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RESUMO

Bioemulsificantes ou biossurfactantes sdo compostos sintetizados por micro-
organismos que aumentam a biodisponibilidade de hidrocarbonetos, promovendo a
estabilizacdo de substancias com diferentes polaridades, como por exemplo, emulsdes
agua-oleo existentes nos reservatorios de petréleo. As amostras utilizadas neste trabalho
foram coletadas na Bacia Potiguar (RN), e empregadas como in6culo para a realizacao de
enriquecimentos anaerobios e aerdbios da microbiota do petréleo. A amostra de dleo
selecionada (GMR 75) foi obtida a partir de um pogo com nivel de biodegradacao
moderado. Apéds o periodo de incubacao dos enriquecimentos, foi realizada a extracao de
DNA dos mesmos e a construcdo das bibliotecas de fosmidios, utilizando-se kit de
clonagem comercial. A avaliagdo da producao de emulsificantes pelos clones fosmidias
provenientes das bibliotecas metagen6micas foi realizada através de dois tipos de
ensaios de triagem, um teste baseado em atividade bioldgica e outro em similaridade de
sequéncia. O teste funcional, denominado “colapso da gota”, apresenta carater qualitativo
e foi utilizado para a triagem preliminar de 2.880 clones, gerando 2.104 resultados
positivos. Para o teste baseado em sequéncia, os clones que se mostraram positivos no
teste funcional foram avaliados através de rea¢des de PCR utilizando primers homologos
a regides conservadas de genes para a sintese de biossurfactantes. Entretanto, nenhum
sinal positivo de amplificacdo foi observado com os primers utilizados. Ensaios de
tensiometria, utilizando meio mineral e hexadecano como uUnica fonte de carbono e
energia, foram realizados para a confirmagdo da producdo dos emulsificantes pelos
clones. Nove clones capazes de reduzir a tensdo interfacial de 45 mN\m para 30 mN/m
foram selecionados e submetidos aos ensaios de emulsificagéo utilizando petréleo, éleo
diesel e hexadecano. Os resultados demonstraram a formagdo de emulséo,
principalmente em 6éleo diesel, sugerindo poder emulsificante sobre este composto. As
analises colorimétricas dos biossurfactantes produzidos pelos nove clones revelaram
proporcées similares de carboidratos, proteinas e acidos urdnicos, nao permitindo

resultados conclusivos sobre a composi¢cao destes compostos.

Palavras-chave: petréleo, bibliotecas metagenémicas, enriqguecimentos microbianos,

triagens funcionais, substancias exopoliméricas, bioemulsificantes



ABSTRACT

Bioprospection of genes involved in the synthesis of biosurfactants from

petroleum reservoir microbial communities

Bioemulsifiers or biosurfactants are compounds produced by microorganisms
which enhance the bioavailability of hydrophobic substances promoting the stabilization of
substances with different polarities, like oil-in-water emulsion occurring in petroleum
reservoirs. The samples used in this work were collected in the Potiguar Basin (RN,
Brazil), and employed as inoculum for aerobic and anaerobic enrichments of the petroleum
microbiota. The selected oil sample (GMR 75) was obtained from a reservoir presenting a
moderate biodegradation level. After the incubation period of the microbial enrichments,
total DNA was extracted and used for the assembly of the metagenomic libraries by using
a comercial kit. The evaluation of the potential for emulsifier production by the fosmid
clones derived from the metagenomic libraries was performed by means of two screening
assays, one based on biological activity and another based on sequence similarity. The
functional assay, named “drop collapse”, has a qualitative character and was used for the
preliminary screening of 2,880 clones, yielding 2,104 positive results. For the sequence-
based assay, clones shown to be positive in the functional assay were evaluated through
PCR reactions using primers homologous to conserved regions of genes for biosurfactant
synthesis. However, no positive amplification signal was observed with the primers used.
Tensitometric assays, using mineral medium and hexadecane as sole carbon and energy
source, were performed to confirm the production of the biosurfactants by the clones. Nine
clones able to reduce the interfacial tension from 45 mN\m to 30 mN/m were selected and
subsequently submitted to emulsification assays using petroleum, diesel oil and
hexadecane. Results demonstrated the formation of an emulsion, mainly in diesel oil,
suggesting the emulsifier power of the biosurfactants over this substance. Colorimetric
analyses of the biosurfactants produced by the clones revealed similar proportion of
carbohydrates, proteins and uronic acids, not allowing conclusive characterization of their

composition.

Key-words: petroleum, metagenomic libraries, microbial enrichments, functional

assays, exopolymeric substances, bioemulsifiers.
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1. INTRODUCAO

Biossurfactantes ou bioemulsificantes sao biopolimeros extracelulares, ou
substancias exopoliméricas (EPS) que podem ser produzidos por micro-organismos
procariotos (Dominios Bacteria e Archaea) e eucariotos (algas, fungos), apresentando em
sua molécula, uma porcao hidrofébica e outra hidrofilica. Substancias surfactantes
apresentam como principal caracteristica a capacidade de alterar as propriedades
superficiais e interfaciais de solugdes. Emulsificantes, por sua vez, compéem uma
subclasse de surfactantes, as quais estabilizam dispersées de um liquido com diferentes
polaridades, como emulsdes éleo-agua (Ron & Rosenberg, 2001). O fato de possuirem
porcoes hidrofébica e hidrofilica em sua estrutura torna esses compostos responsaveis
por aumentar a biodisponibilidade de compostos apolares, como, por exemplo,
hidrocarbonetos do petroleo. Nesses ambientes, as bactérias crescem na regido de
interface entre Oleo-agua e a producdo de EPS promove uma solubilizacdo dos
hidrocarbonetos, aumentando a area de acesso as bolhas de 6leo, ou seja, ao substrato
(Ron & Rosenberg, 2001; Sutherland, 1994).

Estudos envolvendo a producdo e as fungbes dos biossurfactantes principalmente
utilizando hidrocarbonetos como fontes de carbono, ja sdo extensos na literatura (Desai &
Banat, 2007; Navon-Venezia et al., 1995; Rahman et al., 2003; Zhang & Miller, 1992).
Estes compostos apresentam algumas vantagens em relagédo aos surfactantes sintéticos,
como alta biodegradabilidade, baixa toxicidade e funcionalidade em condigbes extremas
de temperatura, salinidade e pH (Muthusamy et al., 2008; Desai & Banat, 1997).

Algumas aplicacbes ja sao descritas principalmente em processos de
biorremediacdo de ambientes (solos e aguas) contaminados por hidrocarbonetos,
promovendo uma maior solubilidade e mobilidade de compostos hidrofébicos viabilizando
assim a sua biodegradacdo (Tango & lIslam, 2002). Além de atuar em processos de
biodegradagcdo de hidrocarbonetos, alguns biossurfactantes sdo capazes de remover
metais pesados, como cadmio, cobre, chumbo e zinco em solos contaminados (Mulligan,
2005). Outras aplicagdes relevantes dos biossurfactantes incluem os processos de
recuperacao de petrdleo (MEOR - Microbial Enhancement Oil Recovery), como agentes
antimicrobianos e antivirais e até como moléculas imunomoduladoras (Cameotra &

Makkar, 2004). Também podem ser amplamente utilizados em industrias de alimentos e

10



cosméticos como agentes emulsificantes, espumantes e umectantes (Muthusamy et al.,
2008).

Muitos tipos de biossurfactantes sao descritos, cada um produzido por um micro-
organismo especifico. Existem as classes dos glicolipideos (onde os mais conhecidos sao
os ramnolipideos, produzidos por bactérias do género Pseudomonas), dos lipopeptideos
(mais conhecidos como surfactinas, produzidos por bactérias do género Bacillus) e os
biossurfactantes poliméricos, moléculas mais complexas e com maior peso molecular,
produzidos por Acinetobacter sp. (Rahmam & Gapke, 2008; Desai & Banat, 1997; Sulivan,
1998). Existem ainda outros tipos de biossurfactantes produzidos por alguns fungos e
leveduras, como, por exemplo, os soforolipidios produzidos por algumas espécies de
Candida, e os lipideos manosileritritol (MEL) produzidos por Ustilago maydis.

Estudos genéticos de micro-organismos produtores de EPS sao importantes
ferramentas para a descoberta de novos genes ou grupos de genes envolvidos na
producéo de polimeros extracelulares (Mukherjee et al., 2006). Entretanto, a maioria dos
estudos que envolvem genes produtores de biossurfactantes ou emulsificantes é
relacionada a micro-organismos isolados em cultura pura, principalmente dos géneros
Pseudomonas e Bacillus (Oschner et al., 1994; Chaves et al., 2005; Hsieh et al., 2004).

Estima-se que uma fragdo de apenas 1 a 10% dos micro-organismos pode ser hoje
cultivada em laboratério (Amann et al, 1995; Hugenholtz et al., 1998), o que torna
necessario o uso de novas ferramentas para o estudo e exploracdo da diversidade
microbiana existente no ambiente. O aprimoramento de novas metodologias moleculares
nas ultimas décadas (extracdo de acidos nucléicos, amplificacao por PCR, clonagem e
sequenciamento de DNA) tem permitido superar as limitagdes impostas pela abordagem
classica de estudo de populacées microbianas tornando possivel uma avaliacdo mais
precisa da diversidade de micro-organismos, nunca antes cultivados. O uso destas
metodologias associado a estratégia de bibliotecas metagenémicas possibilita 0 acesso ao
potencial metabdlico da comunidade microbiana total presente em uma dada amostra
ambiental (Handelsman et al., 1998). Através de uma biblioteca de metagenoma, uma
variedade maior de compostos com atividade bioldgica de interesse pode ser obtida
simultaneamente, em comparagao ao método tradicional baseado em isolamento, cultivo e

triagem de linhagens puras de micro-organismos.
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Neste estudo, a construgdo e triagem de bibliotecas metagen6micas oferecem a
possibilidade de descoberta de novos tipos de biossurfactantes, principalmente de micro-
organismos que vivem sob a forma de consoércios e em ambientes de dificil acesso, como
€ 0 caso dos reservatorios de petroleo. Estudos de investigagdo da producao e aplicagao
de biossurfactantes sdo de extrema relevancia, visando sua aplicagdo futura para
biotransformar ou degradar compostos nocivos ao meio ambiente em processos

ambientalmente mais sustentaveis.
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REVISAO DA LITERATURA

2.1. Petréleo

O petrdleo se constitui de uma complexa mistura de hidrocarbonetos, &cidos
organicos, acidos nafténicos, compostos aromaticos e outros compostos, como vanadio e
niquel (Van Hamme, 2003; Magot et al., 2000). Hidrocarbonetos sdo compostos formados
por carbono e hidrogénio e podem ser classificados quanto a sua estrutura em ciclicos ou
alifaticos (alcanos, alcenos, alcinos) e aromaticos (benzénicos e policiclicos) (Heider et
al., 1999). Os hidrocarbonetos aromaticos séo constituidos por um anel benzénico como
parte de sua estrutura molecular. Os dois principais grupos de hidrocarbonetos
aromaticos sdo os compostos monociclicos (benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno) e os
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), tais como naftaleno, antraceno e
fenantreno (Holliger & Zehndert, 1996).

O petréleo brasileiro tem caracteristicas muito préprias, com uma predominancia
de dleos pesados, 0 que exige etapas adicionais de refino para a obtengdo de gas,
gasolina e 6leo diesel. O perfil destes 6leos é moldado pela acao de bactérias que atuam
na degradagdo das fracbes leves do petrdleo, consumindo, preferencialmente,
hidrocarbonetos lineares e, na sequéncia, os hidrocarbonetos ramificados, isoprendides e
ciclanos (Peters e Moldowan, 1993). O Brasil possui mais de 20 bacias petroliferas e
alcangou sua auto-suficiéncia na producdo no ano de 2006. De acordo com dados da
Petrobras, entre os meses de janeiro a setembro desse mesmo ano, foram produzidos em
torno de 1.763 milhées de barris por dia, representando 5% a mais do que ano anterior
(Goldemberg & Lucon, 2007).

A Bacia Potiguar esta localizada na regidao nordeste entre os estados do Rio
Grande do Norte e Ceara (Figura 1), com uma area de aproximadamente 70.000 km?,
sendo que 30% de sua superficie estdo localizados na porgéo terrestre e o restante se
estende para o mar alcangando uma profundidade maior que 2000 m (Behar et al., 2006).
A Bacia Potiguar, em sua parte terrestre, experimentou grande incremento exploratério a
partir do final da década de 70, em virtude da inusitada descoberta de 6leo durante a
perfuracdo de um pogo para abastecimento de &gua em Mossor6 — RN. A partir de entao,
o cumulativo de trabalhos resultou em reservas que, atualmente, totalizam 283 milhdes de
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barris de 6leo (ANP, 2001). A bacia produz em torno de 77.000 barris de petréleo por dia,
constituindo a terceira maior produtora brasileira de petréleo (Lopes et al., 1999).
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Figura 1: Bacia Potiguar. A drea mais clara da figura representa a regido de localizacdo dos

campos petroliferos na porgao terrestre (ANP, 2001).

A problematica da degradagdo, deterioracdo e recuperacdo de petroleo reside
basicamente no esgotamento das reservas mundiais e brasileiras de petréleo, existindo
poucas perspectivas para o descobrimento de novos reservatérios. Durante 15 a 20 anos,
a producao mundial de petroleo foi de 30 bilhdes de barris por ano, no entanto, ao final do
século XX, tal nimero foi reduzido a no maximo 10 bilhdes, tendendo a diminuicdo para 5
bilhdes e, finalmente, sua exaustao (White et al., 2003).

2.2. Microbiologia do Petroleo

A capacidade de sobrevivéncia dos micro-organismos em reservatérios de petréleo
depende das caracteristicas fisico-quimicas deste ecossistema, como pH, salinidade e
temperatura, sendo esta ultima o principal fator limitante para o crescimento microbiano.
Diferentes tipos de dados sugerem que a presenga de bactérias indigenas aos
reservatérios estaria limitada a um intervalo de temperatura entre 80 e 90°C (Magot et al.,
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2000).

Pesquisas realizadas sobre a microbiologia de reservatérios de petréleo tém
evidenciado que parte da comunidade microbiana associada a este tipo de ambiente é
representada por bactérias e arquéias de distribuicdo geogréafica bastante ampla, e que
diversos destes organismos tém potencial para transformar compostos orgéanicos e
inorganicos, atuando na interface 6leo-agua dos reservatorios (Coates et al., 1997; Korda
et al., 1997). Ao longo das ultimas duas décadas, uma ampla variedade de micro-
organismos de reservatérios de petroleo tem sido isolada e/ou identificada, incluindo
grupos aerbbios (Bacillus sp., Halomonas sp., Acinetobacter sp.) (Sette et al., 2007;
Orphan et al., 2000), anaerodbios facultativos (Deferribacter, Flexistipes) (Greene et al.,
1997), redutores de sulfato (Desulfovibrio, Desulfobacter) (Kleikemper et al., 2002),
metanogénicos (Methanothermococcus, Methanocalculus sp.) (Takai et al., 2002; Yoshida
et al., 2003) e fermentativos.

Os efeitos da biodegradacédo ocasionam alteragbes em algumas propriedades dos
Oleos presentes nos reservatorios, promovendo um aumento da densidade, acidez,
viscosidade e do conteudo de enxofre e de metais, comprometendo sua qualidade. Estas
alteragdes na qualidade acarretam consequiéncias negativas para produgéo, através da
reducdo da velocidade de vazao, e refino do petréleo, tornando-se um desafio para sua
exploragao em todo o mundo (Grishchenkov et al., 2000; Head et al., 2003).

Estudos sobre a degradacéao ou biotransformagcéo de componentes especificos do
6leo por comunidades microbianas sdo extensos (Leahy & Colwell, 1990; Bressler &
Fedorak, 2001). Dados obtidos a partir da caracterizacdo destas comunidades podem ser
utilizados como parametros para a prospeccao e avaliacdo da qualidade do éleo em
novos reservatérios, caracterizagdo do potencial de biodeterioragdo em pogos de
producédo e depositos de armazenamento, ou ainda, no monitoramento de processos de

biorremediacao em casos de derramamentos acidentais de petréleo.

Os processos de biodegradacdo podem ocorrer tanto sob condi¢cdes anaerdbias
como aerdbias. No entanto, muitos pesquisadores, com base na identificacao de diversos
micro-organismos anaerobicos, na descoberta de produtos de biodegradacao anaerdbica,
e no fato de que as condi¢des aerdbicas nestes ambientes sdo improvaveis, defendem a
hipdtese de que o processo de degradacdo em reservatorios de petrdleo ocorra pela via
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anaerébia (Aitken et al., 2004). Estudos sobre os metabdlitos gerados a partir da
biotransformacdo de hidrocarbonetos aromaticos como naftaleno e fenantreno,
identificaram produtos tais como &cido 2-naftdico, e determinaram rotas metabdlicas
utilizadas por bactérias redutoras de sulfato compativeis com as condigdes fisiolégicas
dos pogos de petroleo, corroborando a hipétese de que a microbiota anaerébia seria a
unica responsavel pela biodegradacao dos hidrocarbonetos do petréleo in situ (Anmweiller
etal.,, 2002).

Entretanto, geralmente, uma s6 espécie de micro-organismo nao é capaz de
promover a degradacdo completa da mistura de hidrocarbonetos, sendo necessaria a
atuacao de consorcios microbianos munidos de uma ampla variedade enzimatica capaz
de agir sobre os compostos aromaticos (por exemplo, benzeno, tolueno, naftaleno)
(Okerentungba & Ezeronye, 2003; Kanaly & Harayama, 2000). Nesta situagdo, os
produtos de uma biotransformacao podem servir como fonte de carbono e energia para
outras espécies da comunidade (Réling et al., 2003).

