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Resumo - O presente trabalho consistiu em isolar e cultivar bactérias utilizando petréleo
como Unica fonte de carbono e avaliar a producdo microbiana de biossurfactante utilizando
glicose. Uma aliquota do sedimento coletado foi diluido serialmente e plaqueado em
meio para heterotréficos totais e em meio para degradadores de petrdleo. Apds
crescimento foi realizada contagem dos microrganismos, aqueles que cresceram em
meio para degradadores de petréleo foram isolados em placas de dgar nutriente e
submetidos ao teste de colapso da gota para avaliagdo quanto a capacidade de producdo
de biossurfactante. Outra aliquota do sedimento foi incubada com 2% de petréleo até a
degradacao visual do poluente e o procedimento anterior foi repetido. Obteve-se
diferenca na contagem dos microrganismos apds a incubagao com o petréleo e quanto
ao meio de cultura utilizado, demonstrando a ac@o seletiva do poluente sobre a
comunidade microbiana do manguezal estudado. Além disso, foram obtidas bactérias
indigenas do sedimento capazes de produzirem biossurfactante, indicando sua
aplicabilidade em processos de biorremediacao.
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Introducao
Manguezais sdo ecossistemas
costeiros muito sensiveis,

principalmente a distirbios humanos,
como acidentes de contaminagdo por
petréleo, que podem provocar a morte
do manguezal por atuarem como
tensores cronicos perpetuando seu

impacto por longo prazo
(VARJABEDIAN, 1995). Para
minimizar tais efeitos, foram

desenvolvidas técnicas bioldgicas para

remocdo deste poluente. Estas técnicas
s@o mais simples, eficientes e de menor
custo quando comparadas a métodos
fisicos e quimicos. Estudos sugerem que
comunidades microbianas indigenas
apresentam potencial considerdvel para
remediar sedimentos contaminados por
6leo (YU et al., 2005).

A sor¢do  dos  componentes
hidrofébicos do petréleo as particulas
de sedimento limita sua
biodisponibilidade, reduzindo a
eficiéncia da biorremediagcdo. Algumas
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bactérias, no entanto, possuem
capacidade de produzir biossurfactantes,
compostos com  caracteristicas de
detergéncia que facilitam a degradacdo
do poluente (KREPSKY et al., 2007).

O presente trabalho apresentou como
objetivo isolar e cultivar bactérias
utilizando petr6leo como tnica fonte de
carbono e avaliar a produ¢cdo microbiana
de biossurfactante utilizando glicose.

Metodologia

A drea de estudo do presente trabalho
foi uma 4rea de manguezal nas
proximidades da vila de pescadores de
Gargad situado no estudrio secundario
do rio Paraiba do Sul.

Foi realizada uma coleta do
sedimento superficial (0 a 5 cm) em 18
pontos  aleatérios formando uma
amostra composta. A seguir, o material
foi resfriado e levado em recipiente
isotérmico para o Laboratério de
Ciéncias  Ambientais (LCA) da
Universidade  Estadual do  Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF),
para processamento. Parte da amostra
foi congelada e enviada em triplicatas
em recipientes descartdveis de aluminio
para o laboratério da Pontifica
Universidade Cat6lica do Rio de Janeiro
(PUC-R)) para analises de
hidrocarbonetos a fim de determinar
origem, quantidade, e os tipos presentes
no sedimento.

Para obtencdo das bactérias com
potencial para degradacdo de petréleo e
producdo de biossurfactante foram
realizados dois tratamentos com o
sedimento, um antes da incubacdo com
petréleo (VA) e outro apds a incubagdo
(VD).

No primeiro tratamento, dez gramas
de sedimento foram incubados com 90

mL de tampao fosfato de potdssio sob
agitacdo a + 28°C por 28 dias. Nos dias
0, 7, 14, 21 e 28 foram feitas diluicdes
seriadas (10" a 10°*) em NaCl (0,85%) e
inoculacdo em placas com meio de
cultura para heterotréficos totais e em
placas com meio mineral contendo agar
bacteriolégico como agente
solidificante e 0,5% de petréleo como
unica fonte de carbono (LI et al., 2000
modificado). As coldnias foram
contadas apds 48h de incubacgdo a 28°C.

No segundo tratamento, outros dez
gramas de sedimento foram incubados
com 90 mL de meio mineral contendo
2% de petrdleo, mantidos sob agitacdo a
200 rpm a + 28°C até a degradacdo
visual do poluente, que ocorreu em
aproximadamente cinco meses. Assim,
repetiu-se o  procedimento  de
plaqueamento e contagem.

Apoés contagem, 0s microrganismos
que cresceram em meio seletivo para
degradadores de petréleo tanto antes
como apds a incubag¢do com o poluente
foram isoladas em placas com &gar
nutriente. A seguir, foram transferidos
para tubos de ensaio com TSB (Triple
Soy Broth) e incubados a + 28°C por
24h. A solucdo foi visualizada a fresco
em laminas coradas com Lugol com o
auxilio de microscépio ptico.

A fim de avaliar a capacidade das
bactérias  isoladas em  produzir
biossurfactante, 100uL da solugdo
bacteriana em TSB foram transferidos
para tubos de ensaio contendo meio
mineral acrescido de glicose a 1% como
unica fonte de carbono. Apds incubagao
a 28°C por 48h, os indculos foram
padronizados para densidade 2 com o
uso do cartdo de Wickerham (TOSTA,
2004).

