram� retiradas�

diariamente�a�partir�do�tempo�zero�para�medida�de�DO600�e�medida�de�degradação�por�CLAE.�

 

As� amostras� coletadas� a� partir� do� crescimento� das� três� linhagens� estudadas� foram�

centrifugadas�a�3.000�g,�por�15�minutos�a�5�ºC.�O�sobrenadante�foi�diretamente�utilizado�para�análise�

de�degradação�do�fenol.�Foi�utilizado�um�sistema�isocrático�de�faseAreversa�em�CLAE�(cromatógrafo�

líquido�Shimadzu,�modelo�LCA6A,�com�detector�UVAVis).�Uma�coluna�C18�(150x4,6�mm)�foi�utilizada.�

Como�fase�móvel�foi�utilizado�metanol�:�água�:�ácido�acético�(500�:500�:�2,�v/v/v),�vazão�0,6�mL/min,�

volume�de�injeção�20�µL�e�detector�de�absorbância�ajustado�a�280�nm�(CHO�et�al ,�1998).�

�

Os� cultivos� das� três� linhagens� de� bactérias� halofílicas,� contendo� 3� mM� de� fenol,� em� fase�

estacionária�de�crescimento,�foram�centrifugadas.�Para�a�realização�de�atividade�de�biossurfactante,�

foram�adicionados�a�tubos�de�ensaio�2,0�mL�de�tolueno�em�3,5�mL�do�caldo,�leuAse�a�absorbância�em�

espectrofotômetro� a� 610� nm.� A� seguir� o� material� foi� colocado� sob� vigorasa� agitação,� durante� 1�

minuto,�deixandoAse�em� repouso�por�uma�hora;�após�esse� tempo�uma�nova� leitura� foi�efetuada.�O�

cálculo�da�produção�de�biossurfactante�corresponde�à�diferença�entre�o�valor�obtido�após�a�agitação�

dos� tubos� e� antes� da� agitação.� Após� 24� horas� decorridas� da� agitação� dos� tubos,� foi� verificada� a�

medida� do� halo� formado,� através� de� régua� milimetrada,� observandoAse� também� a� variação� de�

compactação� de� bolhas.� Todos� os� valores� tiveram� descontado� seu� respectivo� controle� (FEIJÓ;�

DURRANT,�2001).�
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Foi�realizada�através�da�determinação�da�tensão�superficial�do�biossurfactante.�A�análise�foi�

feita�em�tensiômetro�Krüss�pelo�método�de�Du�Nouy�utilizandoAse�10�mL�de�cada�sobrenadante�à�20�

ºC,�previamente�centrifugado�para�eliminação�de�células�a�3.000�g,�5�ºC�por�15�minutos.�

�

Este�item�foi�realizado�seguindo�a�mesma�metodologia�que�a�utilizada�para�identificação�de�

haloarquéias� (itens� 4.2.12� a� 4.2.18),� diferindo� apenas� com� relação� aos� � utilizados.� Para� a�

amplificação� do� gene� RNAr� 16S� de� bactérias� foram� utilizados� os� � universais� 16F27� e�

16R1488.�

�

A�determinação�da�presença�de�genes�catabólicos�de�interesse�foi�realizada�utilizandoAse��a�

mesma�metodologia�descrita�no�item�4.2.12.�

Algumas�bandas�interessantes�amplificadas�foram�extraídas�do�gel�de�agarose�utilizando�o�kit�

Perfectprep�Gel�Cleanup� (Eppendorf),�purificada�e�clonada�utilizando�o�kit�de�clonagem�pGEMAT�

(Promega),� segundo�orientações�dos� fabricantes.�Os�clones� foram�seqüenciados� como�descrito� no�

4.17�e�4.18.�

Os�fragmentos�clonados�serão�futuramente�utilizados�pelos�pesquisadores�do�“Laboratório�de�

Halófilos”� SevillhaAES,� como� sondas� para� hibridização� DNAADNA� utilizando� como� marcador� a�

dioxigenina�após�o�término�da�construção�da�biblioteca�genômica�de� �
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A� partir� das� coletas� realizadas� em� HuelvaAEspanha,� foi� isolada� uma� linhagem� a� partir� de�

amostras� coletadas� em� uma� marisma� próxima� a� uma� zona� industrial� da� cidade.� Este� isolado� foi�

denominado�HU.�

Outra�linhagem�foi�isolada�a�partir�de�amostras�de�água�de�produção�cedida�pela�Petrobrás.�

Este�isolado�foi�denominado�AP.�

A� � mostra� os� cultivos� realizados� com� amostras� de� Huelva� após� três� repiques�

sucessivos�dos�meios�contendo�2�mM�de�fenol�

�

�

�

�

�

�

�

�Crescimento�de�microrganismos�halofílicos�isolados�de�amostras�de�HuelvaAEspanha�

�

� �A� identificação� das� linhagens� de� bactérias� foi� feita� por� análise� de� seqüências� do�

gene�RNA�ribossomal�16S.�Na� �são�observados�os�géis�com�as�bandas�amplificadas.�
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�

�

�

�

�

�

Amplificação�do�gene�RNAr�16�S�das� linhagens�de�bactérias�halofílicas;�A)�Bactéria� isolada�em�
HuelvaAES;�B)�Bactéria�isolada�de�água�de�produção;�C)� (controles�positivos);�L)�DNA�Ladder�
1�Kb�

�
A�seqüência�parcial�do�gene�RNA�ribossomal�16S�da�linhagem�isolada�de�água�de�produção,�

em�meio�HGM�contendo�15%�de�sais�após�enriquecimento�em�fenol� (2,0�mM)�como�única� fonte�de�

carbono�apresentou�95%�de�similaridade�com�seqüências�da�linhagem�tipo� .�

A� construção�da�árvore� filogenética� recuperou�esta� linhagem�num�grupamento� coeso� com�elevado�

valor�de� � (93%)�com�a� linhagem�tipo� �confirmando�sua� identificação.�A�

�mostra�a�árvore�filogenética�construída.�

A� linhagem� tipo� (única� espécie� do� gênero)� foi� também� isolada� a�

partir�de�água�de�produção�de�petróleo�proveniente�de�poços�no�sudeste�de�Vassar�Vertz�Sand�Unit�

in�Payne�County,�Okla�(ADKINS�et�al.,�1993).��

A� seqüência� parcial� do� gene� RNA� ribossomal� 16S� da� linhagem� isolada� nas� marismas� de�

Huelva� (Espanha),� em�meio�HGM� contendo� 15%� de� sais� após� enriquecimento� em� fenol� (2,0�mM)�

como� única� fonte� de� carbono� apresentou� 96%� de� similaridade� com� seqüências� da� linhagem� tipo�

.� A� reconstrução� da� árvore� filogenética� recuperou� esta� linhagem� num�
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grupamento� coeso� com� elevado� valor� de� � (100%)� com� a� linhagem� tipo�

confirmando�sua�identificação.�

A�linhagem�tipo� (única�espécie�do�gênero)�foi�isolada�a�partir�de�

amostras� de� injeção� de� água� em� jazidas� de� petróleo� localizadas� na� área� Sidi� Litayem��

próximo�de�SfaxATunísia�(GAM�et�al.,�2007).��

 

�

Análise� filogenética� de� parte� da� sequência� do� gene� de� RNAr� 16S� das� linhagens� de� bactérias�
haloílicas� HU� e� AP� e� microrganismos� relacionados.� As� distâncias� evolutivas� foram� baseadas� no� modelo�
Kimura� e� a� construção� da� árvore� filogenética� a� partir� das� distâncias� evolutivas� foi� feita� pelo� método� de�

,�com�valores�de� calculados�a�partir�de�1.000�reAamostragens.�Os�números�de�acesso�
do�Genbank�estão�listados�após�os�nomes.� �7Sm7 foi�usada�como�

O� crescimento� de� três� espécies� de� bactérias� halofílicas� em� fenol,� como� única� fonte� de�

carbono� e� energia,� foi� avaliado.� A� DO600� foi� monitorada� durante� 192� horas.� A� linhagem� HU

Chromohalobacter salexigens DSM 3043 (CP000285)

Chromohalobacter marismortui GSP58 (AY505516)

 C.marismortui ATCC 17056-T (X87219)

 Modicisalibacter tunisiensis LIT2 (DQ641495)

 HU

 H.desiderata X92417

 Chromohalobacter sp. (AB305294)

 Halomonas sp. (AM990844)

 H.salina (X87217)

 AF114783

EU308280

 AP

 Arhodomonas aquaeolei (M26631)

 Salicola marasensis 7Sm7 (gDQ087260)

93

100

99

100

99

99

99

64

100

39

68

0.01
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apresentou�o�crescimento�mais�rápido�atingindo�a�DO600�0,293�em�43�horas.�O�melhor�crescimento�foi�

apresentado�pela�linhagem�AP(DO600�0,316�em�144�horas).�Os�resultados�são�mostrados�na�

.�A� �mostra�a�os�controles�sem�fenol�e�os�meio�contendo�fenol�e�a�diferença�visual�de�

turbidez�dos�meios.�

Crescimento�das�bactérias�halofílicas�em�fenol�como�única�fonte�de�carbono�e�energia�

�

0,026� 0,191� 0,244� 0,293� 0,227� 0,234� 0,211� 0,166� 0,160� 0,158�
0,036� 0,044� 0,067� 0,123� 0,175� 0,193� 0,261� 0,304� 0,316� 0,300�
0,038� 0,108� 0,123� 0,164� 0,201� 0,203� 0,206� 0,210� 0,226� 0,210�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�Crescimento�das�bactérias�halofílicas�em�fenol;(1)�e�(2)�linhagem�inoculada�em�meio�HGM�10%,�3�
mM� de� fenol� e� solução� de� vitaminas;� (3)� controle� contendo�meio� HGM� 10%,� 3�mM� de� fenol� e� solução� de�
vitaminas;�(4)�e�(5)� linhagem�inoculada�em�meio�HGM�10%,�contendo�solução�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)� �T�0�hora;�(C´)�

�T�144�horas.�

�

A A’

B’

C

1��������������2���������������3���������������4��������������5� 1��������������2���������������3���������������4��������������5�

1��������������2���������������3���������������4��������������5� 1��������������2���������������3���������������4��������������5�

1��������������2���������������3���������������4��������������5� 1��������������2���������������3���������������4��������������5�
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A�degradação�do� fenol� foi�observada�nas� três� linhagens� ( ).�A� linhagem�HU� foi�a�

que� apresentou� o�melhor� resultado� de� degradação� em� 26� horas� 89,1%� de� fenol.� Após� 120� horas�

houve� desaparecimento� total� do� fenol� como� pode� ser� observado� na� .� A� linhagem� AP

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

�

�Porcentagem�de�degradação�do�fenol�pelas�bactérias�halofílicas�

�

0,0� 58,1� 89,1� 97,3� 99,5� 99,9� 99,9� 100,0� 100,0� 100,0�
0,0� 27,8� 27,8� 43,2� 64,7� 65,0� 67,4� 76,9� 84,3� 87,6�
0,0� 21,1� 38,9� 59,6� 44,9� 57,4� 62,1� 68,1� 68,5� 74,6�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
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�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�Cromatogramas�demostrando�a�degradação�do�fenol.�A)�HU�após�26�h�de�incubação;�B)�HU�após�
72�h�de�incubação;�C)�AP�após�72�h�de�incubação;�D)�H.�organivorans�após�72�h�de�incubação;�D)�Controle�
contendo�fenol�sem�inóculo�de�microrganismos�após�72�h�de�incubação.��
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Nas� ,� �e� �podem�ser�observadas�as�degradações�do� fenol�em� função�do�

crescimento�bacteriano.�
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:�Crescimento�da�linhagem�HU�e�degradação�do�fenol�(��������������degradação,�AAAAAAAAAA�crescimento)�
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:�Crescimento�da�linhagem�HU�e�degradação�do�fenol�(��������������degradação,�AAAAAAAAAA�crescimento)�

�
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:�Crescimento�da�linhagem� �e�degradação�do�fenol�(�������������degradação,����AAAAAAAAAA�
crescimento).�

�

Segundo� Hinteregger� e� Streichsbier� (1997),� a� degradação� de� compostos� tóxicos� e�

recalcitrantes� por� microrganismos� halotolerantes� ou� halofílicos� é� de� grande� importância,� já� que,�

existem�muitos� efluentes� tóxicos� com�alta� salinidade� o� que�dificulta� a�degradação� por�mesofílicos.�

Além� disso,� métodos� de� tratamento� desses� resíduos� realizados� após� a� diluição� do� efluente� e�

utilização�de�mesofílicos�não�é�vantajosa�em�seus�resultados�na�degradação,� tanto�sob�o�ponto�de�

vista�econômico�como�ambiental.��

Em� ambientes� não� halofílicos� a� degradação� de� compostos� tóxicos� aromáticos� é� bem�

conhecida,�já�em�ambientes�salinos�poucos�estudos�foram�realizados.�Uma�bactéria�não�identificada�

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

(WARD;�BROCK,�1978).��

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

salinos�da�Espanha�–�Estuário�de�Huelva,�Isla�Bacuta,�Isla�Cristina�e�San�Fernando.�Estes�isolados�
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foram�estudados�quanto�à�capacidade�de�crescer�em�diferentes�compostos�aromáticos�como:�ácido�

benzóico,� ácido� hidroxibenzóico,� ácido� cinâmico,� ácido� salicílico,� ácido� fenilacético,� ácido�

fenilpropiônico,� fenol,� ácido� coumárico,� ácido� ferrúlico,� ácido� aminosalicílico.�Destes� isolados,� 32�

foram�capazes�de�crescer�em�fenol�como�única�fonte�de�carbono,�dentre�eles�a�espécie�descrita�pelo�

mesmo�grupo�em�2004�denominada� �a�qual�foi�gentilmente�cedida�e�utilizada�

neste�trabalho�(GARCÍA�et�al ,�2004)

Alva� e� Peyton� (2003)� reportaram� que� fenol� e� catecol� foram� degradados� pela� bactéria�

haloalcalinofílica� .� Esta� bactéria� foi� capaz� de� crescer� em� presença� de� fenol�

como�única�fonte�de�carbono�e�energia�em�um�pH�variando�entre�8�e�11�e�0�a�150�g.LA1�NaCL.�Neste�

estudo�o�fenol�foi�mineralizado�a�CO2.�

�

A�atividade�biossurfactante� foi� determinada�após�os� cultivos�das�bactérias�halofílicas�em�

meio� HGM� 10%� contendo� 3� mM� de� fenol.� ObservaAse� na� � que� apesar� da� redução� da�

tensão� superficial� ter� sido� baixa,� os� microrganismos� em� presença� de� fenol� como� única� fonte� de�

carbono� apresentaram�maior� redução� da� tensão� superficial� comparandoAse� com� os� controles� sem�

adição�de�fenol.��

�

�

�

�

�



 