Entre 0s micro-organismos anaerdébios existem dois grupos principais: 0s
anaerobios facultativos (redutores de ferro, manganés e nitrogénio) e anaerdbios estritos
(redutores de sulfato). As bactérias redutoras de sulfato (SRB) sdo geralmente
encontradas em ambientes contaminados com hidrocarbonetos (tolueno, benzeno, xileno

e alcanos) e utilizam &cidos orgéanicos como fonte de carbono (Kleikemper et al., 2002).

Um dos primeiros estudos microbioldégicos em reservatorios de petrdleo de aguas
profundas resultou no isolamento de uma bactéria sulfato-redutora, a partir de amostras
de aguas de injecdo (Bastin, 1926). Aguas de injecdo podem carrear micro-organismos
ndo indigenas aos reservatérios, tanto aerdébios quanto anaerdbios. Koreblun e
colaboradores (2010) verificaram a diversidade bacteriana de aguas de formacao em trés
plataformas brasileiras, presentes na Bacia de Campos, demonstrando que mesmo
ocorrendo o tratamento para evitar contaminagdo do reservatério, existem grupos que
persistem e continuam seu crescimento, como bactérias do género Marinobacter e
Achromobacter. Lysnes e colaboradores (2009) descreveram que aguas de injecao ricas
em sulfato podem levar ao aumento no numero de bactérias sulfato-redutoras no

reservatorio.
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2.3. Metagenémica

Técnicas baseadas em cultivo tém sido tradicionalmente as ferramentas primarias
usadas para o estudo da microbiologia de diferentes ambientes (Chandler et al., 1997).
Estas metodologias, apesar de serem extremamente importantes para o entendimento do
potencial fisiolégico de micro-organismos isolados, ndo fornecem necessariamente
informagé@o abrangente sobre a diversidade e abundancia de comunidades microbianas
(van Hamme et al., 2003). Embora as técnicas de cultivo tenham sido aprimoradas, sabe-
se que apenas uma pequena fracdo da diversidade microbiana na natureza, em torno de

1 a 10%, pode ser hoje cultivada em laboratério (Ward et al., 1990; Amann et al., 1995).

Metodologias moleculares desenvolvidas nas Ultimas décadas (extracéo de acidos
nucléicos, amplificacdo por PCR, clonagem e sequenciamento de DNA) tém sido
otimizadas e adaptadas para superar as limitagdes impostas pela abordagem classica de
estudo de populagdes microbianas, evitando o isolamento e cultivo dos micro-organismos.
A utilizacdo destas metodologias vem permitindo uma avaliagdo mais precisa da
diversidade microbiana no ambiente e a descoberta de novos grupos de organismos,
nunca antes cultivados (Amann et al. 1995; Hugenholtz et al, 1998). O uso destas
metodologias associado a estratégia de bibliotecas metagenémicas nos permite ter
acesso ao potencial metabdlico destes novos organismos. Esta estratégia consiste na
utilizacdo de vetores do tipo BAC (Bacterial Artificial Chromosome), cosmideos ou
fosmideos para a clonagem de fragmentos grandes de DNA (40 a 100 kb) obtidos
diretamente da comunidade microbiana (metagenoma) de ambientes como solo,
sedimento ou lodo, e analise das bibliotecas resultantes em busca da expressdao da
atividade biologica de interesse na linhagem hospedeira de Escherichia coli (Handelsman
et al., 1998; Rondon et al., 1999; Rondon et al., 2000). (Figura 2)
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Figura 2. Comparagao esquematica das estratégias de cultivo (esquerda) e metagenoma (direita)
para obtencdo de novos compostos com atividade biolégica. Com a estratégia de cultivo, apenas
uma fragdo da diversidade microbiana existente pode ser obtida em cultura pura. Os micro-
organismos ndo cultivados s6 podem ser acessados através de seus genomas. Assim, com a
estratégia de metagenoma, os genomas de todos os micro-organismos em um dado habitat sdo
isolados e clonados em hospedeiros para subseqiente selegdo e expressdo do composto de
interesse. Fonte: Lorenz et al. (2002).

Embora existam outras espécies de hospedeiros empregados em estudos com
abordagem metagendmica, Escherichia coli é a que vem sendo mais utilizada. No entanto

outras espécies como Streptomyces lividans e Pseudomonas putida vém sendo
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desenvolvidas como hospedeiros alternativos. As técnicas envolvendo metagenémica, por
um lado, possibilita a elucidagdo de genomas de micro-organismos nao cultivados para
uma melhor compreensao sobre ecologia microbiana. Por outro lado, essa mesma técnica
tem sido conduzida pelo aumento da demanda biotecnoldgica por novas enzimas e
biomoléculas (Schmeisser et al., 2007).

Os nichos microbianos investigados sao diversos, englobando desde solos de
margens de rios (Henne et al., 1999), ambientes marinhos (Hardeman e Sjéling, 2007) a
ambientes extremos, tais como aguas profundas (Beja et al., 2000), sedimentos e lagos
do continente Antartico (Moreira et al., 2006), reservatorios de petréleo (Vasconcellos et
al, 2010; Li & Hendry, 2008).

No caso de comunidades microbianas biodegradadoras, as bibliotecas
metagendmicas constituem-se em uma ferramenta que abre a perspectiva de descoberta
de novas vias catabdlicas a partir de membros da microbiota, principalmente de micro-
organismos fastidiosos ou ainda ndo-cultivados, ou mesmo daqueles que vivem em
consércios e nao podem ser recuperados isoladamente. Ainda, a partir de uma biblioteca
de metagenoma, uma variedade maior de atividades catabdlicas pode ser obtida
simultaneamente, em comparagdo ao método tradicional baseado em isolamento, cultivo

e triagem de linhagens puras de microrganismos.

Estudos de genes associados a vias de degradagdo de componentes do petréleo
tém se intensificado, sendo muitas vias catabdlicas descritas por diversos autores, como
aquelas para os compostos aromaticos tolueno, xileno e benzeno (Zylstra & Gibson, 1991;
principais componentes da gasolina e alvo de grande interesse em funcdo da
contaminagao acidental do ambiente.

A triagem das bibliotecas metagendémicas, com conseqlente selecdo de genes de
interesse, pode ser feita com base em similaridade de seqiiéncia do inserto ou na
expressao da atividade biolégica (Lorenz et al., 2002). Esta ultima estratégia, denominada
como triagem funcional, oferece a vantagem de poder acessar seqiiéncias génicas ainda

totalmente desconhecidas e de detectar apenas enzimas que estéo ativas.

O método de triagem de bibliotecas metagendmicas baseado em seqliéncia € mais
conservador, uma vez que os oligonucleotideos necessarios para identificar os genes-
alvo, utilizando PCR ou métodos de hibridizacéo, sdo desenhados com base em regides
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conservadas das seqUéncias de aminoacidos, de forma a garantir uma alta probabilidade
de pareamento com sequéncias génicas desconhecidas presentes no ambiente. Esta
estratégia é atraente, pois qualquer gene que apresente homologia com a seqléncia de
DNA utilizada sera detectado, independente da sua expressdao na célula hospedeira
(Lorenz et al., 2002).

A triagem funcional é mais direta e tem tido sucesso na descoberta de genes
catabolicos (Galvdo et al., 2005). Genes que codificam para fungdes metabdlicas
importantes séo freqlientemente pouco conservados, tornando dificil a comparacédo das
sequiéncias dos clones com sequéncias homélogas. Ainda, o catabolismo de poluentes
especificos pode ser muitas vezes obtido por duas ou mais bactérias, cada espécie
contribuindo com parte da via catabdlica, como no caso de bifenilas policloradas
(Abraham et al, 2002). Portanto, a estratégia funcional de triagem de bibliotecas
metagendmicas permite o estudo de consércios de clones (combinacdo de multiplos

clones) em meio liquido, na busca da atividade de degradacao desejada.

Ainda, é possivel a combinagéo entre a triagem de genes funcionais de bibliotecas
metagendmicas com a analise de seqlUéncias de genes de RNA ribossomal 16S,
permitindo-se estabelecer relagdes entre filogenia e fungao, elucidando assim a atuacao

dos componentes da microbiota no ambiente.

Estudos envolvendo a bioprospeccao de bibliotecas metagendémicas geradas a
partir de comunidades microbianas de amostras de petréleo podem contribuir para o
desenvolvimento de aplicagdes biotecnologicas diversas, tanto na industria de petrdleo
como em processos biotecnoldgicos de biorremediagéo, incluindo, por exemplo:

o definicdo de conjuntos de genes biomarcadores com potencial para
utilizacdo como “indicadores de biodeterioracdo” de amostras de petréleo de pocos ainda

em estagio de perfuragédo ou reservatorios de armazenamento de longo prazo;

e aplicagcdo de micro-organismos, enzimas ou outros produtos para a

biorremediacao de residuos de processamento industrial e exploragao;

e monitoramento de processos de biorremediagdo em derramamentos

acidentais de petréleo;

e aplicacdo em biorrefino de petréleo, incluindo processos de remocao de
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enxofre, nitrogénio e metais pesados.

Estes estudos podem revelar, ainda, importantes vias metabdlicas
microbianas, contribuindo para a compreensdo da fisiologia de micro-organismos nao-
cultivados presentes no reservatorio, e possibilitando a identificagdo de novos genes
biocataliticos e biossintéticos.

2.4. Substancias Poliméricas Extracelulares

A grande maioria dos micro-organismos sobrevive e cresce como agregados
celulares, sendo esta forma de crescimento e organizacdo denominada como biofilme
(Flemming et al., 2000). Os biofilmes representam a forma mais comum de crescimento
das células microbianas, tanto em ambientes naturais, como em artificiais. Geralmente
encontram—se aderidos a uma superficie e sdo envolvidos por uma matriz polimérica
extracelular (EPS) que ele mesmo produz, formando uma estrutura tridimensional,
gelatinosa e altamente hidratada, que influencia propriedades fisico-quimicas e atividade
destes agregados celulares (Flemming et al., 2000; Sander & Sturman, 2002).

Gehr & Henry (1983) descreveram que materiais extracelulares sdo compostos que

podem ser removidos dos micro-organismos, particularmente bactérias, sem que haja o

m;

rompimento das células, mantendo a viabilidade das mesmas. Esta definicdo leva
observacgao de que EPS néo séo estruturas essenciais a bactéria, e a ndo produgao ou

QO

extracao destes exopolimeros nao implica na perda do crescimento ou viabilidade celular.

Os EPS podem ser produzidos tanto por micro-organismos procariotos (arquéias e
bactérias), como por eucariotos, como fungos e leveduras. Freqlentemente,
polissacarideos sado citados como 0s principais componentes dos EPS microbianos
(Costerton et al., 1981; 1987) e por esta razdo, o termo exopolissacarideos muitas vezes
€ utilizado como sinénimo de EPS. Entretanto esses biopolimeros também podem
compreender uma grande variedade de proteinas, glicoproteinas, glicolipideos e &cidos
nucléicos (Flemming et al., 2007; Sutherland, 2001), assim como substancias humicas.
Acidos urdnicos sdo também descritos como componentes de polimeros extracelulares,
sendo muito importantes para a manutengéao da estrutura fisica dos biofilmes, através de

interacdes eletrostaticas com cations multivalentes (Ca?*, Mg®*, Fe*).
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De acordo com sua composicao especifica, os EPS podem apresentar
diferentes fungdes nas células, estando geralmente associados a mecanismos de nutricao
ou defesa celular, ou seja, os microrganismos produzem tais substancias como forma de
sobreviverem as condigbes do meio em que se encontram. A produgdo, COmposigao e
propriedades dos EPS microbianos variam em resposta a fatores ambientais, tais como
acesso a nutrientes e pHs variaveis. Os EPS podem contribuir para o ataque celular a
hidrocarbonetos, promovendo a adesdo microbiana as moléculas e subsequente

solubilizacdo das mesmas (Shreve et al., 1995).

Biossurfactantes ou bioemulsificantes sao substancias exopoliméricas (EPS) que
podem ser produzidos por micro-organismos procariotos (Dominios Bacteria e Archaea) e
eucariotos (algas, fungos). A formacao de biofilmes esta intrinsecamente associada a
producao de bioemulsificantes no qual os EPS sdo usualmente produzidos durante a fase
estacionaria do crescimento microbiano, ou seja, quando a multiplicacdo celular é
diminuida, mantendo-se a densidade celular estavel. Em alguns casos, é proposto que a
producédo de exopolimeros € induzida por sinais moleculares, envolvidos no mecanismo
denominado “quorum sensing”, ou comunicacgao intercelular, o qual emite sinais que
promoveriam mudancgas fisiolégicas nas atividades das células, quando as mesmas
atingissem uma determinada densidade populacional. Este mecanismo regulatério parece
ser geral, ou seja, 0 micro-organismo somente produzird emulsificantes quando houver
aumento da densidade celular e consequente inicio da fase estaciondria de crescimento
(Brint & Ohman, 1995; Decho, 2000; Ron & Rosenberg, 2002).

2.5. Biossurfactantes

Surfactantes sao compostos caracterizados pela capacidade de alterar as
propriedades superficiais e interfaciais de diferentes substancias. Emulsificantes
compdem uma subclasse de surfactantes, as quais estabilizam dispersdes de substancias
com diferentes polaridades, como por exemplo, emulsbées 6leo-agua (Ron & Rosenberg,
2001). Sao moléculas anfipaticas, apresentando uma porcdo hidrofébica e outra
hidrofilica. A parte hidrofébica € geralmente composta por longas cadeias de &cidos
graxos, e a parte hidrofilica pode ser constituida por carboidratos, aminoacidos, fosfato,
acidos carboxilicos, peptideos e alcoois (Mulligan, 2009; Ron & Rosenberg, 2002).
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Os surfactantes se concentram em interfaces (sélido-liquido, liquido-liquido ou
vapor-liquido). A interface é formada entre duas fases imisciveis, sendo que a porgao
hidrofébica do surfactante se volta para a superficie, enquanto que a porgao hidrofilica
esta em contato com a solugao (Mulligan, 2005).

Como ja descrito, biossurfactantes sao surfactantes produzidos por micro-
organismos. A atividade biossurfactante pode ser determinada através de mudancgas nas
tensdes interfaciais e superficiais de alguns “sistemas”, ou interfaces, como, por exemplo,
agua/bleo e ar/agua e essas mudancas podem ser medidas com auxilio de tensidmetro
(Desai & Banat, 1997). Devido a sua estrutura anfifilica, as moléculas dos
biossurfactantes tendem a se aglomerar e formar pequenas estruturas como vesiculas,
lamelas ou micelas quando adicionados a esses sistemas e, deste modo, reduzem a
tensdo superficial até um nivel critico (Figura 3). Esta medida é conhecida como
“concentragdo micelar critica” (CMC) e é utilizada para definir a qualidade e eficiéncia do
biossurfactante de acordo com suas propriedades como detergéncia, formacao de
espuma, emulsificagcéo e dispersdo. Esse processo dindmico é baseado na habilidade dos
biossurfactantes de reduzir a tensado superficial pelo rearranjo molecular, pelo qual ocorre
0 acumulo na superficie de compostos insoluveis, influenciando as ligagdes de hidrogénio

e outras interagdes hidrofébico-hidrofilicas.

Micela

Vesicula

Figura 3: Esquemas representando as estruturas formadas por biossurfactantes quando em
contato com interfaces (Fonte: Champion et al., 1995).
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Surfactantes considerados eficientes apresentam baixa concentragdo micelar critica
(ou seja, menos surfactante €& necessario para reduzir a tensdo superficial). Um
surfactante ideal seria aquele que apresenta baixa concentragdo micelar critica e tensao
superficial com valores menores que 30 mN/m (Ashby et al., 2008; Desai & Banat, 1997;
Mulligan, 2005). As interagdes de surfactantes nas interfaces sdo objetos de muitos
estudos. Essas reagcdes ndao ocorrem somente em relacdo a porcao hidrofobica dessas
moléculas, mas também com a parte hidrofilica, que pode apresentar carga elétrica,
podendo ser anibnica, catidnica, anfotérica ou nao-ibnica (Neu, 1996).

No ano de 2000, a producao mundial de surfactantes totalizou entre 17 e 19 milhdes
de toneladas, com um crescimento previsto entre 3 a 4% por ano. Isso ocorre devido a
crescente demanda em detergentes, setor que utiliza mais de 50% da producédo de
surfactantes. Entre os principais setores que utilizam surfactantes estdo incluidos os
detergentes para uso doméstico, produtos para uso pessoal (cosméticos, sabonetes,
creme dentais), industrias téxtil e petrolifera (Deleu et al, 2004).

No entanto, ndo sdo somente surfactantes sintéticos que sdo comercializados. Nos
Estados Unidos, um dos tipos mais importantes e estudados de biossurfactantes esta no
mercado através da empresa Jeneil Biosurfactant que é responsavel pela venda de
ramnolipideos provenientes de P. aeruginosa, vendidos principalmente como fungicida

agricola ou como aditivo para atividades de biorremediacao (Banat et al., 2010).