A seguir, 500uL das solucdes
padronizadas foram inoculados em
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Erlenmeyers com 9,5mL de meio
mineral com 2% de glicose como unica
fonte de carbono. Apés 72h de
crescimento em estufa a 28°C, realizou-
se o teste de colapso da gota a fim de
verificar a producdo de biossurfactante.
Para tal, 100uL das suspensdes foram
inoculados em "pogos" de placas de
ELISA (Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay) preenchidos com 50uL
de 6leo mineral. Apés 1 minuto de
reacdo, o resultado foi determinado
visualmente em microscopio
estereoscopio; considerando-se positiva
a producdo de biossurfactante quando
houve colapso da gota de 6leo mineral.
O controle positivo foi preparado
utilizando-se SDS (dodecil sulfato de
s6dio) a 25% no lugar das amostras e o
controle negativo utilizando dgua milli-
Q esterelizada.

Estdo sendo realizadas andlises de
TRFLP (Terminal Restriction Fragment
Lenght Polimorphism), para se obter o
perfil da diversidade bacteriana presente
no sedimento antes e depois da
incubacgdo com o petroleo.

Resultados

De acordo com as andlises realizadas
pela PUC-RJ, no sedimento do
manguezal estudado ndo  foram
detectados HPAs (Hidrocarbonetos
Policiclicos Aromadticos) de origem
petrogénica e sim de fontes de
combustao ou de biomassa.

Houve diferenca nas contagens dos
microrganismos de acordo com o tipo
de meio de cultura utilizado.
Observando-se valores entre 10° a 10"
UFC. g de sedimento para a contagem
de heterotréficos totais na amostra antes
da incubacdo com petréleo (HT VA), e
10® a 10" UFC. g de sedimento para a

amostra apds a incubagdo com o
poluente (HT VD).
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Figura 1: Contagem de
microrganismos e meio para
heterotroficos totais antes e apos
incubacao com petroleo.

A contagem nas placas com meio
seletivo para degradadores de petréleo
variou entre 10° e 10° UFC. g’ de
sedimento para a amostra antes da
incubacdo com o poluente (P VA), e
entre 10’ e 10" UFC. g'1 de sedimento
apés a incubagdo da amostra com
petréleo (P VD).
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Figura 2: Contagem de
microrganismos em meio de cultura
seletivo para degradadores de
petroleo antes e ap6s incubacio com
petroleo.

Foi realizada uma ANOVA a fim de
verificar diferencas nas contagens das
colOnias, de acordo com o meio de
cultura utilizado, bem como a influéncia
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da incubacdo com o petréleo sobre o
nimero de microrganismos das placas.
Foi observada diferenca significativa
entre algumas contagens, com p=0,030
F(3,76)=3,12
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Figura 3: Box-plot demonstrando
contagens de microrganismos em
meio HT e em meio seletivo para
degradadores de petroleo.

Foi isolado um total de 112 coldnias,
das quais, aproximadamente 53% foram
capazes de produzir biossurfactantes.

Discussoes

Antes da incubacdo com o petréleo
o numero de heterotréficos totais era
maior que o nimero de degradadores,
no entanto essa diferenca deixa de ser
observada apds a incubagdo, pois a
comunidade de heterotréficos diminuiu.
Isto demonstra que o impacto do
petréleo sobre a comunidade
microbiana  indigena  pode  ter
selecionado apenas os microrganismos
degradadores.

Estudos indicam que tanto a
concentragdo, quanto o tempo de
exposi¢ao aos HPAs causam reducao da
diversidade de microrganismos,
sugerindo assim, que a comunidade do
sedimento foi afetada pela
contaminacdo e que a presenca do
poluente pode causar o aumento das
populacdes microbianas capazes de se

adaptarem as novas condi¢des e a
diminui¢do daquelas que sdo sensiveis
ao petrdleo (SANTOS, 2004; ZHOU et
al. 2009.)

Quanto a producido de
biossurfactantes pelos microrganismos,
esses dados comprovam os resultados
de TUGRUL & CANSUNAR (2005),
que utilizaram a mesma metodologia
para demonstrar a capacidade de
producdo de biossurfactantes por
bactérias. De acordo com BODOUR et
al. (2003), estudos sugerem que a
producdo destes metabdlitos aumentam
a disponibilidade dos HPAs,
constituindo uma importante ferramenta
no auxilio a degradacdo destes
compostos pela microbiota.

Conclusoes

Através deste estudo podemos inferir
que microrganismos indigenas do
sedimento do manguezal estudado
possuem capacidade para a produgdo de
biossurfactantes e utilizar compostos do
petréleo como fonte de carbono para
seu crescimento. Assim, esses
microrganismos indicam uma
alternativa promissora em processos de
biorremediacdo auxiliando na redugdo
da concentragdo e toxicidade dos vdrios
componentes do petréleo derramado.

Podemos concluir também, que
este poluente exerce atividade seletiva
sobre a comunidade microbiana do
sedimento testado, uma vez que a
comunidade de heterotréficos totais
diminuiu.
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