�

�

116�

� Medida� de� tensão� superficial,� emulsifcação� e� formação� de� halo� em�
cultivos�de�bactérias�halofílicas�contendo�ou�não�3�mM�de�fenol�como�única�fonte�de�
carbono�

69,79� 0,07� 1,00�
72,00� 0,06� 1,00�
61,25� 0,21� 1,00�
68,75� 0,09� 1,00�
62,75� 0,14� 1,00�
71,95� 0,05� 1,00�
70,90� 0,04� 1,00�

 

�

VerificaAse� que� a� linhagem�HU� reduziu� sua� tensão� de� 68,75�mN/m� (controle� sem� fenol)�

para� 61,25� mN/m.� O� perfil� apresentado� pela� linhagem� foi� bastante� semelhante,�

reduzindo�sua�tensão�de�71,95�mN/m�(controle�sem�fenol)�para�62,75�mN/m.�A�linhagem�AP reduziu�

sua� tensão� de� 72,00� mN/m� para� 69,79� mN/m.� Após� a� emulsificação� utilizando� tolueno� o� perfil�

apresentado� na� redução� da� tensão� superficial� foi� repetido,� neste� caso� as� diferenças� obtidas� são�

observadas�na�linhagem�HU,�a�qual�apresenta�uma�DO�de�0,21�em�fenol�e�0,09�no�controle�(

).��A�linhagem� quando�crescida�em�fenol�apresentou�uma�DO�de�0,14,�enquanto�

que� seu� controle� apresentou� 0,05.� Uma� pequena� diferença� entre� o� crescimento� em� fenol� e� no�

controle� foi� obtida� quando� linhagem� AP� foi� analisada,� 0,07� e� 0,06,� respectivamente.� Quando� a�

formação�do�halo� foi�medida�após�24�horas�da�agitação�da�emulsão,�não�houve�diferenças,�sendo�

que�todas�as�determinações�resultaram�em�1,00�mm.�

Apesar� de� os� resultados� apresentados� não� terem� sido� satisfatórios,� ou� seja,� não�

apresentando� alta� atividade� surfactante� e� emulsificante,� conforme� verificado� por� Banat� e�

colaboradores� (2000),�a� fonte�de�carbono�utilizada�para�medir�a�atividade�surfactante�pode�não� ter�

propiciado�a�síntese�destes�compostos.��
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Até�o�momento,�poucos�estudos�têm�sido�desenvolvidos�com�o�objetivo�de�avaliar�a�produção�

de� biossurfactantes� por� microrganismos� halofílicos.� Porém� segundo� Cameotra� e� Makkar� (1998),�

biopolímeros�como�os�biossurfactantes�secretados�por�halofílicos�possuem�alta�estabilidade�e�podem�

ter� aplicação� na� indústria� de� petróleo.� Um� estudo� realizado� com� a� linhagem�

(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� McInerney� (1996)� estudaram� a� produção� de� bioemulsificantes� por�

os� quais� permaneceram� ativos� entre� pH� 5A10� e� em� uma�

salinidade�de�mais�de�200�g.LA1.�

�

Os�genes�das�enzimas�catecol�1,2�dioxigenase�e�de�protocatechuato�3,4�dioxigenase�foram�

amplificados�pelos� �degenerados�descritos�por�García�e�colaboradores�(2005).�Neste�caso,�os�

dois�genes�foram�amplificados�nas�três�linhagens�estudadas�como�mostra�a� .�

�

�

�

�

�

�

�
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�

Amplificação�dos�genes�das�dioxigenases�A)�Catecol�1,2�dioxigenase�(Banda�de�414�pb)�(1�e�
2� AP;� 5� e� 6� HU);B)� Protocatechuato� 3,4� dioxigenase� (Banda� de� 330� pb)� (1�

2 AP;�3�HU)�

�

Após�a�amplificação�dos�genes�as�bandas�de� dos�dois�géis�foram�recortadas�

utilizandoAse� o� kit� Perfectprep� Gel� Cleanup� (Eppendorf),� dessa� forma,� o� DNA� foi� utilizado� para�

clonagem�dos�fragmentos�utilizandosAse�o�kit�de�clonagem�pGEMAT�(Promega).�Os�dois�kits�foram�

utilizados�de�acordo�com�as�instruções�dos�fabricantes�( ).�

Os�clones�tiveram�seu�DNA�plasmidial�extraído�com�o�kit�de�extração�plasmidial�“wizard�plus�

sv�minipreps�DNA�purification�system”�(Promega).�As�amostras�foram�então�digeridas�pela�enzima�de�

restrição�EcoRI,�e�assim,�foi�constatado�que�os�fragmentos�clonados�poderiam�pertencer�ao�gene�das�

duas�enzimas�estudadas.�

A�

B��
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�

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�nucleotídeos�seqüenciados�

foi� realizado�um�BLAST�com�a�seqüência�e�constado�que�estas�pertenciam�às�enzimas�catecol�1,2�

dioxigenase�e�protocatecuato�3,4�dioxigenase�( � �e� ).�

�

�Resultado�do�BLAST�realizado�a�partir�da�seqüência�clonada�do�gene�de�catecol�1,2�dioxigenase�

AB286709�
Uncultured�bacterium�C12O�gene� for�catechol�1,2Adioxygenase,�partial�
cds,�clone:�131AN�

2eA36� 78%�

AJ617555�
� partial� catA� gene� for� catechol� 1,2Adioxygenase,�

strain�DSM�50238�
4eA27� 76%�

AJ617523�
� partial� catA� gene� for� catechol� 1,2Adioxygenase,�

isolate�AN11�
2eA26� 77%�

AJ880094�
� partial� catA� gene� for� catechol� 1,2A

dioxygenase�
2eA26� 77%�

AJ617524�
� partial� catA� gene� for� catechol� 1,2Adioxygenase,�

isolate�LSMN2�
7eA25� 77%�

CP000489� �PD1222�chromosome�1,�complete�genome� 4eA22� 72%�

�

�

�

1,2CTD�

3,4�PCD�
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� Resultado� do� BLAST� realizado� a� partir� da� seqüência� clonada� do� gene� de� Protocatecuato� 3,4�
dioxigenase��

CP000137� �CFN�42�plasmid�p42e,�complete�sequence� 2eA29� 80%�

DQ318099�
Uncultured� bacterium� clone� EP36� protocatechuate� 3,4Adioxygenase�
beta�subunit�(pcaH)�gene,�partial�cds�

8eA29� 75%�

DQ318060�
Uncultured� bacterium� clone� EP46� protocatechuate� 3,4Adioxygenase�
beta�subunit�(pcaH)�gene,�partial�cds�

3eA28� 77%�

DQ318103�
Uncultured� bacterium� clone� EP38� protocatechuate� 3,4Adioxygenase�
beta�subunit�(pcaH)�gene,�partial�cds�

1eA27� 75%�

DQ318098�
Uncultured� bacterium� clone� AF5� protocatechuate� 3,4Adioxygenase�
beta�subunit�(pcaH)�gene,�partial�cds�

4eA27� 75%�

DQ318096�
Uncultured� bacterium� clone� EP15� protocatechuate� 3,4Adioxygenase�
beta�subunit�(pcaH)�gene,�partial�cds�

4eA27� 75%�
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As� linhagens�de�bactérias�halofílicas�AP HU cresceram�em� fenol� como�

única�fonte�de�carbono�em�5�dias.�A�melhor�degradação�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� petróleo� em� HuelvaA

Espanha,� tendo� crescido� em� 3�mM� de� fenol� como�única� fonte� de� carbono,� foi� identificada�

através�do�sequenciamento�do�gene��RNAr�16S�como� ;�

A�água�de�produção�foi�utilizada�como�fonte�de�inoculo,�da�qual�foi�isolada�a�linhagem�AP�em�

meio� contendo� como� única� fonte� de� carbono� 3� mM� de� fenol� e� foi� identificada� através� do�

sequenciamento�do�gene�RNAr�16S�como� �

Além�de� , as� linhagens�HU�e�AP� também possuem�o�gene�que�codifica�as�

enzimas�catecol�1,2Adioxigenase�e�protocatecuato�3,4Adioxigenase;�

Os�genes�de�catecol�1,2�dioxigenase�e�protocatecuato�3,4�dioxigenase�de� ,�

foram�clonados.�
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Hidrocarbonetos� de� petróleo� são� a� origem� da� poluição� da� maioria� dos� ecossistemas.�

Atmosfera,� solo,� águas� superficiais� e� subterrâneas,� e� ambientes� marinhos� são� continuamente�

afetados�pela�poluição�produzida�durante�a�extração,� refino,� transporte�e�uso�do�petróleo.�Este�é�o�

motivo�pelo�qual�se�encontram�muitos�estudos�a�respeito�da�biodegradação�de�hidrocarbonetos�por�

microrganismos� marinhos.� Entretanto,� informações� sobre� a� degradação� destes� compostos� em�

ambientes�hipersalinos�são�muito�escassas.�Estudos�de�biorremediação�se�fazem�necessários�já�que�

salinas� são� contaminadas� por� petróleo,� além� destes� estarem� contidos� nos� efluentes� industriais�

salinos�(BORGNE�et�al.,�2008).�

A� produção� de� petróleo� e� gás� normalmente� é� acompanhada� de� significativa� produção� de�

água.�Esta�água�é�produzida�tanto�em�operações� �quanto� �e�é�considerada�o�rejeito�

de� maior� volume� em� todo� o� processo� de� exploração� e� produção� do� petróleo.� Água� de� produção�

consiste� basicamente� de� água� de� formação,� naturalmente� presente� no� reservatório,� águas�

previamente� injetadas�no� reservatório,� e/ou,� no� caso�de�produção�de�gás,� águas�de� condensação.�

Sua�composição�pode�variar�amplamente,�dependendo�da�origem,�mas�os�componentes�básicos�são�

o� óleo� cru,� metais� pesados,� salinidade� elevada,� produtos� injetados� e� de� corrosão� e� compostos�

radioativos.� Estes� conferem� altas� concentrações� de� DQO,� de� DBO,� de� sólidos� suspensos,� entre�

outros,�representando�uma�séria�ameaça�ao�meio�ambiente.�

Aqui�foi�avaliada�a�capacidade�dos�microrganismos�estudados�em�tratar�a�água�de�produção�

de�petróleo.�
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As�amostras�de�água�de�produção�em�extração�de�petróleo�foram�adquiridas�na�Petrobrás�de�

São�SebastiãoASP�e�utilizadas�para�avaliar�a�redução�da�DQO.�As�medidas�foram�realizadas�após�o�

inóculo� das� linhagens� de� haloarquéias.� Além� do� tratamento� biológico,� outro� tratamento� químico�

utilizados� atualmente� por� indústrias� petrolíferas� foram� testados� para� a� redução� dos� compostos�

orgânicos�desse�efluente.�

Uma� fração�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�ºC,�por�10�minutos.�O�

sobrenadante� foi�descartado�e�as�células� foram�ressuspendidas�em�4�mL�de�água�de�produção�de�

petróleo� (esterilizada�em�autoclave�por�15�minutos�a�121�ºC)�e� inoculadas�em�100�mL�de�água�de�

produção�de�petróleo�estéril�(autoclavada�por�15�minutos�a�121�ºC�e�1�atm),�ou�bruta,�por�168�horas,�

a� 38,0� ºC,� a� 150� rpm.� Foi� utilizado� como� controle� um� meio� estéril� e� um� bruto� os� quais� foram�

colocados�nas�mesmas�condições�dos�meios�inoculados.�Foi�feito�também�um�meio�(estéril�e�bruto)�

sem�células�no�qual�foram�adicionados�2,0�mL�de�peróxido�de�hidrogênio�20%,�que�foi�incubado�pelo�

mesmo�período�e�nas�mesmas�condições.��

�

A�degradação� foi�avaliada�pela�determinação�da� redução�de�demanda�química�de�oxigênio�

(DQO).�Foram�utilizadas�amostras�das�culturas�e�do�efluente�bruto,�sendo�estes�centrifugadas�(3000�

g�por�15�minutos�a�5�ºC)�e�congeladas�a�–20�ºC�após�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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mercúrio,�0,5�mL�de�dicromato�de�potássio�1,0�N�e�2,5�mL�de�ácido�sulfúrico�concentrado�com�sulfato�

de�prata,�que� ficaram�sob� fluxo�por�2�horas�a�150�ºC.�Após� resfriamento,� foi� realizada�a� leitura�em�

espectrofotômetro�Hach,�modelo�DRA2000�(código�440).�

Como� o� principal� interferente� da� DQO� são� os� cloretos� presentes� na� amostra� e� água� de�

produção�possui�cerca�de�100�g�de�NaCl�por� litro�de�água,�foi�realizada�uma�reação�com�nitrato�de�

prata�para�diminuir�a�quantidade�de�cloretos�na�amostra.�Por�cálculo�estequiométrico,�encontrouAse�

que�seria�necessário�a�adição�de�2,6�g�de�nitrato�de�prata�a�cada�6�mL�de�amostra.�A�amostra� foi�

agitada�por�1�minuto�e�então�centrifugada�por�1�minuto�a�2.000�g.�O�sobrenadante�foi�retirado�para�

análise.�

�

As�três�linhagens�de�bactérias�halofílicas�–� HU�e�AP �foram�utilizadas�como�

inóculo�para�a�biorremediação�da�água�de�produção.�Neste�caso,�os�inóculos�foram�realizados�para�

uma�DO600�de�aproximadamente�0,050,�a�partir�de�células�crescidas,�centrifugadas�e�ressuspendidas�

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

Além� das� linhagens� inoculadas� individualmente� foi� elaborado� um� consórcio� microbiano,�

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

�

A�produção�de�biossurfactantes�em�água�produzida�foi�realizada�segundo�o�item�5.2.7.�
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A�partir�dos�resultados�obtidos�através�da�DQO�do�efluente�bruto�(DQO�inicial)�e�dos�tratados�

com�as�diferentes�linhagens�de�haloarquéias,�agitação�e�adição�peróxido�de�hidrogênio,�foi�calculada�

a� porcentagem� de� redução� da� DQO� ( ).� Todas� as� linhagens� e� tratamentos� (somente�

agitação� ou� adição� de� peróxido� de� hidrogênio� e� agitação)� reduziram� a� DQO� pelo� menos� 12,9%�

quando� os� meios� não� foram� esterilizados� em� autoclave,� sendo� a� redução� máxima� obtida� com� a�

linhagem�AA31�(87,4%).�É�interessante�ressaltar�que�um�dos�tratamentos�utilizados�atualmente�pela�

indústria� do� petróleo� para� redução� da� carga� orgânica� do� efluente� é� a� adição� de� peróxido� de�

hidrogênio.�Neste�caso�a�redução�foi�inferior�a�outros�tratamentos�utilizados�neste�estudo�(25,7%).�

�Redução�da�DQO�pelas�linhagens�de�haloarquéias�em�
meio�bruto�ou�esterilizado�

38,3� 50,7�
71,1� 67,2�
34,1� 57,5�
65,9� 66,4�
12,9� 38,6�
68,2� 53,8�
87,4� 73,8�
66,1� 48,8�
59,3� 47,5�
73,2� 50,1�
34,4� 25,2�
25,7� 23,1�
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� responsável� pela� maior� redução� da� DQO� (73,8%)�
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( ).��Além�disso,�o�tratamento�somente�com�peróxido�não�foi�tão�efetivo�quanto�o�tratamento�

com�as�diferentes�linhagens�de�haloarquéias.�De�maneira�geral�a�redução�da�DQO�foi�maior�quando�

as� linhagens� foram� inoculadas� em� meios� não� estéreis,� podendo� isso� ser� devido� a� atuação� dos�

microrganismos� já� presentes� no� efluente� antes� do� inóculo.� Um� gráfico� comparando� a� redução� da�

DQO�está�representado�na� .�
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� Eficiência� da� redução� da� DQO� em� efluente� ■esterilizado� ou� ■� bruto� por� linhagens� de�
haloarquéias�e�outros�tratamentos�

�

Woolard� e� Irvine� (1995)� estudaram� a� capacidade� de� haloarquéias� e� halobactérias� para�

degradar� efluentes� sintetizados�em� laboratório� com�salinidade�e� componentes� semelhantes�aos�da�

água� de� produção� como� fenol.� Após� 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�água�de�produção�e,�além�disso,�de�degradarem�o�fenol.�

�
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A�partir�dos�resultados�obtidos�através�da�DQO�do�efluente�bruto�(DQO�inicial)�e�dos�tratados�

com� as� diferentes� linhagens� de� bactérias� halofílicas,� consórcios� microbianos,� agitação� e� adição�

peróxido� de� hidrogênio,� foi� calculada� a� porcentagem� de� redução� da� DQO� ( ).� Todos� os�

tratamentos�reduziram�a�DQO�em�no�mínimo�40,52%,�quando�o�efluente�não�foi�esterilizado.�Neste�

caso� o� melhor� resultado� foi� apresentado� pela� linhagem � (89,51%),� seguido� pelas�

linhagens� e� �(80,81%�e�80,37%,�respectivamente).��

� Redução� da� DQO� pelas� linhagens� de� bactérias� halofílicas,�
consórcios�e�outros�tratamentos�em�meio�bruto�ou�esterilizado�

15,68� A�
80,81� 47,95�
80,37� 53,53�
89,51� 66,54�
79,18� 52,49�
64,08� 10,78�
40,52� 22,23�

�

Quando� o� efluente� foi� esterilizado� o� resultado�menos� relevante� foi� o� alcançado� através� da�

agitação� (10,78%),�o�que�seria�esperado� já�que,�a�partir�do�momento�que�este� foi�esterilizado�não�

existem� microrganismos� para� degradar� os� compostos� orgânicos.� Esta� pequena� porcentagem� de�

degradação� pode� ser� devido� a� fotodegradação.� O� melhor� resultado� foi� observado� também� pela�

linhagem� (66,54%),�seguido�pela� linhagem� e�o�consórcio� (53,53%�e�

52,49%)�( ).�

De�modo�geral,�quando�o�efluente�não�foi�esterilizado�a�redução��da�DQO�foi�superior,�isto�se�

deve� provavelmente� à� atuação� da� microbiota� natural� deste� tipo� de� resíduo,� ou� então,� a�
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microrganismos� já� adaptados� que� tenham� contaminado� o� efluente� na� sua� formação,� transporte� ou�

armazenamento�( ).�

Estes�resultados�foram�comparados�com�a�DQO�do�efluente�bruto�(1345�mg.LA1).�A�título�de�

comparação�o� efluente� tratado� pela�Petrobrás� foi� fornecido�para� algumas�análises� e� a� redução� da�

DQO� neste� caso� foi� de� apenas� 15,68%.� Segundo� o� Engenheiro� da� Petrobrás� Maurício� Grimaldi�

através�de�comunicação�informal,�o�tratamento�que�é�realizado�pela�Petrobrás�é�apenas�químico,�não�

existindo�nenhuma�fase�biológica.��
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�Eficiência�da�redução�da�DQO�em�efluente�■�bruto�ou� �■esterilizado�por� linhagens�de�bactérias�
halofílicas,�consórcios�microbianos�e�outros�tratamentos��

�

� Segundo� Grimaldi� (2007),� o� tratamento� da� água� de� produção� realizado� pela� Petrobrás,�

segue� os� seguintes� passos:� (1)� água� passa� por� um� flotador� com� a� adição� de� polieletrólito� para�

retirada�de�óleos�e�graxas;� (2)� segue�para�um� tanque� com�adição�de�peróxido�de�hidrogênio�para�
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eliminação�de�sulfetos;� (3)�segue�para�outro� tanque�que�reduz�o�pH�com�ácido�sulfúrico,�adição�de�

sulfato�ferroso�como�catalisador�e�recebe�peróxido�para�redução�dos�fenóis�e�após�esse�tratamento�

(4)�é�neutralizado�e�segue�para�o�emissário.�

� Muitos�estudos�foram�realizados�utilizando�consórcios�microbianos,�pois�geralmente�esses�

produzem�melhores�resultados�de�degradação�do�que�culturas�isoladas�(BORGNE�et�al.,�2008).�Um�

consórcio�bacteriano�isolado�no�Mar�do�Norte�e�capaz�de�metabolizar�hidrocarbonetos�de�petróleo�a�

uma�faixa�de�salinidade�de�0�a�22%�de�NaCl�incluía�principalmente� ssp.,�

e� �spp.�(DÍAZ�et�al 2002;�2004).�

 

A�redução�da�tensão�superficial�das�bactérias�halofílicas�e�os�consórcios�microbianos�não�

apresentaram�bons�resultados�neste�tipo�de�efluente,�já�que�assim�como�o�meio�utilizando�fenol,�este�

também�não�possui�alta�quantidade�de�óleos.�

A� � mostra� que� a� maior� redução� da� tensão� ocorreu� no� efluente� bruto,� o� qual�

recebeu�apenas�agitação,�ou�seja,�a�microbiota�original�do�efluente�estava�atuando�(53,55�mN/m).�As�

três� bactérias� halofílicas� quando� crescidas� em� efluente� esterilizado� apresentaram� resultados�

semelhantes�ao�redor�de�55�mN/m.�Os�resultados�de�emulsificação�foram�baixos�neste�tipo�de�fonte�

utilizada�e�a� formação�de�halo�não�foi�significativa�( ).�Porém�os�resultados�apresentados�

neste�tipo�de�meio�de�cultivo�(efluente)�foram�melhores�que�em�meio�contendo�apenas�fenol.�Neste�

caso,�o�consórcio�apresentou�o�melhor�perfil�de�produção�de�biossurfactantes.�

�

�
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�Tensão�superficial,�emulsificação�e�formação�de�halo�das�bactérias�halofílicas�
crescidas�em�água�de�produção�individualmente�ou�em�consórcios�microbianos�

59,00� 0,110� 1,00�
57,70� 0,090� 1,00�
55,55� 0,130� 1,00�
59,20� 0,072� 1,00�
55,30� 0,015� 1,00�
59,50� 0,050� 1,5�
55,90� 0,025� 1,00�
57,95� 0,098� 1,00�
55,05� 0,145� 1,00�
57,05� 0,150� 1,00�
56,85� 0,080� 1,00�
53,55� 0,055� 1,00�

�

Apesar�dos�resultados�apresentados�não�serem�satisfatórios,�ou�seja,�não�apresentando�alta�

atividade� surfactante� e� emulsificante,� segundo� Banat� e� colaboradores� (2000),� a� fonte� de� carbono�

utilizada�para�medir�a�atividade�surfactante�pode�não�propiciar�a�síntese�destes�compostos.��

�
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A�linhagem�AA31�foi�responsável�pela�maior�redução�da�DQO�da�água�de�produção,�tanto�no�

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

A�DQO�da�água�de�produção�de�petróleo�foi�melhor�reduzida�pela�linhagem�

tanto�em�efluente�bruto,�quanto�em�efluente�esterilizado;�

O� melhor� perfil� de� produção� de� biossurfactantes� em� água� de� produção� de� petróleo� foi� o�

consórcio�1.�
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Conclusões gerais

As�haloarquéias�estudadas,� pertencentes�ao�gênero� �demonstraram�potencial� de�

crescimento�e�degradação�de�compostos�monoaromáticos�e�poliaromáticos;�

As� bactérias� halofílicas� possuem� grande� potencial� de� crescimento� e� degradação� de� fenol�

como�única� fonte�de�carbono�e�energia,�principalmente�a� linhagem�HU� isolada�em�HuelvaA

Espanha�e�identificada�como� ;�

As�três�espécies�de�bactérias�halofílicas�possuem�os�genes�responsáveis�pelas�enzimas�de�

degradação�catecol�1,2Adioxigenase�e�protocatecuato�2,3Adioxigenase;�

Tanto� as� linhagens� de� haloarquéias� quanto� as� linhagens� de� bactérias� halofílicas�

evidenciaram�a�capacidade�de�biorremediação�da�água�de�produção�petróleo.�

 