Os biossurfactantes comegaram a ganhar destaque e atrair a atencao em estudos
como agentes degradadores de hidrocarbonetos no final da década de 1960. Suas
aplicagdes tém sido amplamente disseminadas ao longo dos ultimos 50 anos como uma
boa alternativa para a substituicdo dos surfactantes sintéticos (Cameotra & Makkar,
2004). Eles apresentam algumas vantagens em relacdo aos surfactantes sintéticos, como
por exemplo, sdo altamente biodegradaveis, possuem baixa toxicidade, sao funcionais em
extremos de temperatura, salinidade e pH e podem ser produzidos a partir de substratos
economicamente viaveis, como residuos de refinarias e 6leos de soja e girassol,
diminuindo assim o custo de produgdo. Apresentam também uma maior diversidade e
disponibilidade em vista da quantidade de micro-organismos produtores (Muthusamy et
al., 2008; Mukherjee et al., 2006; Cameotra & Makkar, 2010 ).
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2.5.1. Tipos de biossurfactantes

Diferentes dos surfactantes sintéticos, que sédo caracterizados de acordo com o
grupo polar, os biossurfactantes sao caracterizados por sua composi¢cao quimica e sua
origem microbiana (Gautam & Tyagi, 2006). Ha varios tipos de biossurfactantes, cada um
sendo produzido por um micro-organismo especifico. Sao divididos em duas classes
principais: os de baixo peso molecular que incluem os lipopeptideos, glicolipideos e
proteinas; e os de alto peso molecular que incluem polissacarideos, lipopolissacarideos,
ou lipoproteinas que sdo denominadas bioemulsan ou bioemulsificantes. O primeiro grupo
inclui moléculas que podem eficientemente reduzir as tensdes superficial e interfacial,
enquanto que o ultimo é composto por polimeros anfifilicos e polifilicos que usualmente
apresentam maior eficiéncia para o estabelecimento de emulsbes (6leo-agua), mas nao

sdo tdo eficientes na reducdo da tenséao interfacial e superficial (Banat et al., 2010).

As classes principais estdo descritas abaixo e sumarizadas na Tabela 1.

A) Glicolipideos: moléculas de baixo peso molecular, compostos de
carboidratos como, glicose, manose, galactose e ramnose, ligados a uma longa cadeia de
acidos alifaticos. Dentre os glicolipideos, os tipos mais estudados sdo os ramnolipideos,
trealolipideos e soforolipideos.

Ramnolipideos: mais descritos na literatura como sendo produzidos por bactérias

do género Pseudomonas. Possuem moléculas de ramnose ligadas a moléculas de acido
hidroxidecanéico (Gautam & Tyagi, 2006). Mais de sete homélogos foram identificados e
sdo os mais estudados em relagdo a remocao de hidrocarbonetos (Abalos et al., 2001;
Mulligan, 2009).

Trealolipideos: possuem &cido micélico em sua composi¢ao ligado a moléculas

de trealose e variam de tamanho e estrutura de acordo com 0s micro-organismos que 0s
produzem. Estdo relacionados com varios micro-organismos como dos géneros

Corynebacterium, Mycobacterium, Rhodococcus e Arthrobacter (Rahman & Gapke, 2008).

Soforolipideos: sao produzidos principalmente por leveduras das espécies
Torulopsis bombicola, T. petrophilum e Candida bombicola. Consistem do carboidrato
soforose ligado a uma longa cadeia de acidos graxos. Embora os soforolipideos possam
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reduzir a tensdo interfacial e superficial, ndo sao efetivos como agentes emulsificantes
(Amaral et al., 2008).

Manosileritrol lipideo (MEL): produzido por fungos como Ustilago maydis,

Candida antarctica e Schizonella melanogramma. A molécula consiste de um
dissacarideo formado por manose e eritrol, a qual estdo ligados &cidos graxos de
diferentes comprimentos (Hewald et al., 2005).

B) Lipopeptideos: Estdo incluidos alguns lipopeptideos ciclicos, como
surfactina, produzida por bactérias do género Bacillus subtilis, gramicidina, produzida por
Bacillus brevis, e polimixinas, produzidas por Bacillus polymyxa.

Surfactinas: sdo os biossurfactantes mais descritos na literatura com o6tima
atividade surfactante, sendo produzidos por bactérias da espécie Bacillus subtilis. Contém
sete aminoacidos ligados a grupos hidroxilas ou carboxilas. As aplicacdes da surfactina
também sao extensamente estudadas, como efetivos em processos de biorremediacao e

aplicacdes medicinais.

Gramicidinas e polimixinas: a gramicidina produzida por Bacillus brevis, chamada

de gramicidina S é um decapeptideo e em solugéo existe na forma de um anel rigido com
duas moléculas de ornitina. Polimixina se constitui em um decapeptideo, pelo qual 3 a 10
aminoacidos formam um peptideo ciclico e uma cadeia de acidos graxos esté interligada
(Rosenberg & Ron, 1999).

Lichenisinas: s&o produzidas por Bacillus licheniformis e semelhantes em

estrutura e propriedades fisico-quimicas as surfactinas.

C) Acidos Graxos e Fosfolipideos: Acidos graxos derivados de alcanos
apresentam capacidade surfactante. Alguns fungos e bactérias sintetizam acidos graxos
quando crescem em meio com n-alcanos como substrato. Fosfolipideos, por sua vez, sao
em sua maioria componentes de membranas em micro-organismos. Do mesmo modo,
quando alguns micro-organismos crescem na presenga de alcanos, o nivel de
fosfolipidios aumenta. Acinetobacter sp. linhagem HO1-N e Rhodococcus erythropolis sao
descritos como produtores de fosfolipideos com capacidade surfactante (Muthusamy et al,
2008; Rosenberg & Ron, 1999).
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D) Biossurfactantes poliméricos: Sao moléculas mais complexas e com maior
peso molecular (Sulivan, 1998, Banat et al., 2010). Uma ampla variedade de micro-
organismos inclusive grupos do Dominio Archaea, podem produzir esses polimeros de
alto peso molecular. Os mais estudados sdo emulsan, liposan e outros complexos de
polissacarideos-proteinas. Emulsan é um lipossacarideo isolado de Acinetobacter
calcoaceticus RAG-1, com capacidade emulsificante. O bioemulsificante de Acinetobacter
radioresistens KA53, € denominado alasan, um complexo de polissacarideo e proteina.
Liposan é um emulsificante extracelular produzido por Candida lipolytica, composto por
83% de carboidrato e 17% de proteina (Lang et al., 2002; Rosenberg & Ron, 1999).

A maioria dos micro-organismos descritos como produtores de biossurfactantes é
aerdbia. No entanto, Bacillus licheniformis tem sido descrito em processos de recuperagao
de petroleo na auséncia de oxigénio, produzindo o lipopeptideo denominado lichenisina
(Mulligan, 2005; Mclnerney et al., 2007). Pseudomonas sp. e Bacillus sp ja foram descritos
produzindo biossurfactante em condi¢cdes de anaerobiose facultativa (Grishchenkov et al.,
2000).

Tabela 1. Principais tipos de biossurfactantes e micro-organismos produtores (Fonte: Van Hamme
et al., 2006; Desai & Banat, 1997).

BIOSSURFACTANTE MICRO-ORGANISMO
Glicolipideos
Ramnolipideo Pseudomonas sp./P. aeruginosa/ P. putida
Trealolipideo Rhodococcus sp./ Rhodococcus erithropolis
Arthobacter sp.
Soforolipideo Candida lipolytica/ Torulopsis bombicola
Manosileritrol Lipideo (MEL) Ustilago maydis/ Candida antarctica

Schizonella melanogramma,
Lipopeptideos

Polimixina Bacillus polymixa
Gramicidina S Bacillus brevis
Surfactina Bacillus subtilis/ Bacillus pumilus
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BIOSSURFACTANTE MICRO-ORGANISMO

Acidos Graxos e Fosfolipideos Nocardia erythropolis/ Arthrobacter parafineus
Corynebacterium lepus/ Penicillium spiculisporum
Acinetobacter sp. / Rhodococcus erythropolis
Moléculas de Alto Peso

Alasan Acinetobacter radioresistens
Emulsan Acinetobacter calcoaceticus
Liposan Candida lipolytica

2.5.2. Aplicagées

Os diferentes grupos de biossurfactantes descritos acima podem apresentar
aplicacbes diversas, as quais incluem processos de biorremediacdo de ambientes
contaminados, recuperagdo de petroleo, utilizacdo em industrias de cosméticos e

farmacéuticos, e até mesmo como agentes antimicrobianos.

MEOR (Microbial Enhanced Qil Recovery)

Alguns fatores como a baixa permeabilidade de alguns reservatérios ou alta
viscosidade de alguns 6leos podem resultar em uma pobre recuperagcao de petréleo. O
processo de recuperacao terciaria de petréleo (MEOR - Microbial Enhanced Oil Recovery)
consiste na utilizacdo de micro-organismos, indigenas ou injetados, capazes de sintetizar
moléculas que auxiliem na recuperacdo do éleo, como metano, didéxido de carbono,
polissacarideos e biossurfactantes (Singh et al., 2007). Esses compostos podem reduzir a
viscosidade dos 6leos, aumentar o fluxo através dos dutos e estabilizar emulsdes 6leo e
agua (Batista et al, 2006).

De acordo com Bordoloi e Konwar (2008), existem trés principais estratégias
adotadas para o0 uso de biossurfactantes neste processo:

(1) Injecdo de micro-organismos produtores dentro do reservatério, com

consequente multiplicacao destes in situ nas rochas do reservatorio;

(2) Injecédo de nutrientes dentro do reservatério estimulando o crescimento de

micro-organismos indigenas produtores de biossurfactantes;
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(3) Producgéao de biossurfactantes ex situ para inje¢cao dentro do reservatorio.

Alguns trabalhos mencionam a aplicacdo de biossurfactantes em processos de
MEOR (Wang et al., 2008; Shi et al., 2008). No trabalho de Dastgheib e sua equipe
(2008), foi avaliado um tipo de bioemulsificante proveniente de uma linhagem
halotermotolerante de Bacillus sp. para aplicagéo in situ. Do mesmo modo, Mclnerney e
colaboradores (2007) utilizaram bioemulsificantes testados em laboratério para aplicagéo

in situ.

Biorremediacao

A biorremediacdo implica na aceleracdo dos processos naturais de biodegradacao
de compostos poluentes em ambientes contaminados. Em situacdes em que os poluentes
apresentam baixa solubilidade em &agua, a adicdo de emulsificantes e surfactantes
aumenta a taxa de biodegradagdo por promover uma maior biodisponibilidade desses
poluentes (Calvo et al., 2009).

Existem muitas substancias que sdo nocivas ao meio ambiente, tornando-se fontes
poluidoras. Na categoria dos residuos quimicos organicos estédo incluidos os pesticidas,
solventes e 6leos. Metais pesados como chumbo (Pb), cadmio (Cd), mercurio (Hg), zinco
(Zn) e ferro (Fe) também s&o poluentes e geralmente estdo associados a atividades
antropicas, como a eliminagdo de residuos em aterros sanitarios, geracao de residuos

quimicos e lodo.

Os hidrocarbonetos de petrdleo e de outros éleos pesados quando em contato com
0 meio ambiente se aderem fortemente a particulas de solo. Dentre os hidrocarbonetos, a
classe dos HPA (Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos) sdo os maiores contaminantes
(Mulligan, 2005; Bordoloi & Konwar, 2009). A biodegradacao de hidrocarbonetos torna-se
mais eficiente com a adigdo de biossurfactantes, os quais podem acelerar a
biorremediacao de solos e aguas contaminadas por petréleo através da diminuicdo da
tensdo superficial 6leo — agua, aumentando a solubilidade e assim a mobilidade de

compostos hidrofébicos, tais como os hidrocarbonetos (Tango & Islam, 2002).

Calvo e equipe (2009) mencionam que a degradacdo associada ao emprego de

surfactantes torna-se eficiente de acordo com alguns fatores, como por exemplo, a taxa
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de nutrientes disponiveis no solo. Estes nutrientes (nas formas de nitrogénio e fésforo)
promovem o crescimento e conseqlientemente, 0 aumento da populagéo indigena do solo

contaminado, aumentando a taxa de degradacao.

Varios trabalhos tém descrito o emprego de biossurfactantes na degradacdo de
hidrocarbonetos, principalmente utilizando ramnolipideos (Zhang e Miller, 1992; Rahman
et al., 2003; Nguyen et al., 2008) e surfactina (Mulligan et al., 1999; Cubitto et al., 2004;
Whang et al., 2008).

Além de atuar em processos de biodegradacdo de hidrocarbonetos, alguns
biossurfactantes sdo capazes de remover metais pesados, como cadmio, cobre, chumbo
e zinco em solos contaminados (Mulligan, 2005). Ao contrario dos hidrocarbonetos, os
metais pesados ndo sao degradaveis e apresentam alta toxicidade, mesmo em

quantidades pequenas, representando uma ameaca para a saude e meio ambiente.

Mulligan e colaboradores (2001) analisaram a utilizacdo de trés diferentes
biossurfactantes (surfactina, ramnolipideos e soforolipideos) na remocao de metais em
sedimentos contaminados com cobre e zinco, onde os glicolipideos (ramnolipideos e

soforolipideos) apresentaram-se como mais efetivos.

Outro trabalho menciona a utilizagdo de ramnolipideos para a remogéo de cadmio
em solos, com a suposta formagdo de um complexo entre o metal e o biossurfactante
(Tan et al., 1994).

Industria

Os biossurfactantes também podem ser amplamente utilizados em industrias de
alimentos e cosméticos como agentes emulsificantes, espumantes e umectantes
(Muthusamy et al, 2008). Na industria de cosméticos sdo importantes aditivos nas
preparacoes de muitos produtos como repelentes, cremes, desodorantes, antisépticos,
shampoos e condicionadores (Kosaric, 1992). Ramnolipideos, especificamente, sdo muito
utilizados em cosméticos por apresentarem compatibilidade com a pele e nao provocar

irritacées ou reagdes alérgicas (Benincasa et al., 2004).

Na industria de alimentos, os emulsificantes tém uma importante fungdo na
formacao da consisténcia e textura de muitos produtos, como o sorvete, por exemplo. Em
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casos de biossurfactantes que sao funcionais em pH &cidos, € interessante sua utilizagao
em alimentos que contenham &cido citrico ou ascérbico. Outra fung¢éo interessante é que
atuam como agentes antiadesivos impedindo a formagéo de biofilmes, ja que os biofilmes
bacterianos em industrias de alimentos representam potenciais focos de contaminagao,

gue podem levar a deterioragao dos alimentos (Nitschke e Costa, 2007).

Agentes antimicrobianos

Ja existem trabalhos que descrevem o emprego de alguns biossurfactantes como
agentes antimicrobianos e antivirais, assim como moléculas imunomoduladoras
(Cameotra & Makkar, 2004).

Singh e Cameotra (2004) relataram a utilizagdo de surfactina como agente
antimicrobiano, a qual demonstrou atividade contra muitos virus, como o herpesvirus
(HSV-1 e HSV-2) e o virus causador da estomatite. Também pode ser verificada a
inibicdo de biofilmes formados por Salmonella typhimurium, Salmonella enterica,
Escherichia coli e Proteus mirabilis em cateteres uretrais. Lipopeptideos bacterianos
constituem também potentes adjuvantes imunolégicos quando adicionados com antigenos
convencionais em testes soroldgicos para detecgdo de drogas, anticorpos, toxinas e

outras substancias.

Fernandes e equipe (2007) demonstraram a atividade antimicrobiana do
biossurfactante produzido por Bacillus subtilis (surfactina) contra Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus e Mycobacterium sp.

No trabalho de Abalos e colaboradores (2001) foram descritas propriedades
antifingicas de ramnolipideos sobre Aspergillus niger e outros fungos testados in vitro.

A fungdo biocida dos ramnolipideos também foi investigada no trabalho de
Stanghellini e Miller (1997), onde foi observada a ruptura de zodsporos de fungos
patogénicos como Phytophthora capsici e Pythium aphanidermatum, associados com

doencas foliares em inUmeras culturas.
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2.6. Genes envolvidos na producao de EPS

Estudos genéticos de micro-organismos produtores de EPS sao importantes
ferramentas para a descoberta de novos genes ou grupos de genes envolvidos na
producédo de polimeros extracelulares (Mukherjee et al., 2006).

De acordo com a literatura, muitos grupos de genes vém sendo identificados e
caracterizados em bactérias gram-positivas e gram-negativas. Genes que estado
envolvidos na regulacado, na sintese de nucleotideos e de enzimas, polimerizacdo e
transporte de substancias sdo encontrados dentre os genes ligados com a producéo de
EPS (Wang et al., 2003).

Em ambientes naturais, os EPS podem fornecer protecao a célula bacteriana contra
a dessecacgado e ataque de bacteriéfagos. Um estudo realizado por Ford & Fitzgerald,
(2003) demonstrou que genes plasmidiais de Lactococcus lactis subsp. cremori HO2,
codificavam um tipo de EPS que interferia na adsor¢cao de bacteriéfagos a receptores da

superficie celular.

Wang et al. (2003) investigaram um conjunto de genes atuando na produgao de
EPS em Streptomyces sp. linhagem 139 A. Neste trabalho, os pesquisadores
identificaram e caracterizaram um grupo de genes com atividade anti-reumética in vivo,

consistindo de 22 ORFs localizadas em uma regidao cromossomal de 65 kb.

Stingelle et al. (1996) realizaram a caracterizagdo e identificagdo de genes
envolvidos na producdo de EPS em Streptococcus thermophilus linhagem Sfi6, uma
bactéria encontrada em alimentos. Através de analises de seqliiéncias, 0s pesquisadores
puderam constatar uma regido de 14,52 kb englobando 13 genes denominados de eps A
a eps M, responsaveis pela sintese de EPS e sua secrecéo.

Segundo Desai & Basat (1997), um conjunto de genes denominado rhlAB,
encontrado em Pseudomonas aeruginosa, esta envolvido com a sintese de
ramnolipideos, um EPS da classe dos glicolipideos. Estes genes sao responsaveis pela
sintese de uma proteina regulatéria, a Rh1R e da enzima raminosil-transferase, ambas
essenciais para a formacao do ramnolipideo. A etapa final da biossintese do ramnolipideo
é “catalisada” pelos genes rhlIAB codificando a raminosiltransferase. Oschner e
colaboradores (1995) relataram a producdo de ramnolipideo também em hospedeiros
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heterélogos, como algumas linhagens de Pseudomonas e Escherichia coli DH5-alfa.

Outro tipo de EPS, os lipopeptideos, também vem sendo estudado geneticamente.
Bacillus subtillis produz um lipopeptideo ciclico denominado surfactina, o qual tem sido
relatado como um dos biossurfactantes mais ativos ja descritos (Ron & Rosenberg, 2001).
Os estudos genéticos da produgcdo de biosurfactina sugerem que trés genes
cromossomais estdo envolvidos: sfp, srfA e comA. Ensaios realizados demonstraram
através de analises genéticas que sfrA € um grande operon responsavel por codificar um
tipo de surfactina multifuncional (Desai & Basat, 1997; Sullivan 1998).

Os biossurfactantes poliméricos de alto peso molecular sdo mais complexos do que
os de baixo peso molecular, como os lipopeptideos e os ramnolipideos. A sintese desses
heteropolissacarideos requer um grande nimero de genes e sua organizacao genética
torna-se mais complexa do que aquela dos outros tipos. O bioemulsificante desta
categoria mais bem estudado € um tipo produzido por Acinetobacter calcoaceticus BDA4.
Os genes responsaveis pela producao deste estdo organizados em um conjunto de genes
com tamanho em torno de 60 kb (Ron & Rosenberg, 2001).

Hewald e colaboradores (2005) identificaram dois genes, emt1 e cyp1, essenciais
para a producao de um glicolipideo produzido pelo fungo dimérfico Ustilago maydis. Este
fungo basidiomiceto produz um tipo de glicolipideo denominado manosileritritrol lipideo
(MEL).

Estudos genéticos que envolvem a produgdo de surfactantes ou emulsificantes
ainda ndo séo tao extensos, e dentre estes os biossurfactantes mais bem descritos s&o os
ramnolipideos e a surfactina. No entanto, esses estudos envolvendo genes produtores
sao relevantes nao apenas por possibilitar a descoberta de novas vias biossintéticas e
novos tipos, mas também porque podem permitir o aperfeicoamento na manipulagéo de
espécies ja descritas, e melhorar o desenvolvimento de linhagens mutantes

hiperprodutoras, principalmente para sua aplicagao (Calvo et al., 2009).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Realizar a prospeccao de genes envolvidos na sintese de biossurfactantes em
microbiota recuperada de reservatérios de petréleo utilizando uma abordagem
metagendmica.

3.2. Objetivos Especificos

A presente proposta tem como objetivos especificos:

v' Construcdo de bibliotecas metagendmicas utilizando DNA total recuperado de
consércios microbianos aerébios e anaerébios enriquecidos a partir de amostras

de petréleo biodegradado provenientes de reservatorios brasileiros;
Ensaios de triagem de genes envolvidos na sintese de biossurfactantes por PCR;

Ensaios de triagem funcional rapida para a deteccao da atividade biossurfactante
dos clones sobre compostos hidrofébicos e petréleo bruto;

v Caracterizagado da composicao dos EPS produzidos pelos clones.

4. ESTRUTURA

Esta dissertacao foi dividida em dois capitulos. O Capitulo 1 é constituido do artigo
publicado no periddico internacional Organic Geochemistry intitulado “Screening for
hydrocarbon biodegraders in a metagenomic clone library derived from Brazilian
petroleum reservoirs”. Neste artigo estdo descritos a realizagdo de enriquecimentos
microbianos aerobios e anaerodbios, a partir de amostras de petréleo provenientes do pogo
GMR 75 da Bacia Potiguar, as etapas de extragcdo de DNA de alto peso, a construgao das
bibliotecas metagen6micas e as analises da diversidade filogenética dos enriquecimentos.

O capitulo 2 trata dos testes de triagem das bibliotecas, por atividade biolégica e
por similaridade de seqUéncia, e dos ensaios de caracterizagdo dos biossurfactantes
produzidos, incluindo as analises colorimétricas, testes de tensiometria e ensaios

emulsificantes.
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CAPITULO 1
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Vasconcellos, S.P.; Angolini, C.F.F.; Garcia, I.N.S.; Dellagnezze, B.M.; Canedo, C.C.; Marsaioli,
A.J.; Neto, E.V.S.; Oliveira, V.M. (2010) Screening for hydrocarbon biodegraders in a metagenomic

clone library derived from Brazilian petroleum reservoirs. Organic Geochemistry, 41, 675-681.
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1. Introduction

In the last few decades, the use of molecular biology methods
has drastically changed cur perspective on microbial diversity in
nature, revealing that only a small fraction of microorganisms,
from 0.001% to 15% depending on the complexity of the environ-
ment under study, can be recovered using cultivation technigues
fAmann et al, 1995; Torsvik and vreas, 2002 ). In this context,
although diverse bacteria capable of degrading petroleum hydro-
carbons have been isclated and characterized, the vast majoricy
of hydrocarbon-degrading bacteria, including anaercbes, probably
remain undiscovered { Harayvama et al., 20047,

The major motivation of all researchers who study bicdegrada-
ricn is undoubtedly the search for versatile microcrganisms capa-
ble of efficiently degrading a wide variety of pollutants at low
operational cost. It has been demonstrated, however, that some
hydrocarbon-derived compeounds are unusually recalcitrant,
meaning thar they are not metabolized by microcrganisms or are
rransformed into metabelites that can accumulate in the environ-
ment or are as toxic as the parent compound { Esteve-MNunez et al,,
2001 } Furthermore, the degradation pathways of many pellutants
remain unknown or are poorly characterized due to re-isolation of

* forresponding author. Tel: +55 (19) 2139 3874; fax: =55 (19) 2139 2853,
E-mail addness; vimala@cpgba.unicamp.br (WAL de Oliveira)

0145-5380)% - see front marttar ® 2010 Elevier Led. All rights reservad.
dal: 101015/ orggeaochem 2010003.014

the same species when traditional cultivarion methods are used o

recover pollutant-degrading microorganisms,

The study and exploration of genomes of the “wncultured
majority” has become pessible through metagenomics, a culture=
independent molecular biology-based method that allows one to
explore the metaboelic potential of uncultivated species by cloning
large DMNA fragments isolated directly from the envircnment {Gal-
vao et al,, 2005; Suenaga et al., 2007).

Considering that the biocatalytic potential of only 1-2% of the
microcrganisme in the werld has been evaluated [Gomes and Stei-
ner, 2004), metagenomic studies may offer a valuable tool for the
exploration of untapped microbial diversity. Recent studies con=
ducted by screening metagenomic libraries from diverse environ=
mental samples have already shown the huge biccatalyric
potential of diverse prokaryotes (Ferrer et al,, 2005; Solbak et al,,
2005),

The use of metagenomics to gain access o the poorly
understood petroleum reservoir environment is innovative and may
eveal new enzymes (biocatalyses) of interest for bictechnological
processes such as bicremediation and microbial enhancement cil
recovery (MEOR);

(onsequently, the present study was aimed at the construcricn
and screening of a metagenomic fosmid library from petrocleum
microbial enrichments to identify efficient hydrocarbon bicde-
graders.
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2. Materials and methods
2 1. Sampling and geological sectings

Oil samples were obtained in July 2008 from one production
well at the onshore Potiguar Basin (Rio Grande do Norte, Brazil)
with logistic support from CEMPES/Petrobras. The sample,
CMR735, used as an inoculum for the microbial enrichments, was
classified as mederately biodegraded, with a biodegradation rank
of 4-5 according to the Peters and Moldowan {1993 ) scale
{Fig. 1% It was collected from a reserveir with an in situ tempera-
ture of 42,2 *Cand at a depth of 335.5=540,5 m. The loss of hydro-
carbons in narural reservoirs as a result of biodegradation is highly
variable in the Potiguar Basin: however, a recent study suggested
that the GMR oil has already lost more than %0% of its light hydro-
carbons {Behar et al,, 2006}, The Potiguar Basin is located ar the
Brazilian egquarorial margin, covering am area of about
119,295 km?, with 33,200 km* (27.8%) classified as onshore and
86,085 km? = offshore at a water depth up to 3000 m. The basin
produces an average of 77,000 barrels of petroleum per day and
constitutes the third largest Brazilian petroleum producer {Lopes
er al., 1990 and references thergin),

22 Microbial enrichments

Sample CMRT5 was first homogenized in a water bath atr 50*C
For anaercbic enrichments, the cultures were grown in Schott bot-
tles {1 1) containing 500 ml Widdel B mineral medium {(Widdel
etal, 2008 supplemented with ndhexadecaneor a non-bicdegraded
oil sample, named P1, az carbon source, P1 ocil was described
previously as a non-bisdegraded sample from the Campos Basin
{Rio de Janeiro, Brazil; Vasconcellos et al., 2009), Prior to inocula-
fien in Widdel B mineral mediem, P1 was auteclaved {30 min ar
121 *Cand 1 atm}and the n-hexadecane was sterilized by filtration
through a 0.22 pm membrane {Millipore). Milled and autoclaved
shale {10 g} was added to the culture medium {2530 ml in Schott
bottles) as a physical suppert for the improvement of microbial
growth, in an attempt te simulate the conditions in the petreleum
reserveirs. Trace elements (Widdel et al., 20068) were also added to
the medium and the whole systemn was purged by N, flow and
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autoclaved for 20 min at 1 atm. Subseguently, the N5 atmosphere
was exchanged for No/CO5 (70:30) and Ma, (0415 m, 10%) and vita-
min solution {5 ml) were added { Zincer et al., 1584} Finally, a cys-
teine=HCl solution {2 mM) was added (1%, vjv) as a final electron
acceptor. Hexadecane or non-bicdegraded oil (P1) was applied as
a substrace {5 mi ) for the recovery of microbicta in the bicdegraded
oil (GMR75) used as an inoculum {50 ml), The anaerobic enrich-
ments were developed in four replicates, incubared at 55 °C for
120 days and monitored for cell density with turbidimetric analy-
sis- (MacFarland scale) and for sulface reduction according: to
Ketmert et al, {2000 ), This standard turbidimetric method is bazed
on the precipitation of sulfate ions im the medium with BaCls,
affording BaS0..

Bushnell Haas {BH) mineral medium (Eriksson et al., 2000; Sette
et al., 2007 ) waz uzed for the aercbic enrichments, The pH of the
medium was adjusted to 7.0 and 200 ml aliguots were distributed
inte Schott bottles {1 1), Shale was added {10g) and the bottles
were autoclaved at 1 atm for 20 min. After sterilization, vitamin
solution {Zinder et al, 1984) and 1 ml of hexadecane (0.5 viv)
were added to the medium, followed by incculation with 10 ml
of CMR75 oil (5%wv/v) diluted in Tween BO (1:1:; Sette er al,
2007 The enrichments were developed in five replicates and incu-
bated on an orbital shaker {100 rpm} for 30 days, Microbial growth
was monitored for cell density via turbidimetric analysis {MacFar-
land scale),

23. DNA extraction

Community DMNA was obtained from the aerchic and anaerobic

microbial enrichments using the protocols described by Crofikopf
er al, (1928} and Meria-Conzdles et al, (2006) with modifications
reported by Silva et al, {2010},

24 Diversity analysis

The bacterial diversity of the aercbic and anaercbic enrich-
Ments was evaluared using 165 rRNA gene librariez, PCR amplifica-
tion of 165 rRNA genes was performed from total communicy DMNA
by using the bacterial primer set 27f and 1100r {Lane, 15991).
Reaction mixtures {50 pl) contained 50-100 ng of total ONA, 2 U
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Tag DMA polymerase {Invitrogen® ), 1X Tag buffer, 1.5 mM MeCls,
0.2 mM dNTP mix (GE Healthcare) and 0.4 uM each primer, The
PCR amplificarion was done using an initial depnaturation scep atc
85 *C for 2 min, followed by 30 cycles of 1 min at 84 *C, 1 min at
55°C and 3 min at 72 *C and a final extension step at 72 °C for
3 min using an Eppendorf thermal cycler. Two libraries were
constructed, one for each enrichment. Amplified ribossomal DNA
restriction amalysis (ARDRA) and phyvlogenetic affiliations were
performed as described by Secte et al, (2007 The 165 rDMA parrial
sequences determined were deposited at the GenBank database
under the accession numbers HAMO359724 o HMOS9 788,

2.5, Construction of metagenomic clone library

2.5.1. DNA preparation

DOMA samples representing aerobic and anaerobic enrichments
were pooled and submitted to electrophoresis (400 pl) in a low
melting point agarose-gel { 1% for size selection {35-45 kb). After
pulsed field gel electrophoresis (PFGE) (BEORAD CHEF DRA*®) at
200V (EVecm™') for 4 b ar 14 *C with an initial switch time of
55 and a final switch time of 155, a strip from each side of the
gel was cut off and stained to localize the DNAL A high molecular
weizht marker {Low Range PFG Marker, New England Biclabs®)
(0.5 pl), a fosmid DNA control (Epicentre™) {1 pl) and an aliquot
of the pooled DNA (4 pl) were used as references to select the re-
gion of interest, DMA-containing regions were cut from the resc
of the gel (unstained), transferred to microtubes containing 0.5%
TAE {tris-acetate-EDTA) and treated with gelase (1 Ufpl of DMNA)L

2.52. Library construction

The fosmid clone library was constructed using the Cloning=-
Ready Copy Control pCC2FOS kit | Epicentre™) according to the
manufacturer's recommendations, After the end-repair reaction
of the insert ends, ca, 40 pg of the DNA mixture {aercbic and anaer-
cbic) was ligated, packed and transfected into Escherichia coli
EPI300 cells, Clones were replicated in 96<-well microtiter plates
with LB medium containing 20% glvcerol and stored at —B0 =*C,
For validation of the metagenomic library, six clones were ran-
domly selected and grown under appropriate conditions, and fos-
mid DNA was extracted using a Fosmidhax DNA Purification kit
(Epicentre®) according to the manufacturer's instructions, The fos-
mids were digested with the enzyme Motl {Promega™) and their
restriction profiles were checked on a 1% agarose gel using pulsed
field gel electrophoresis { PFGE) {CHEF-DR 1, BIORAD®™ at 6 V cm™'
for & h, with a switch of 5=15.

2.6. Rapid screening for detection of microbial growth on hexadecane

The screening assays were developed according to methodology
described by Johnsen et al. {2002} with some modifications. Hexa-
decane was chosen as 3 model compound to evaluate the ability of
the fosmid clones to grow using it as sole carbon source, Clones
were pre-cultured in microplates (96 wells) containing 130 pl LB
broth added of chloramphenicel {12.5 pliml) and incubated at
37 *C on a rotary shaker {150 rpm) for 24 b, After growth, aliquots
{15 pljof the clone cultures were transferred to another microplate
filled with 150 pl BH medium containing chloramphenicol
(12.5 pg/ml) and hexadecane (1.5 pl), which was pre-sterilized
by filration through a 0.22 pM Millipore membrane, E coli EPI
300 and Micrococcus sp. (CBMAI 636; Vasconcellos et al, 2005)
were used as negarive and positive controls, respectively, After
48 h incubation at 37 *C on a rotary shaker (150 rpm}, 30 pl MTT
|34 5-dimethyl-2-thiazolyl)-2 5-diphenyl-2 H-terrazoliuvm bro-
mide | {Merck™) solution {1 mg/ml) was added to each well to eval-
uate microbial respiration ard consequent hexadecane
consumption. The microplates were incubated again at 37 *C for
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1 b, The generation of a purple color was considered to be a posi-
tive hit, while a yellow color was indicative of the absence of cel-
lular activity {Bicalho et al., 2003,

2.7. GC=MS analysis of hexadecane biodegradation

(lones with positive growth using hexadecane as sole carbon
source were evaluated for their bicdegradation ability using chro-
maccgraphic analysis. Clones were pre=cultured in pools: {nine
clones per pocl), and 1 mi aliguots were incculated in Erlenmever
flasks containing 500 mi of LB added of chloramphenicol {12.5 plf
ml}, followed by incubation on a rotary shaker (130 rpm) at
372C for 24 h, The cells were centrifuged {5000 rpm, 20 min,
4+ and the pellet was washed twice with distilled water. The
pools were suzpended in ultrapure water at 10% CFU m. Erlenmever
flasks {125 ml) containing 40 ml BH mineral medium with
chloramphenicol {12.5 pl/ml) were inoculated with 400 pl hexa-
decane, 40 pl vitamin selution (fnder et al, 1984} and 4 ml of
the cellular suspenzion {each pool of nine clones). The assays were
in with five replicates and monitored for 28 days using GC=MS.
Dioubly distilled hexane was used as extraction solvent for the
organic phase in the chromatographic analysis, Phenanthrene
solution {0.5 mg/ml) was applied as internal standard, GC=MS
conditions are described by Vasconcellos et al, (2008%. The clones
in pools showing significant hydrocarbon degradation were evalu-
ared individually using the same protocols as described above,

3. Results and discussion

3.1. Microbial enrichiments

Slices of shale were used in the microbial enrichments inan at-
tempt to simulate the physical conditions existing in petroleum
reservoirs and improve the growth of the microorzanisms in the
petroleumn samples. The technigue of microbial cell immoebilizaticn
is widely used to increase biomass in anaerobic reactors (Silva
et al, 2006, although the choice of an ideal support is a limiting
factor in the selection of micrebial populations. In this study, the
microbial enrichments were developed using hexadecane or a
non-bicdegraded petroleum sample {P1) as carbon source, with
the goal of recovering microorganisms that might be invelved in
hydrocarbon biodegradarion. Shale was not chosen randomly as a
support for microbial growth and increased DMA recovery, Previ-
ous enrichment assays using different matrices have shown that
the use of shale afforded the highest level of DMNA recovery (data
not shown), After 120 days menitoring, intense biomass genera-
tion was observed. with a cellular density higher =10% (FU/ml for
both substrates (hexadecane and P1). The same microbial enrich-
ments showed up to 69% sulfare reduction, suggesting the presence
of sulfate-reducing bacteria in both enrichments,

32 DNA extraction

Total DMNA extraction was successful for both aercbic and
anaerobic enrichments, affording high molecular weight DNA
fup to 40kb) at =50ngfpl for the aercbic enrichment and
= 100 ng/pl for the anaerobic enrichment (Fig. 2},

The use of hexadecane as a2 substrate in the anaerobic enrich-
ment was more efficient for the recovery of hydrocarbon-bicde-
grading bacteria than the enrichment using P1 ¢il and resulted in
a larger amount of DNA recovered | Fig. 2 1, In concrast, no difference
in DMNA yield was cbserved in the aerobic enrichment using hexa-
decane or P1 cil. DMA samples cbtained using both carbon sources
were pooled and used for diversity analysis. For the construction of
the metagencmic library, DNA samples from both the aerobic and
anaerobic enrichments were pooled and treaced as a single sample.
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Fig. 2. Total DNA extraction obtalned from petrolaum bacterial enrichments, Lanes
M1: Lambda phage gepemic DMA (&) 25ng M2 4 S50ng, M3 2 100ng Md: d
200 ng; (a) DNA from asrobic enrlchment: (b} DMA from anazmblc enrlchmant
using hexadecans as carbon source; and (o) DMA from anasrehic anrichmant using
P oil a5 carbon source.

33. Diversity anaiysis

The bacrerial diversity of the aerchic {AER ) and anaerchic {ANA)
enrichments was evaluated by analvsis of 165 rRMA gene clone li-
braries. A roral of 96 clones from the AER library and 21 from the
ANA library were screened by ARDRA to select different riborypes
for subseguent sequencing and phylogeretic analysis, Combined
data from ARDRA and sequencing revealed that the bacterial mem-
bers represented in the 165 rDMNA library froem the aercbic enrich-
ment were affiliated (7B%E) with the genera Petrobacter (Phylum
Protecbacteria, Class Betaprotecbacteria) and (22%) Micromonos-
pora/Verrucosispora {Phylum Actincbacteria) (Table 1, Fig. 31

The anaerobic microbiota represented in the 165 rONA library
from the bicdegraded petroleum sample were more diverse, and
the bacrerial members were related to the genera Flexistipes
1 24% ) {Phylum Deferribacteres), The rmodesulfovibro {20%) { Phylum
Nitrospirae), Petrotoga{15.4% ) (Phylum Thermotogae ), Anaercbacti-
fum (2.2%) (Phylum Synergistetes) and Raohnella {38.4%) (Phylum
Protecbacteria, Class Cammaprotecbacteria) (Table 1, Fig. 3}

Most of bacterial genera found in the aercbic and anaerochic
enrichments had been described in the literature as inhabitants

of petroleum-associated environments {Nazina et al, 2006; Miran-
da-Tello et al, 2007} A bacterium cf the genus Petrobacter, the
most abundant in the aerchic enrichment (Table 1; Fig. 3), was re-
cently isolated from a non-water floocded Australian terrestrial oil
reservoir and described as a novel nitrate-reducing bacterinm
and moderately thermophilic (5alinas et al., 2004} The reservoir
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characreristics described by Salinas and collaborators (2004) are
acrually very similar to those of the reservoir sampled in this study,
The genera Micromonospora and Verrucosispora, alse recovered
from the aerobic enrichment, beleng to the Order Actinomycetales
and are phylogenetically closely related (Fheims et al., 1998, Ara
and Kudo (2007 ) described Micromonospora spp. as being widely
distributed in marine envircnments, sediments, scils and extreme
sites such as Antarcrica. These bacteria were also described as
being capable of using hydrecarbons as sole carben source [Vidal
et al, 1299), corroberating the findings of the present work.
Fiexistipes and Petrotoga-related clones recovered in the anaero-
bic enrichments {Table 1; Fig. 3} have alsc been reported as com-
monly occurring groups in petroleum reservoirs, Flexistipes is a
metal-reducing microcrganism that reduces a variety of metals
in metabolic processes coupled to the oxidation of organic com-
pounds in petroleum accumulations (Yacob, 2000} The genus Pet-
moga, together with the genera Geotoga and Thermeoroga, belong to
the order Thermotogales and are described as thermophilic micro-
crEanisms occurring exclusively in petroleum reserveirs {Miranda-
Tello et al., 2007), Thermodesuifovibiio spp, were described by Naz-
ina and co-workers {2006) as an indigenous sulfate reducing group
in the microbiota of the Dagang Oilfield {China} In this sense, the
recovery of these bacteria in the anaerobic enrichment may sug-
gest that they are native members of the microbial community in
the Potiguar Basin reservoirs, The genus Anaerobact lum was first
izolated from a petroleum reservoir and characterized as being
comprised of Gram-negative, anaerobic, thermophilic, fermenta-
tive bacteria involved in organic acid degradation processes [Rees
et al., 1987}, The data are consistent with the recovery of Annero-
bacidum spp. in the anaerobic enrichment cultivated under ther-
mophilic conditions and inoculated with crude oil derived from
the Potiguar Basin reservoirs, which are known for their high or=
ganic acid content {Lopes et al,, 1909} Finally, community analysis
also showed the recovery of Raohnelia-related species in the anaer-
obic enrichment, Although not commonly described in petroleum
environments, these bacteria are reported as being involved in
hydrocarbon biedegradation in Antarctic soil contaminated with
polvnuclear aromatic hvdrocarbons (PAHs: Ma et al., 20061,

34 Construction and screening of meragencimic clone library
A fosmid metagenomic library was constructed using a mixture

of the total DMNA recovered from the aerobic and anaercbic enrich-
ments, affording 31000 clones representing the bacterial diversity

Table 1
Closest relatives of bacterial ibotypes from 185 rRMA libraries of aerobic (Aer) and anasrobic (Ana) endchmants.
Canus Lbrary ARDRA Mo of total Qosest relatva Source Similarity [ ¥)
‘¥ represantation) ribotype  dones
Petrobacer Asrt [TRE) la 56 Perrabacrer succinatimandens Australian ofl well L]
b 18 Permabacrer sp, NFCT-F2 Dagraded cellulose and lindans =4
Varmucosts pora] Aart (1) 11 a1 Varmucasispan githamensis Marine ervirenment frem China =11
Mictomanaspam Micromanaspam echingspang Microbial diversity of commercial 2
alrline cabin
Rahimalln Ana” (38 4%) 11 35 Rahnello gnomosp, 2 CCUG 21213 Fruits and vegetahlas =
Flaxisripes Ana” (24%) 1Va 20 Flexistpes sp. vpl18O Fetroleum reservodr a7
Vb 2 Uncultured Defemribactares Ferroleum reservair 98
ecterium clome DODMO1 TLOT
Themmadesulfavibria Ana® (20E) v 18 Thermmodasulfovibrs yeilowsrond ¥allowstoneg lake EE]
Perramaga Ana” {15.4%) Via & Permiraga halphilo Offshore ofl well In Conga 24
Wik B Pernaroga mexicana Dl predocing well in Mexico o3
Anagerghacuhm Ang” (12E) wil 1 Anaembaculum mrnoternenum Dil production watar 2]

® Asrobic 185 rRNA lbrary.
= Anasrobic 185 rRMA library.
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Clone1BP1 ANA (1)

1po| Flexistipas sp.vptB0 (AF220344)
Uncultured bacteriurn from production water (GL3STIE3)
ClonedAP1 ANA (2)

Flaistipas sinugarabio " (M55231)

Defarnbactsr thamaphilus BMAT (UT5602)

Deferntacter autoirophices SL50 (ELMOTTTT)
ClonaZAP1 ANA (1)

- 1 Clone1CP1 ANA (1)
Anagrebaculm hermotermum AWt (US0711)

Anasrobacuium mobile DSM131817 (AJ243188)

Thermedesitfowibrio thiogiius TD' (AB231857)
Clane2BP1 ANA (2)

Clone1DP1 A
ga| =one NA (2}

Thermodesuliowibno yaliowstonl YPa7" (AB231858)

Rahnalla ganomosp. 2 (GO148570)
Clone2GP1 AMA (2)

Rahmela aqualiis DEM4534 (AJ233426)

Hydragenophits ihermoluteolus IFO14578" |ABODGE2E)

100l [ Tepidiphitis margarifer Na-21" (AJS04663)
23| | Petrobactsr suscinatimandsns BORS ™ (4219713}

A Patrobactar sucoiibmandsns AY219714)
Clene 1A AER (23)
——— Clone 12E AER

gl Micromanaspas coxensts 2-30-b{28)" (AB241455)

a5 Clena 6G AER (5)

o Micramanospors ectinospars DSMA3817" (X92E08)
Clane 9€ AER (1)

Verrucosispara githamens' (Y 15523)

- Varueosispora gihomes (D04 18204
Varrucosispora sp.1GEET (DOFS4712)

" Clone 34 AER (4)
Pairolnga mexicana DEM 148117 (AY125064)

Petrotaga halophita MET-8' [A¥B00102)

Clone 2DHEX(1)

present in a biodegraded petroleum sample (GMR7Y5, Potiguar
Basin), Validarion of thiz clone library by the digestion of six ran-
domly selected clones using the restriction enzyme Mot [ revealed

Clone 3FHEX ANA (2)

679

» Deferribacteres

Synergistetes

= Mitrospirae

RN

¥ Protecbacteria

# Actinobacteria

= Thermotogae

-

Mathanohaloghiius porfugalansis DEM7AT1” (AY280717)

Hg. 3. Phylognetic analysis based an partlal 188 rRMNA ssquances from AER and ANA clonzs and relatad spacies. Bvolutonary distances ware basad on the Kimura 2p modal
and tree reconstructien an the neighbor-joining method. Bootstrap walues (1000 rplicate runs, shown as %)»> 70% are listed. GenBank accesslen pumbers are listed after
spacies names. Numbars in brackers after clone nams indicate additdonal sequences showing » 9FF similarigy with the clens epresented inthe trea. Merhanohalophiles
pamecglonsis was psed as outgroup.

different band profiles, confirming the presence of different
insertion evenrs and the porential for the fosmid library to be
representative of the bacterial diversity found in the enrichments.
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Table 2
Biodagradation lavels of hexadacane by clonss of CO8 poal.

Qone {pecl COB) Hexadecans bicdegradation level (%]
38 i}
104 B
1A a1
B4 oz
2B g8

Based on strategies in the literature, a rapid colorimetric
screening test was established for the detection of bacterial
growth in hexadecane as sole carbon source (johnzen er al,
2002; Bicalho et al, 2003}, In this sense, 5000 clones were ran-
domly chosen and screened using high throughput assays, Results
revealed 72 positive hits detected by way of the development of a
violer color resulting from the oxidation of MTT (Bicalho et al.,
2003). The potential of these clones to use hexadecane as a sole
carbon source was considered to be indicative of their degrada-
tion ability,

3.5 CC=M5 analysis for detection of hexadecane biodegradation

The biodegradation activity of the 72 clones considered to be
positive hits from the high throughput screening was evaluated
using GC=MS. These clones were first investigated in pools, and
hexadecane was again used as the model compound. It is present
in the aliphatic fraction of crude oil and is one of the major
components of diesel {Chénier et al., 2003). As an n-alkane, it has
been used as a model compound to study aliphatic hydrocarbon
biodegradation by many authors (Berthe-Corti and Ferzner, 2002;
Schoefs et al,, 2004 Widdel et al,, 2006},

Among the eight pools evaluated {nine clones per pool), only
one {COB) showed bicdegradation levels »50%. Three other pools
did not show any biodegradation ability and the remaining four

pools showed hexadecane biodegradation levels up to 28%. The
COB pool was selected for biodegradation aszays using GC=MS5,
and the clones were evaluared individoally, GC=MS showed that
five of the nine clones were able to degrade hexadecane by »70%
afrer 21 days monitoring (Table 2; Fig. 4). It is important to note
that the results refer to clones, which constitute a heterologous
expression system in E coli cells, In this senze, the extent of
bicdegradation observed can be considered excellent when com-
pared to data in the literature on the biodegradation abilities of
bacterial strains, Whyte et al, {1998 reported a fhodococcus strain
that showed a hexadecane biodegradarion level of 6.1% after
102 days - incubation. In another study, Ripley et al, {2000)
developed systems for the immobilization of Pseudomonos and
Acinetobaccer cells and observed hexadecane biodegradation levels
between 33% and 51%. An evaluation of the hexadecane
bicdegradation and emulsification abilities of a Pseudomonas
aeriigingsa strain under different experimental conditions revealed
a biodegradation level of 11% afrer 3 days monitoring (Moordman
et al, 2002} Furthermore, Vasconcellos et al {2009) recently
evaluated the bicdezradation of different classes of petroleum
biomarkers using aerobic strains isolated from the Campos Basin
reservoir and found biodegradation levels <70% when only hvdro-
carbons were added as a carbon source. All these data confirm the
significant results obtained in the present work using fosmid
clones bearing catabelic genes from a petroleumn reservoir, which
were shown to successfully express hexadecane biodegradaticn
ability in E coli host cells,

Investigation of the bicdegradation ability of the fAve clones
& being extended and other biomarkers (e.g. phenanthrene,
naphthalene, dedecane and tetradecane), complex mixtures of
hydrocarbons and crude petroleurn are being tesced as substrates,
Additionally, sub-cloning assays are being conducted to identify
which catzbolic pathways responsible for hydrocarbon degradarion
are present in the petroleum reserveoirs of the Potiguar Basin.

Abunclancs
a
Bu- ‘
EU- ‘G
e U o S S g SO S N N
40 /
20 \
Tirne-» S5m0 10.00 15100 2000 2500
Abundance b
] = |
En- OG
40
e W B o Wi W W i W W
204 \
il T T i T T T
Tng-» 5 i) 10,00 1500 20,00 2800

Fig. 4. GC-MS total lon chromatpgram showing hexadecans biodegradation by the clone 2B (a) Tima O (b} after 28 days of incubation [SE% bisdegradation lavall
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4, Conclusions

This is the first report of the construction of 2 metagenomic
clone library from a Brazilian petroleum reservoir sample, The
clones that showed excellent hexadecane bicdegradation abilicy
(>70%) are undergeing genomic and protecmic investigaricns to
unravel the bicdegradation routes that ccour in petroleum-associ=
ated enviromments, The results of the present work demonstrate
the potential of 3 metagenomic approach for prospecting the
microbial diversity in hostile environments such as petroleum res-
ervoirs in the search for biocatalysts for use in biotechnological and
industrial processes,
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Avaliacdo da produgcdo de biossurfactantes através de ensaios de triagem em
bibliotecas metagenémicas derivadas de reservatorios de petréleo

Bruna Martins Dellagnezze, Suzan Pantaroto de Vasconcellos & Valéria Maia de Oliveira

1. INTRODUCAO

Surfactantes sdo compostos caracterizados pela capacidade de alterar as
propriedades superficiais e interfaciais de um liquido. Emulsificantes, por sua vez,
compdem uma subclasse de surfactantes, os quais estabilizam dispersées de um liquido
em outro, como por exemplo, emulsées Oleo-agua (Ron & Rosenberg, 2001).
Biossurfactantes sédo surfactantes produzidos por microrganismos que aumentam a
biodisponibilidade de compostos apolares, como, por exemplo, de hidrocarbonetos,
promovendo a estabilizacdo de emulsbes agua-6leo existentes nos reservatorios de
petréleo (Desai & Banat, 1997). Os biossurfactantes podem acelerar a biorremediacéo de
solos e aguas contaminadas por petréleo, diminuindo a tensédo superficial éleo — agua,
aumentando a solubilidade e a mobilidade de compostos hidrofobicos, tais como os
hidrocarbonetos, viabilizando assim a sua biodegradagéo (Tango & Islam, 2002).

Técnicas baseadas em cultivo tém sido tradicionalmente as ferramentas primarias
usadas para o estudo da microbiologia de diferentes ambientes (Chandler et al., 1997).
Estas metodologias, apesar de serem extremamente importantes para o entendimento do
potencial fisiologico de microrganismos isolados, ndo fornecem necessariamente
informagé&o abrangente sobre a diversidade e abundancia de comunidades microbianas
(van Hamme et al., 2003). Embora as técnicas de cultivo tenham sido aprimoradas, sabe-
se que apenas uma pequena fracdo da diversidade microbiana na natureza, em torno de 1
a 10%, pode ser hoje cultivada em laboratério (Ward et al., 1990; Amann et al., 1995).
Ferramentas moleculares desenvolvidas nas ultimas décadas tém sido otimizadas e
adaptadas para superar as limitacées impostas pela abordagem classica de estudo de
populagdes microbianas, evitando o isolamento e cultivo dos micro-organismos. O uso
destas ferramentas associado a construgao de bibliotecas metagendmicas em vetores que
suportam fragmentos de DNA de alto peso possibilita 0 acesso ao potencial metabdlico da

comunidade microbiana total presente em uma dada amostra ambiental (Handelsman et
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al., 1998). No caso de comunidades microbianas biodegradadoras, as bibliotecas
metagenO6micas constituem-se em uma ferramenta que abre a perspectiva de descoberta
de novas vias catabdlicas a partir de membros da microbiota, principalmente de
microrganismos fastidiosos ou ainda nao-cultivados, ou mesmo daqueles que vivem em

consorcios e ndo podem ser recuperados isoladamente.

O presente trabalho teve como objetivo realizar a prospeccdo da atividade
biossurfactante em bibliotecas metagen6micas derivadas de microbiota recuperada de
reservatorios de petréleo, utilizando-se técnicas baseadas em similaridade de sequéncia

assim como ensaios de atividade biolégica.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Triagem para deteccdo de biossurfactantes nas bibliotecas

metagenémicas

v Triagem rapida de clones com atividade emulsificante

Para a realizagao dos ensaios de triagem de clones com atividade bioemulsificante
foi selecionada a metodologia descrita no trabalho de Bodour et al. (2003) e denominada
“teste de colapso da gota”. Este € um teste de carater qualitativo que possibilita a selegao
de clones positivos para analises confirmatorias subsequentes, como as analises
convencionais de tensiometria e a triagem através de similaridade de sequéncia de DNA.

Aliquotas de 7 pL de petréleo foram colocadas em microplacas esterilizadas (96
poc¢os), deixando- se por 24 horas a 23°C. Ao mesmo tempo as culturas de clones foram
repicadas em LB contendo cloranfenicol (12,5 ug/mL) e incubadas até 24 horas a 37°C.
Apos este periodo, as placas contendo as culturas dos clones foram centrifugadas a
3600 rpm, por 8 minutos e aliquotas de 5 pyL do sobrenadante formado foram
adicionadas ao petréleo com auxilio de micropipeta. Os resultados foram considerados
positivos para as amostras que se dispersaram quando entraram em contato com o
petréleo, ou seja, aquelas em que as gotas entraram em colapso. O resultado foi

considerado negativo para a atividade de biossurfactante quando a gota do
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sobrenadante permaneceu intacta na amostra.

v' Triagem de clones por similaridade de seqiéncia

A triagem de clones por similaridade de seqUéncia foi realizada através de reagdes
de amplificacdo por PCR utilizando pres de primers relacionados a biossintese de EPS
descritos na literatura (Mclnerney et al., 2007; Bodour et al., 2003) e relacionados na
tabela abaixo:

Tabela 1. Primers utilizados para a triagem de clones produtores de biossurfactantes por

PCR.

Primer Segqiiéncias (5’ — 3’) Referéncia
sfrA/licA (F) CAA AAKCGCAKCATACCACKTTGAG Mclnerney et al. (2007)
sfrA/licA (R) TCATARAGCGGCAYATATTGATGC Mclnerney et al. (2007)

rhiR(F)  CTGCGCTCCWCGGAAATGGTG Mclnerney et al. (2007)

rhiR (R) TCTGGATGWYCTTGWGGTGGAAGTTC Mclnerney et al. (2007)
kpd1(F) GCC CAC GAC CAG TTC GAC Bodour et al. (2003)

kpd2(R) ~ CAT CCC CCT CCC TAT GAC Bodour et al. (2003)

Os pares de primers rhiIR e kpd estao relacionados a sintese de ramnolipideos, um
tipo de biossurfactante descrito como sendo produzido por Pseudomonas aeruginosa, € 0
par de primers sfrA/lic esta relacionado a sintese de surfactina, descrito como sendo

produzido por bactérias do género Bacillus.

Deste modo, foram selecionadas culturas puras de bactérias como controles
positivos e negativos para a sintese de biossurfactantes a fim de padronizar as condi¢des
de amplificagdo. A selecao desses micro-organismos foi baseada na literatura de acordo
com Vasconcellos et al. (2009) e Bodour et al. (2003). Como controles positivos foram
utilizadas culturas de Bacillus sp. e Pseudomonas aeruginosa, e como controle negativo
foi utilizada uma linhagem de Dietzia sp. (Vasconcellos et al., 2006). As culturas foram
gentilmente cedidas pela Cole¢ao Brasileira de Micro-organismos de Ambiente e Industria
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(CBMAI), UNICAMP, e foram cultivadas em meio NA a 28°C em estufa BOD por 48 horas.
Uma combinagéo dos protocolos descritos por Pospiech & Newman (1995) e Pitcher et al.
(1989) foi empregada para a extragdo de DNA das culturas puras.

As reagoes de amplificagdo dos genes relacionados a sintese de biossurfactantes
primeiramente passaram por fase de padronizagéo. Testes foram realizados utilizando as
condi¢cdes descritas por Bodour et al. (2003) e Mclnerney et al. (2007) e as culturas puras
acima citadas. Para a deteccdo do gene da ramnosil transferase (rhIB), parte da via de
biossintese do ramnolipideo, foram realizadas reagdes de amplificagdo com os primers e
reagentes nas seguintes concentragdes: tampdo 1x (Invitrogen), MgCl, 50 mM
(Invitrogen), 0,5 uM de cada um dos primers kpd1 e kpd2, 02 mM de dNTPs, DMSO 5%,
2,5 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen) e 50 ng de DNA. O volume final da reagao
totalizou 50 microlitros. As condigées de amplificacdo consistiram dos seguintes ciclos de
temperatura: 94°C por 2 minutos, 30 ciclos de 94°C por 15 segundos, 54°C por 15 s e
72°C por 15 s, e uma extensao final de 72°C por 2 min.

Para a deteccdo dos genes srfA/licA e rhiR foram utilizadas as mesmas
concentracoes de primers e reagentes estabelecidas por Mclnerney e colaboradores
(2007), a saber: 2,5 puL de MgCl, a 25 mM, 1 uL de dNTP a 10 mM, 1 uL de cada primer a
5 uM, 0,5 pL de DMSO, 0,25 pL (1U/ yL) de Taqg Polimerase (Invitrogen) e 50 ng de DNA,
obtendo-se o volume final da reagédo de 50 microlitros. Para cada par de primer foram
realizadas reagdes de PCR com diferentes ciclos de temperatura. Para o par srfA/licA foi
programado um ciclo de desnaturagéo inicial a 95°C por 5 minutos, um touchdown de 10
ciclos a 94°C por 35 s, 55°C (decrescendo 0,5°C por ciclo) por 35 s , e 72°C por 45 s para
extensdo. Foram adicionados mais 23 ciclos a 95°C para desnaturacdo, 35 s a 50°C para
anelamento, 45 s a 72°C para extensdo, e um ciclo de extensdo final a 72°C por 6
minutos. Para o par de primer rhIR foi programado um ciclo de desnaturacgao inicial a 95°C
por 5 minutos, seguidos de 10 ciclos de 40 s a 95°C, 40 s a 57,3°C até 52,3°C em
touchdown para anelamento, 45 s a 72°C para extensdo. Foram adicionados mais 23
ciclos a 95°C para desnaturagdo, 40 s a 52,3°C para anelamento, 45 s a 72°C para
extensdo, seguidos de 7 minutos a 72°C para uma extensdo final. As reagdes foram

realizadas no termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf).

Apds a verificagdo das condigbes ideais para a amplificacdo dos controles
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positivos, as reagbes de PCR foram realizadas na forma de pools com 10 clones,

utilizando os clones que apresentaram resultados positivos no screening funcional.

2.2. Ensaios de tensiometria

Ensaios de tensiometria foram realizados com o intuito de confirmar a produgéao de
biossurfactantes pelos clones que exibiram resultados positivos no screening preliminar
realizado pelo teste “colapso da gota” e também de selecionar os clones que
apresentaram os melhores resultados. Quatro ensaios diferentes foram realizados. No
primeiro ensaio, as culturas de clones foram repicadas sob a forma de pools de 20 clones
em tubos Falcon com 25 mL de meio LB + cloranfenicol (12,5 ug/mL) e incubadas até 24
horas a 37°C sob agitacdo. Os pools que obtiveram menores valores de tensao superficial
foram selecionados para o segundo ensaio, utilizando meio mineral para cultivo dos
clones e hexadecano como fonte de carbono. Foram também utilizadas uma cultura de
célula hospedeira E.coli EP1-300 como controle negativo e uma cultura de Pseudomonas
aeruginosa (CBMAI 602) como controle positivo. As culturas de clones foram incubadas
sob agitacdo a 37°C em frasco Erlenmeyer com 40 mL de meio mineral + 400 uL de
hexadecano + 100 pL de solugdo de vitaminas. Foram avaliados quatro pools de 20
clones, selecionados no primeiro ensaio € mais cinco clones isolados pré-avaliados como
degradadores de hidrocarbonetos em outro estudo realizado em paralelo pelo nosso
grupo de pesquisa. A incubacgéo durou 28 dias, sendo que as avalia¢gdes foram realizadas
a cada sete dias.

No terceiro ensaio foi avaliado apenas o pool que apresentou o melhor resultado
(pool 25) dentre os quatro pools avaliados anteriormente. Entretanto, os vinte clones
desse pool foram avaliados isoladamente, sendo possivel a selegédo de nove clones. As
mesmas condicdes do segundo ensaio foram mantidas, ou seja, incubacdo em meio

mineral com hexadecano, a 37°C, sob agitacao.

No quarto e ultimo ensaio, foram mantidas as condigées do meio e fonte de carbono,
no entanto, o volume do meio mineral utilizado foi de 100 mL + 1 mL de hexadecano +
250 pL de solugéo de vitaminas e a incubacgao foi realizada por apenas 10 dias. Apés este

periodo, os nove clones foram submetidos a andlises colorimétricas.
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E importante salientar que antes da incubagao em meio mineral foi realizado um pré-
indculo dos pools e dos clones individuais em tubos Falcon contendo 20 mL de meio LB e
incubacao por 24 horas a 37°C sob agitacdo. Posteriormente, os pools e os clones
individuais foram transferidos para frascos “SCHOTT” com 500 mL de meio LB, crescendo
mais uma vez nas mesmas condicdes. Apds o crescimento, as culturas foram
centrifugadas a 6.000 rpm por 20 minutos e o pellet suspenso em agua MilliQ. Aliquotas
de 4 mL da suspensao de células dos clones foram inoculadas em 40 mL de meio mineral
adicionados de 20 uL de cloranfenicol (12,5 ug/mL) e 100 pyL de solugdo de vitaminas,

exceto para o ultimo ensaio, como ja foi descrito, em que as condicées foram modificadas.

Apb6s o término do periodo da incubacédo, as culturas foram centrifugadas por 10
minutos, 5000 rpm. O sobrenadante obtido foi dividido em duas partes, sendo uma parte
para a avaliagcdo no tensibmetro e outra para a extracao dos EPS. Os pellets celulares
foram mantidos a 4°C e posteriormente liofilizados, a fim de se avaliar a producéo de EPS

por massa celular.

2.3. Extracdo e caracterizacao quimica dos biossurfactantes através de

analises colorimétricas

Para a extracdo e caracterizagdo quimica dos biossurfactantes através de analises
colorimétricas, inicialmente foi adotado o protocolo de Vasconcellos (2006) realizado em
espectrofotémetro, utilizando cubetas. No entanto, este método foi modificado com base
nos protocolos de Klock et al. (2007) e da Thermo Scientific (Pierce BCA Protein Assay
Kit) e empregado para a caracterizagdo dos biossurfactantes dos nove clones
selecionados. Com este novo protocolo foram utilizadas aliquotas menores, possibilitando
"miniaturizar" as andlises, as quais foram realizadas em microplacas e avaliadas em

espectrofotébmetro (leitor de placas).

Para a extragdo foi realizada a precipitacdo do sobrenadante com etanol absoluto
gelado, e incubagédo da solugdo a -20° C por cerca de 16 h. Apds esse periodo, as
amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm, 4° C por 15 minutos. O etanol foi descartado
rapidamente, e o pellet esbranquicado formado foi suspenso em10 mL de agua Milli-Q.

Ap6s a extracdo foi realizada a didlise utilizando membranas (Spectrum) com
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capacidade para 12 -14 kDa, as quais foram imersas em agua Milli-Q por 48 h em
agitador, efetuando-se a troca da agua a cada trés horas. Ap6s a didlise, o volume do
sobrenadante foi dividido em duas partes, uma foi submetida ao processo de liofilizagdo
(a fim de medir a produgéo de EPS) e a outra foi utilizada para as andlises colorimétricas
para a verificacdo dos teores de proteinas, carboidratos, e acidos urénicos, seguindo
protocolo especifico para cada uma.

Para a determinacao de proteinas presentes nos EPS microbianos foi empregada a
metodologia descrita por Bradford (1976). Uma solucéo de “Brilliant Blue Coomassie” foi
preparada, a qual foi obtida a partir da dissolugéo do corante (0,1 g) em etanol 95% (50
mL) e acido fosférico 85% (100 mL), sendo o volume completado para 1000 mL com agua
ultra-purificada. Aliquotas de 18,2 uL de EPS dialisado foram colocadas em microplacas
de 96 pocos juntamente com 182 L da solucdo de “Brilliant Blue Coomassie”, seguindo-
se a homogeneizagcdo em vortex por 30 segundos e incubacdo a 37°C por uma hora.
Como controle negativo, adicionou-se uma aliquota de 18,2 puL da solugdo aquosa de
NaCl (0,15 M) em substituicdo ao EPS. Albumina de Soro Bovino (BSA, Aldrich 99% de
pureza) foi diluida em solucdo aquosa de NaCl (0,15 M), obtendo-se padrbes de
quantificagdo nas concentragées de 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250, 125, 25 e 0 (ug/mL)
para determinagdo do teor de proteinas das amostras através de uma curva padrao.
Tanto as amostras como os controles foram avaliados em ftriplicata. Os teores de
proteinas foram avaliados sob o comprimento de onda de 562 nm.

A metodologia empregada para a determinagdo de carboidratos foi baseada em
Dubois et al. (1956), utilizando fenol (solugdo aquosa 5%) e acido sulfurico concentrado
(95,5%) para promover a digestdo de carboidratos e liberagcdo de agucares, com
consequente formacao de cor (alaranjada). Foram adicionadas nas microplacas aliquotas
de 25 pyL dos EPS dialisados juntamente com 12,5 pyL de fenol. A mistura foi
homogeneizada em vortex por 30 s e foram adicionados 100 uL de acido sulfurico
concentrado (95,5%), seguido de mais 30 s de agitacdo. Como controle negativo, foi
utilizada uma mistura de 25 uL de agua ultra purificada 12,5 pL da solugéo de fenol e 100
ML de &cido sulfurico. As reacdes foram realizadas em triplicata e mantidas em repouso
em temperatura ambiente durante 10 a 20 minutos. O teor de agucares foi averiguado
através de andlises espectrofotométricas de absorbancia no comprimento de onda de 490
nm, comparando-se com uma curva de valores de absorbancia determinados a partir de
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solugdes de glicose nas mesmas concentragcées empregadas para andlise de proteina.

Os teores de acidos urdnicos foram determinados empregando-se a metodologia
proposta por Blumenkratz e Asboe-Hansen (1973), utilizando solu¢gdes de meta-hidroxi-
difenila (PA, Aldrich) em 0,5% de NaOH e de tetraborato de sédio (Bérax PA, Aldrich) em
acido sulfurico concentrado. O procedimento também foi realizado em microplacas de 96
pogos com aliquotas de 25 uL do EPS dialisado juntamente com 130 uL de solucao de
tetraborato de soédio. A placa permaneceu em estufa a 100°C, durante 45 minutos,
seguindo-se imediatamente a incubacdo em banho de gelo durante 5 minutos. Foram
adicionados 2 pL da solugao de meta-hidroxi-difenila, seguida de agitacao em vértex, para
verificacdo da densidade 6ptica através de analises espectrofotométricas de absorbancia
a 520 nm. Uma curva padrao foi construida utilizando-se acido galacturénico, nas
mesmas concentracdes descritas para BSA e glicose a fim de determinar a concentragcao
de acidos urbénicos nas amostras. Assim como nas outras analises, agua ultra purificada

foi utilizada em substituicdo as amostras de EPS, como controle negativo.

2.4. Teste emulsificante

Apos a liofilizagao dos EPS e a verificagdo da massa em gramas, procedeu-se a
solubilizacdo dos mesmos em agua Milli-Q na concentragdo de 0,5%. Os testes de
emulsificagdo foram realizados utilizando trés fontes diferentes de hidrocarbonetos:
petréleo, 6leo diesel e hexadecano. A metodologia aplicada a esses testes foi de acordo
com Martinez-Checa et al (2002), segundo a qual 1 mL de hidrocarboneto foi misturado 1
mL de solucdo de EPS e levado por um minuto em voértex para agitacao. Surfactantes
comerciais (Triton X-100 e Tween 80) foram empregados como controles nha mesma
concentracdo, assim como a célula EPI 300 (controle negativo) e Pseudomonas

aeruginosa CBMAI 602 (controle positivo).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Triagem para deteccao de biossurfactantes nas bibliotecas

metagendémicas

v Ensaios de triagem para deteccao de biossurfactantes

O teste utilizando a metodologia descrita por Bodour et al. (2003), denominado
“teste de colapso da gota”, foi realizado com 2.880 clones, resultando em 2.104 positivos
para a producdo de biossurfactantes. Todos os clones considerados positivos foram
selecionados para testes subsequentes de tensiometria para a confirmagéao do resultado.
A Figura 1 ilustra a formagao imediata ou ndo da bolha.

Figura 1. Teste “colapso da gota” utilizado para screening funcional de biossurfactantes.

v' Screening por similaridade de sequéncia

Como ja descrito, para os ensaios de similaridade de sequéncia por PCR foram
utilizados trés pares de primers. O par sfrA/lic (F) e sfrA/lic (R) esta relacionado a sintese
de surfactina e os outros dois, os pares de primers degenerados rhiR (F)/ rhiR (R) e
kpd1(F)/ kpd2 (R), estao relacionados a sintese de ramnolipideos.
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Os ensaios de PCR utilizando culturas puras para padronizagéo das condigdes de
reacdo foram bem sucedidos e mostraram sinal positivo de amplificagdo apenas para
Bacillus subtilis CBMAI 707 no caso dos primers sfrA/lic (F)/ sfrA/lic (R), e apenas para
Pseudomonas aeruginosa CBMAI 602 no caso dos pares de primers kpdi/kpd 2 e rhiR
(F)/ rhiR (R) (Figura 2).

Os ensaios por PCR com os pools de clones nao evidenciaram sinal positivo de
amplificacao para os pares de primers sfrA/lic (F)/ sfrA (R) e rhIR (F)/ rhiR (R), porém para
o par de primers kpd1(F)/ kpd2 (R), que flanqueia o gene rhiB (ramnosil-transferase), foi
verificado sinal positivo de amplificacao para quatro pools (Figura 3).

E interessante notar que o fragmento amplificado a partir dos pools de clones
apresentou tamanho maior, em torno de 300 pb, do que aquele obtido para a linhagem
usada como controle positivo P. aeruginosa CBMAI 602 (226 pb). Estes genes que
codificam a producdo deste tipo de biossurfactante sdo geralmente descritos em P.
aeruginosa (Das et al., 2008; Oschner et al, 1995; Ron & Rosenberg, 2001; Mulligan et al,
2005), e o tamanho de fragmento observado poderia ser devido a variacdo de tamanho
deste gene entre diferentes linhagens de Pseudomonas, ou talvez até mesmo de outras
espécies de bactérias ainda ndo encontradas na literatura como portadoras destes genes.

E importante lembrar que para a biossintese de ramnolipideos, s&o necessarias
algumas etapas de reagbes envolvendo alguns genes, onde o gene rhiB (ramnosil-
transferase) € parte de uma das vias de construgcao desta molécula. O rhIB possui arranjo
na forma de operon formando um cluster com o gene rhiR, responsavel por codificar
proteinas envolvidas na regulagdo transcricional através do mecanismo de quorum-sense.
Este mecanismo regula, em nivel da transcricdo, a producdo de varias moléculas
relacionadas a viruléncia dos micro-organismos, como os ramnolipideos (Chavéz et al.,
2005).
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M1 2 3 M 1 2 3

(A) (B) (C)

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose 1,2% para verificacdo dos produtos de amplificacdo na
fase de padronizacéo. (A) com os primers sfrA/lic (F)/ sfrA (R); (M) Ladder 1 Kb, (1) Pseudomonas
aeruginosa CBMAI 602; (2) Dietzia sp. CBMAI 705, (3) Bacillus subtillis CBMAI 707; (B) com os
primers Kpd1 e Kpd 2. (M) Ladder 1 Kb, (1) Pseudomonas aeruginosa CBMAI 602; (2) Bacillus
subtillis CBMAI 707; (3) Dietzia sp. CBMAI 705; (C) com os primers rhiR (F)/ rhIR (R), (M) Ladder 1
Kb, (1) Bacillus subtillis CBMAI 707; (2) Pseudomonas aeruginosa CBMAI 602 e (3) Dietzia sp.
CBMAI 705.

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose 1,2% para verificagdo dos produtos de amplificagao. (M)
Ladder 100 pb, (1); (2); (3) ;(4) bandas positivas utilizando os primers kpd; (5) Pseudomonas
aeruginosa CBMAI 602.

Para a confirmacéo e a verificacao de quais clones dos pools positivos teriam o
fragmento do gene de interesse, realizou-se uma segunda reagao de PCR utilizando os
mesmos primers kpd1 e kpd2 com os todos os clones considerados positivos, porém
desta vez individualmente, ou seja, uma reacdo de PCR com cada um dos 40 clones.
Surpreendentemente, ndo foram obtidos mais os fragmentos amplificados.

Frente a esta situagao, foi decidido realizar a clonagem e seqlienciamento destes
fragmentos para confirmar a identidade dos mesmos.
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A etapa de clonagem foi realizada com dois fragmentos (denominados 8b e 9a)
referentes aos pools, ja que apenas esses se mantiveram apés a purificacdo dos produtos
de PCR com os primers kpd1 e kpd2. Entretanto, apdés comparagdo das sequéncias
obtidas (~ 300 bp) com sequéncias de linhagens referéncia presentes nas bases de dados
Genbank (http://www.ncbi.nem.nih.gov), foi verificado que o fragmento correspondia a

uma regido de um gene da célula hospedeira E. coli, e ndo a sequencias parciais de
ramnolipidios conforme era esperado. Estes resultados confirmaram que nao foi

encontrado nenhum hit positivo nos ensaios de PCR para os primers utilizados.

3.2. Ensaios de tensiometria

Como descrito anteriormente, os ensaios de tensiometria foram realizados com o

intuito de confirmar a produgéo de biossurfactantes pelos clones.

Um surfactante considerado ideal e eficiente seria aquele com baixa concentracao
micelar critica e tensao superficial com valores menores que 30 mN/m (Ashby et al., 2008;
Desai & Banat, 1997). Nas andlises realizadas n&o obtivemos os valores da concentragéo
micelar critica (CMC), apenas os valores da tensao interfacial.

Quatro testes de tensiometria foram realizados: o primeiro em caldo em LB, o
segundo, o terceiro € o quarto em meio mineral utilizando hexadecano como fonte de
carbono. Os testes de tensiometria em caldo LB revelaram resultados entre 44 e 48
mN/m, os quais foram considerados insatisfatérios quando comparados com resultados
obtidos para micro-organismos isolados. Deste modo, para os ensaios utilizando-se meio
mineral e hexadecano como fonte de carbono, foram selecionados os pools de clones que
apresentaram valores entre 44 mN/m e 45 mN/m (quatro pools) e outros cinco clones que
apresentaram bom desempenho em testes para degradagéo de hidrocarbonetos realizado

em trabalho paralelo (P6s-doc FAPESP da Dra. Suzan Pantaroto de Vasconcellos).

No segundo ensaio, os clones, em consorcios ou individualmente, foram avaliados a
cada 7 dias durante 28 dias. No periodo de 7 dias, p6de ser observada a redugéo de
valores de um dos pools de 45 mN/m para 42 mN/m (denominado pool 25) e dentre os
clones individuais dois apresentaram valores entre 33 e 39 mN/m. Nas avaliagbes

posteriores, com 14 e 21 dias, os valores se mantiveram baixos, sugerindo que o
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hexadecano pode ter estimulado a producéo de biossurfactantes pelos clones.

Para o terceiro ensaio, foi selecionado o pool (com 20 clones) que apresentou o
melhor resultado (denominado pool 25) e os vinte clones que foram avaliados
isoladamente. A partir deste ensaio foram selecionados 9 clones que apresentaram
valores entre 29 mN/m a 35 mN/m (Tabela 2).

Tabela 2. Valores de tensiometria dos nove clones selecionados ao longo do terceiro ensaio,
utilizando hexadecano como fonte de carbono medidos a cada 7 dias durante 28 dias de avaliacao.

CLONE PERIODO

7d 14d 21d 28d

9H 30,9 42,4 37,9 36,6
10B 30,4 32,4 37,9 35,6
11B 29,9 444 36,8 35,9
11G 27,7 39,7 43,3 37,4
11H 31,4 38,0 33,8 36,9
12A 32,1 36,0 40,7 40,8
1B 32,8 40,8 444 35,9
1E 32,0 35,5 36,2 44,6
1F 32,1 38,5 40,2 444
P. aeruginosa 37,3 42,6 39,5 37,8

No quarto ensaio os nove clones foram incubados por apenas 10 dias e ndo mais
por 28 dias. Essa estratégia foi adotada com base na observacdo nos experimentos
anteriores de que a maior reducdo de tensdo interfacial ocorria no primeiro periodo (7
dias). Neste ensaio os valores de tensdo dos clones selecionados foram semelhantes aos

do terceiro ensaio, com médias entre 30 a 35 mN/m.

Como ja mencionado, os biossurfactantes sdo produzidos durante a fase
estacionaria de crescimento. O melhor periodo para a producao neste estudo foi durante

7 a 10 dias de acordo com os resultados observados nos experimentos anteriores.

O hexadecano é um hidrocarboneto pertencente a classe dos n-alcanos e
representa um substrato de dificil acesso, uma vez que sdo moléculas com baixa
solubilidade em &gua, apresentando pouca biodisponibilidade. A biodisponibilidade
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representa um fator limitante critico para a biodegradacao desses compostos, em parte
devido ao transporte limitado até o interior das células microbianas (Zhang & Miller, 1992).
No entanto a producao de biossurfactantes capacita as células para solubilizar e utilizar
esses substratos inacessiveis (Sutherland, 2001) através da formacao de vesiculas ou
micelas que se agregam a moléculas de hidrocarbonetos.

As condicbes ambientais também sugerem uma degradagdo melhor do
hidrocarboneto utilizado. Segundo Leahy e Colwel (1990) altas temperaturas aumentam a
taxa de degradacao dos hidrocarbonetos, principalmente entre 30 e 40°C, lembrando que
os ensaios foram conduzidos a 37°C.

Muitos estudos mencionam o emprego de hidrocarbonetos como substrato para a
producéo de biossurfactantes com micro-organismos isolados, e dentre os mais descritos
estdo bactérias dos géneros Pseudomonas e Bacillus, cujos biossurfactantes produzidos
sao eficientes na reducao da tensao superficial (Tuleva et al., 2001; Ashby et al., 2008). O
alcano hexadecano é um composto amplamente utilizado, como pode ser verificado na
literatura, representando um hidrocarboneto modelo em estudos que mencionam

biodegradagéo e biorremediacdo (Chayabutra & Ju, 2000; Herman et al, 1997).

Geralmente, o0s micro-organismos investigados quanto a produgdo de
biossurfactantes sdo isolados de ambientes contaminados com petréleo, como solo e
agua (Batista et al., 2006; Das & Mukherjee, 2007; llori et al., 2008), e também de
reservatorios de petréleo (Ghojavand et al., 2008; Dastgheib et al., 2008).

Trabalhos que mencionam a utilizagdo de bibliotecas metagenémicas para estudos
de diversidade em reservatérios de petréleo ja sdo descritos (Koreblun et al., 2010; Sette
et al., 2007; Oliveira et al. 2008), assim como trabalhos que mencionam o uso de
bibliotecas metagenémicas para investigar enzimas em processo de biocatalise, como
lipases e esterases (Kim et al., 2006; Lee et al., 2004). Porém, ndo ha registro sobre a
investigacdo da producao de biossurfactantes através de clones fosmidias de bibliotecas
metagendmicas, o que torna ainda mais relevante a realizagao deste trabalho no intuito

de encontrar novas moléculas.
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3.3. Caracterizacao quimica dos biossurfactantes

Como ja mencionado, a caracterizacdo quimica dos biossurfactantes foi baseada
em metodologia descrita por Vasconcellos (2006), Klock et al. (2007) e Thermo Scientific
(Pierce BCA Protein Assay Kit), seguindo protocolo especifico para cada tipo diferente de
molécula analisada. Para obtencdo dos teores de carboidratos, proteinas e acidos
urdnicos, foi calculada a média dos valores de absorbancia em ftriplicata. Esse valor foi
multiplicado pelo valor correspondente de absorbancia das concentracbes padrdes,
gerando os resultados mostrados na Tabela 3.

Carboidratos, acidos urbnicos, proteinas, acidos graxos e compostos acetilados
podem ser constituintes de EPS microbianos, e devido a ampla variagdo de micro-
organismos produtores, ocorre, consequentemente, uma variagdo de moléculas
produzidas. Como ja mencionado, os biossurfactantes sdo moléculas anfifilicas que
possuem uma porgcao hidrofébica e outra porcdo hidrofilica. A parte hidrofébica é
geralmente composta por longas cadeias de acidos graxos, e a parte hidrofilica pode ser
constituida por carboidratos, amino&cidos, fosfato, acidos carboxilicos, peptideos e
alcoois (Mulligan, 2009; Ron & Rosenberg, 2002).

Tabela 3. Teores de carboidratos, proteinas e acidos urdnicos determinados neste estudo.

Clones Carboidratos Proteinas Acidos Urénicos

E. coli EP1 300 18,15 25,51 25,00
P. aeruginosa

CBMAI 602 27,70 27,03 25,96

1B 20,22 26,36 28,32

1E 18,63 24,82 22,20

1F 24,84 27,04 29,02

9H 25,15 27,89 31,46

10B 25,15 25,51 28,67

11B 19,74 24,82 29,02

11G 21,17 32,65 26,57
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Clones Carboidratos Proteinas Acidos Urénicos
11H 24,52 27,55 30,06
12A 25,15 24,65 28,84

Pool 25 22,92 22,44 24,82

E importante ressaltar que a caracterizagdo realizada neste trabalho apenas indica

as concentracdes dos diferentes compostos presentes nos biossurfactantes produzidos

pelos clones. Os controles negativo e positivo também foram submetidos as analises

colorimétricas para fins de comparacdo. No entanto, em geral os valores néao

apresentaram diferencgas significativas entre si.

Estudos mais aprofundados sobre a estrutura e fungdo desses mesmos

biossurfactantes poderao ser realizados em trabalhos futuros.

Ao longo deste trabalho também foi investigada a producao de EPS total por gramas

de células (Tabela 4).

Tabela 4. Valores de produgédo em gramas de EPS por gramas de biomassa (células).

Clones Produciao de EPS (g/g)

E. coli EP1 300 0,962
P. aeruginosa CBMAI 602 0,132
1B 0,04

1E 0,88

1F 0,15

9H 0,55

10B 1,05

11B 0,112

111G 0,686

11H 0,519
12A 0,152
Pool 25 0,042
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Com base na comparacao dos resultados obtidos neste estudo com dados de
literaturas (Celik et al., 2008; Deziel et al., 1996), foi estabelecido o cutoff de = 0,5 como
critério para selecionar os melhores produtores, ou seja, clones que apresentaram

producao de EPS acima desse valor foram considerados bons produtores.

Pbéde-se observar, entretanto, que o valor de producdo de EPS do controle
negativo (célula EPI 300) foi maior que 0,5, indicando alta taxa de producédo de EPS. No
entanto, o mesmo controle ndo apresentou bons resultados nos testes de tensiometria e
emulsificacao, sugerindo que as células de E. coli EPI 300 podem ter produzido
metabdlitos secundarios durante seu crescimento, mas sem capacidade surfactante ou

emulsificante.

Por outro lado, a bactéria Pseudomonas aeruginosa CBMAI 602, controle positivo
para producao de biossurfactante, apresentou indice de 0,132, indicando baixa producao
de EPS. Nos ensaios de tensiometria, essa mesma linhagem foi capaz de reduzir as
tensdes interfaciais do meio mineral e hexadecano de 45 mN/m para 37 mN/m, um valor
que é considerado ndo muito eficiente para substancias surfactantes, em vista de alguns
clones que apresentaram valores de reducao até 29 mN/m. No teste emulsificante, o
controle positivo foi capaz de produzir pequenas bolhas na regido de interface, sem
emulsdo aparente em relagdo ao petréleo e hexadecano, mostrando-se mais efetivo na
emulsificagdo do dleo diesel. Deste modo, conclui-se que o controle positivo escolhido
nao foi bom produtor de biossurfactantes nas condigbes estabelecidas em nossos

experimentos.

No trabalho de Bodour e colaboradores (2003), estudo no qual nos baseamos para
selecionar a linhagem usada como controle positivo foi verificada a produgdo de
biossurfactantes por micro-organismos provenientes de solos contaminados. Esta
linhagem de Pseudomonas aeruginosa, estabelecida como controle positivo para
producdo de ramnolipideos, nao foi testada para produgcdo de biossurfactante, mas sim
como controle positivo em uma técnica de fingerprint denominada REP-PCR. No entanto,
no presente trabalho, utilizamos esta mesma linhagem também para os testes de triagem
baseados em similaridade de sequéncias, e foi confirmado que ela é portadora dos genes
rhiB, responsaveis pela sintese de ramnolipideos.

No caso dos controles, os resultados nao foram conclusivos, havendo a
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necessidade de repetir os experimentos futuramente para a produgao do artigo cientifico.
Para isto, um novo controle positivo sera utilizado, uma linhagem de Dietzia sp. isolada de
reservatorio de petrdleo da Bacia de Campos, cuja alta produgdo de emulsificante ja foi
previamente verificada pela Dra. Suzan Pantaroto de Vasconcellos.

3.4. Teste de emulsificacao

Os EPS dos nove clones, assim como dos controles positivo e negativo, foram
liofilizados e suspensos em agua Milli-Q para subseqlente avaliacdo quanto a sua
capacidade emulsificante. Como descrito anteriormente, petrdleo, 6leo diesel ou
hexadecano foram utilizados como fontes de hidrocarbonetos.

Esses trés compostos sao freqlentemente utilizados em trabalhos de
biorremediacdo e degradacgéo, ja que representam fontes de contaminag¢des de dificil
remogao do ambiente.

Em geral, os clones ndo foram eficientes na emulsificagdo dos hidrocarbonetos
em solugcdo quando comparados aos controles sintéticos, Tween 80 e Triton X-100
(0,5%), os quais produziram uma emulsao totalmente homogénea. Porém, alguns clones
apresentaram a formagédo de discretas emulsdes, com pequenas bolhas na regidao da
interface entre os hidrocarbonetos e os EPS dos clones avaliados. Para avaliar a
diferenca entre os clones, foi mensurada, com auxilio de uma régua, a formacao imediata
de emulsdo (ap6s o término da agitacdo em vortex) e apds 24 horas, a fim de verificar sua
estabilidade. A estabilidade das emulsées formadas também caracteriza um bom agente
emulsificante. Esse fato torna-se de extrema relevancia quando se trata de processos de
biorremediacdo (Calvo et al., 2009). E importante salientar que os resultados a seguir so
demonstrados apds 24 horas da formagao da emulséo.

Em relagdo ao tipo de hidrocarboneto utilizado, também ocorreu variagdo nos
resultados, como por exemplo, clones que emulsificaram 6leo diesel, ndo apresentaram a
mesma reagao frente ao hexadecano ou petréleo (clones 10B e 11B). Por outro lado, dos
nove clones testados, apenas o clone 12A demonstrou eficiéncia em emulsificar as trés

fontes de hidrocarbonetos.
Como ja explicado, o aspecto da emulsao formada pelos EPS provenientes dos
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clones foi muito diferente daquelas emulsées formadas pelos surfactantes sintéticos, ou
seja, foi possivel a visualizagdo apenas de pequenas bolhas na regido de interface e um
aumento na fase superior dos sistemas hidrocarboneto/ agua + EPS. Os controles
negativo e positivo também n&o apresentaram resultados significativos. A E. coli EPI 300
nao apresentou emulsificagéo e a linhagem de Pseudomonas aeruginosa CBMAI 602 nao

apresentou resultados melhores de emulsificacdo em comparagéo aos clones.

A variagao de resposta emulsificante frente a diferentes compostos € esperada,
ja que a estrutura e funcdo dos EPS estdo intimamente relacionadas com a composicao
de cada tipo de biossurfactante, e as diferencas entre eles também influenciam os
processos de degradacdo e emulsificacdo de hidrocarbonetos. De acordo com Zhang e
Miller (1995), a estrutura e composicao do biossurfactante podem afetar as taxas de
degradacéo de hidrocarbonetos. Neste trabalho, os pesquisadores citam um exemplo de
degradacao de alcanos utilizando diferentes tipos de soforolipideos. Foi observado que o
soforolipideo na forma lacténica ndo foi capaz de degradar o hidrocarboneto, ao passo
que o outro tipo, ligado a moléculas de acidos, foi eficiente na degradagéo de alcano.

Neste trabalho, optamos por realizar a extragdo dos EPS através de dialises com
membranas, e a partir dai utilizar o composto purificado para testar sua capacidade
emulsificante. No entanto, existem trabalhos que mencionam a utilizagdo do sobrenadante
contendo esses metabdlitos diretamente sobre os hidrocarbonetos, sem a etapa da dialise
e liofilizagao (Chen et al., 2007 ).

Em relagdo ao petréleo, ndo foi observada a formagédo de emulsbes, somente
uma pequena mudanga, mensurada em milimetros, na fase superior com os clones 10B e
12A (Figura 4). Como descrito na literatura, o petrdleo € um hidrocarboneto viscoso e
mais dificil de ser solubilizado, o que poderia explicar os resultados insatisfatérios de

emulsificagéo obtidos.
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Figura 4. Teste de emulsificagdo utilizando petr6leo. Painel A: Clone 10B e controles surfactantes
sintéticos Tween 80 e Triton x100 (da esquerda para a direita), apds 24 horas. Painel B: Controle
positivo P. aeruginosa CBMAI 602.

Quanto ao teste utilizando hexadecano, para alguns clones foi observada a
formacao de pequenas bolhas na interface entre os EPS e o hexadecano, principalmente
com o clone 12A e o pool 25. (Figura 5). Testes de emulsificagéo utilizando hexadecano
sdo amplamente descritos na literatura (Navon-Venezia et al., 1995; Cirigliano & Carman,
1984; Noordman et al., 2002 ).

Figura 5. Teste de emulsificagédo utilizando hexadecano. Painel A: Pool 25, Triton X-100 e E. coli
EPI 300 (da esquerda para a direita), apos 24 horas. Painel B: controle positivo P. aeruginosa
CBMAI 602.

No teste utilizando Oleo diesel como hidrocarboneto, os clones também
apresentaram a formagao de pequenas emulsdes e bolhas na interface, porém os clones
11B (Figura 6) e 12A apresentaram um pequeno aumento em milimetros no tamanho da
fase superior. O éleo diesel € também uma fonte de hidrocarboneto utilizada em estudos

64



de degradacao e biorremediacao (Gallego et al., 2001; Kosaric, 2001).

Figura 6. Teste de emulsificagdo utilizando 6leo diesel. Painel A: E. coli EPI 300, usada como
controle negativo, clone 11B, Triton X100 e Tween 80 (da esquerda para a direita), apds 24 horas.
Painel B: controle positivo P. aeruginosa CBMAI 602.

Como ja relatado, as moléculas de biossurfactantes e bioemulsificantes diferem—se
entre si. Os biossurfactantes que tém capacidade de emulsificar substancias podem nao
apresentar as mesmas caracteristicas daqueles que alteram caracteristicas em interfaces.
Bioemulsificantes, geralmente moléculas de maior peso molecular, podem ser produzidos
também durante o crescimento microbiano, no entanto nao afetam a tensédo superficial e
interfacial do meio. Esses bioemulsificantes poliméricos sao freqiientemente produzidos
juntamente com biossurfactantes e seus efeitos podem ser combinados para alterar
significativamente a solubilidade de compostos hidrofébicos em agua (Falatko & Novak,
1992). Neste trabalho, isso péde ser observado ocorrendo em alguns clones, como 10B e
11B, que apresentaram bons resultados nos ensaios de tensiometria, com valores de
reducdo entre 34 e 30 mN/m, e no teste emulsificante. No entanto, os clones 1F e 9H
reduziram a tensao interfacial, porém ndo demonstraram eficiéncia no teste emulsificante.

4. CONCLUSOES

A andlise dos resultados obtidos no presente estudo permite concluir que:
» Os enriquecimentos microbianos foram eficientes e possibilitaram recuperagéo de
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DNA viavel para construgao das bibliotecas;

> As analises de diversidade dos enriquecimentos demonstraram um maior namero
de género encontrados nos enriquecimentos anaerdbios com 5 filos, € um menor

numero nos aerdébios com 2 filos;

» A diversidade encontrada nos enriquecimentos pode nao compreender a
diversidade total presente na amostra ja que apenas 90 clones de cada

enriquecimento foram avaliados;

» Os primers utilizados ndo foram eficientes na detecgdo de genes por ndo haver

nenhum clone relacionado com os géneros Pseudomonas sp. e Bacillus sp.;

» O teste de triagem funcional “colapso da gota” foi eficiente na selegédo preliminar

de clones produtores de biossurfactantes;

» Os ensaios de tensiometria utilizando meio mineral e hexadecano possibilitaram a

selecao de clones que produziram surfactantes;

» Os clones selecionados apresentaram bons resultados na reducao de tensao
interfacial do meio contendo hidrocarboneto;

» Os biossurfactantes avaliados neste trabalho podem representar compostos ainda

nao descritos na literatura.
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5. CONCLUSOES GERAIS

O presente trabalho relata um estudo pioneiro em relagéo a prospeccao de genes
produtores de biossurfactantes provenientes de reservatérios de petréleo, utilizando uma

abordagem metagenémica.

Os resultados obtidos ao longo do desenvolvimento deste trabalho foram
satisfatorios em relagdo a proposta inicial do projeto. Os protocolos utilizados durante a
primeira etapa, que envolveram a realizagdo dos enriquecimentos microbianos aerébios e
anaerobios, a extragdo de DNA, assim como a construgédo das bibliotecas de médio peso,
foram desenvolvidos e otimizados. Foi possivel melhorar a recuperagdo de biomassa
microbiana a partir dos enriquecimentos com a utilizagdo de matrizes (folhelhos,
provenientes de reservatorios) como suporte fisico e a obtengcdo de DNA de qualidade,
passivel de ser clonado no vetor fosmideo, gerando uma biblioteca de DNA misto (aerdbio
juntamente com anaerdbio) com 31.000 clones. Clones fosmidiais provenientes das
bibliotecas de DNA misto foram submetidos a varios testes empregando diferentes
metodologias, onde foi possivel concluir que alguns deles puderam expressar atividade
surfactante ou emulsificante. No entanto, em relagdo aos ensaios por similaridade de
sequéncia, nao foram detectados hits positivos com os primers selecionados. Isto pode
ser explicado pelo fato de que apenas trés pares de primers foram utilizados nas reacoes
de PCR, os quais sdao homélogos a genes que sabidamente ocorrem em Bacillus e
Pseudomonas, ja que trabalhos que descrevem primers para a deteccdo de
biossurfactantes sao escassos. Quando trabalhamos com amostras ambientais contendo
comunidades microbianas complexas, como € o caso do presente trabalho, a diversidade
encontrada € muito alta e geralmente estdo presentes muitas espécies ainda nao
descritas. Consequentemente, os genes que elas carregam também sdo desconhecidos
na possibilidade de codificar novas moléculas de grande interesse biotecnolégico. No
Capitulo 1 € descrito a realizagdo da analise da diversidade dos enriquecimentos. Foram
encontrados em torno de sete géneros distintos de bactérias e levando em consideragao
que Bacillus e Pseudomonas nao estdo dentre eles, sugere-se que 0s polimeros
investigados neste trabalho sdo moléculas ainda ndo descritas. Ainda no Capitulo 1,
ensaios envolvendo degradagéao de hidrocarbonetos também estdo sendo realizados em
paralelo com os clones de DNA misto desta biblioteca, ampliando a prospecgéo por novas

moléculas, genes ou vias metabdlicas envolvidos em processos de biorremediacao e
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biodegradacéo.

Este trabalho apresenta grande relevancia cientifica e tecnoldgica, pois relata a
deteccdo da producdo de biossurfactantes provenientes de um ambiente considerado
extremo, através de uma abordagem inovadora que nos possibilita a investigagao de
micro-organismos ndo ainda nao cultivados, e com grande potencial de aplicagdo em

processos biotecnolégicos.
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ANEXOS
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Aprovacao do Comité Interno de Biosseguranca (CIBio) para manipulacao de
OGM (organismos geneticamente modificados)
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CPQBA —
ﬂ &. i . ; L3R

N\ Comissao Interna de Biosseguranga - CIBio

it cemsamnafoasys

Formulario de Proposta de Projeto

A ser preonchido pela ClBio Formulario ClBio-FPP- Rev, 00
‘ Analisado am _B_.frfl__fﬂ& Numaro do Projeto; ‘Tro jf‘% ‘
Por | Ceha L 'rUJE f_a Al “-)J e Joertd Data de entrada ]LL_.'_QM_J_C'_E
‘ Aaainam‘h.f "'_‘f_:l — ..\:1 s i.- - Siluaglo D{Apmvaﬂo 4 Reprovaco ‘
S i

Projeto de Pesquisa

Titulo Bioprospecgao de genes envolvidos na sintese de biossurfactanios a partir de microbiota
anaerdbia de reservatorios de petréleo
| Data de inicio do projete (més/ano); 03/2008 'Data prevista de conclusao (més/ana). 02/2010

Pesquisador Principal

‘Nome: Valéria Maia Merzel |
Endereco; DRM, CPQBA/UNICAMP. R Alexandre Cazelialo, 998 Vila Betel, Paulinia 5P

e- rnaﬂ vmala@cpgba. Lrnlc::amp br [ Telefone: (19) 3884-7500 Fax. (19) 3884-7811
Organismos
|ﬁéﬁ€ptur: Eschenchia coli EPI300- T1" | Parental’ bactérias presentes em amostras de agua

|
| de formacao e dleos de reservatorios de petroleo,

+ Grandes fragmentos de DNA genomice de bactérias isolados de cultivos enriguecidos para bactérias
anaerbbias, usando as amostras de agua de formagie e dleos como indculo, e clonados em £ coii.

[Tféim: fosmideo i

Classificagio do OGM
E’ipn | [D Tipo Il ]

Classificagdo do Nivel de Biosseguranca do Laboratério
Im NB-1 O NB-2 ‘ O NB-3 O NB-4 J
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CPQBA

v;mr' Comissao Interna de Biosseguranga - CIBio PR
T Formulario de Proposta de Projeto sl

Objetivo do Projeto

O objetivo da presente proposta & avaliar o potencial biossintético da microbiola anaerébia presente em
amostras de aguas de formagao de petrdleo e dleos sob diferentes estagios de biodegradagio, através
da construcao de uma biblioteca metagenémica de cultivo enriquecido em condigbes anaerdbias, com

subseqUente Iriagem visando a obtengao de clones, ou consdrcios destes, que apresentem capacidade
de produgho de biossuractanles. As alividades bicssurfactantes dos clones obtidas seraa caracterizadas
atraves das laxas de produglo de exopolimeros (EPS) e andlises colorimétricas dos mesmos. A
atividade bioemulsificante dos clones sobre o petraleo bruta sera aplicada como critério de triagem para
a selegdo de microrganismos a serem investigados quanto & alividade blodegradadora de petrdlea
atraves de andlises de CG e CG-EM

= |

O trabalho em contengio objetiva a liberagao posterior para o melo ambiente?
[u Sim i Nao

Laboratério onde as pesquisas com o OGM serio desenvolvidas

le Lab. Sistemalica Molecular e Genomica, Lab Microbiologia Ambiental e Industrial @ Sala dos
Equipamentos de Preservagao, na Divisao de Recursos Microbianos do CPQBA

* Sala de Esterilizagao, na Divisao de Microbiologia do CPQBA.

= Sala de equipamentos LINST do CPOBA.

Equipe (Nome e fungio)

» Dra Valéria Maia Merzel, onentadera do projeto de mestrado.

« Dra Suzan Pantaroto Vascencelos, co-orientadera do projete de mestrado.
= Bruna Martins Dellagnezze, aluna de mestrado que desenvolvera o projeto.
» Dr. Eugénio Vaz dos Santos Neto, responsave! pelo projeto na Petrobras

Equipamentos utilizados durante o trabalho com contengdo do OGMs

* Sequenciadeor automatico Mega Bace (GE Health Care)
* Microcentrifuga de placas Eppendorf

*  Microcentrifuga para tubos de 1.5 mL Eppendorf
« Freezer -B0°C, freazer -20°C
« Geladeiras

» Banho-maria

/4
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CPQBA

¥  Comissio Interna de Biosseguranca - CIBio ‘-%QC:)-'E—J’-EE
e Formulario de Proposta de Projeto RSB AR

Autoclave (Divisdo de Microbiclogia)
Shaker de bancada

Fluxos laminares

Incubadoras BODs

Micropipetadores automalicos (diferentes volumes)
Termociclador automatico (FCR)

Sistemas de eletroforese de DNA

S(slema de eletroforese de campo pulsado
Translluminador UV e fotodecumentador
Sistema de gases de anaercbiose
Cromaldgrafos

Procedimentos de limpeza, desinfec¢io, descontaminagio e descarte de materialfresiduos

Antes e apbs a manipulagao de OGMs, o fluxo laminar & descontaminado com alceol 70% e luz UV
por 16 min

Todos os matenais (meios, placas, tubos, ponterias) s3o descartados apds descontaminaglo am
autoclave (ciclo de descontaminagio padrio). Solugles contaminadas com DNA s3p descarladas
em frasco com soluglo de hipoclorito 0,5% e posteriormente os frascos com s0lugho de daescarte séo
autoclavados

Material utilizado na manipulagio de OGM's & segregado para descarte em um saco de |xo
identificado,

As bancadas s&o descontaminadas diariamente apés término dos experimentos com dlcool 70% e
hipaclorite 0.5%. Piso do laboratério & limpo com solugio de hipociorito 0,5%.

3
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él'é PCQ37

1;-"' Comissao Interna de Biosseguranga - ClBio

UMICAMP fEH t'r1'iﬂ!tl|.‘rﬂ IPLBH IBE PESOLISAT

Formulario de Proposta de Projeto b TR
Termo de Responsabilidade

Projeto: Estudos metagentmicos da comunidade microbiana anaerébia de 4dguas de formagao e dleos
da Bacia de Campos e invesligagiio do seu potencial biocatalitico.

Eu, Valéria Mala Merzel, Pesquisador(s) responsdvel pelo projeto, assequro & ClBio/CPQBA-UNICAMP

Lie

* L as Instrugbes Normativas da CTNBio, pertinentes para trabalhar com os OGMs acima referidos.
que se encontram no site hilp fwww ctnbio.gov brictnbio/default him e que concordo com as suas

exigéncias durante a vigéncia desle projeto

+ A equipe que parlicipa deste projeto lambém esta ciente das referidas Instrugdes Mormativas e é
competente para executa-las.

» Comprometo-me a solicitar nova aprovagéo a ClBio local sempre que ocorra alterago significativa
nos objetivos/procedimentos/instalagbes aqui descritos e a |he fornecer um relatdrio anual de
andamento do projeto

* Tudo que foi declarado & a absoluta expressao da verdade Estou ciente de que o eventual néo
cumprimento das Instrugdes Normativas da CTNBio ¢ de minha total responsabilidade e que estarei
sujeito as punigbes previslas na legislagdo em vigor

Data; 14/04/2008

| i
. ()

Assinalura do Pesquisador Principal Virdea 24
T\o
Coordenador da Divisao: Dra. Valéria Maia Merzel
1l
Assinatura; U pAg a2y e
T \\
s

Deliberagao ClBio: ¥ Aprovado O Reprovado

pate: B 1D 108
Assinatura do Presidente da CiBio: mlm

. T—— 1\

44
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