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RESUMO
O fenol (C¢He¢O) e o xileno (CsHio) sdo compostos toxicos presentes em diversos
poluentes industriais, que podem causar tanto intoxicacdes agudas, cronicas e cancer.
Compostos fendlicos estdo também presentes na matéria organica de galhos de arvores,
cascas, como a lignina. Na decomposi¢do dessa matéria organica, varios micro-
organismos estdo relacionados, entre eles os que degradam os compostos fenolicos.
Sendo assim, este trabalho visa a bioprospecg¢ao e o estudo de micro-organismos, a partir
de amostras de solos de uma floresta semidecidual da regido de Dourados-MS com
potencial de degradagdo de fenol. O solo foi previamente enriquecido em cultivo liquido
com fenol e para o isolamento usou-se o meio solido Bushnell e Haas (BH), fenol na
concentragdo de 650 pL.L™! como tinica fonte de carbono e como indicador de atividade
metabolica usou-se neste meio o composto DCPIP (2,6-dichlorophenol-indophenol). Os
isolados foram identificados pelo método morfotintorial de Gram e testes bioquimicos
como catalase e oxidase. Neste trabalho isolou-se 16 bactérias, sendo 5 cocos Gram-
positivos e catalase positiva e 11 bastonetes Gram-negativos oxidase positiva que foram
testados em meio BH liquido, com o indicador DCPIP ¢ uma fonte de carbono, fenol ou
xileno. Verificou-se a transformagao da cor (oxidacdo) do DCPIP de azul para incolor por
87,3% das bactérias em ambas as fontes de carbono. Com os mesmos isolados, testou-se
o corante alaranjado de metila. Diante dos resultados apresentados verificou-se que €
possivel observar o potencial para degradacdo do fenol e xileno, visto que a atividade
metabodlica dos micro-organismos transformou a coloracdo do DCPIP mesmo que este
ambiente ndo tenha sido previamente contaminado com poluentes (industriais), como
fenol ou xileno, mostrando assim que a capacidade de utilizacdo de compostos toxicos

por micro-organismos ocorre devido a semelhanca destes a compostos naturais.

Palavras chaves: Compostos fenolicos, biodegradagado, hidrocarbonetos, lignina.
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REVISAO DA LITERATURA

Ciclagem de nutrientes no ambiente

A ciclagem de nutrientes € um processo que ocorre naturalmente na natureza,
e ¢ de extrema importincia para o equilibrio ecologico e a sustentabilidade das
florestas naturais (MORAES et al., 1999). O estudo da ciclagem de nutrientes ¢
primordial para que seja possivel estudar e conhecer a estrutura e funcionamento dos
ecossistemas florestais (VITAL et al,. 2004).

As florestas, em sua maioria, estdo localizadas em solos com deficiéncia em
nutrientes, o que faz com haja a necessidade de ocorrerem os ciclos bioquimicos para
o equilibrio de nutrientes. Assim, os nutrientes sao transferidos do meio bidtico para o
abidtico, esse processo ¢ chamado de equilibrio dindmico (SELLE, 2007).

Com a preocupante devastacao das florestas esse ciclo ¢ interrompido, isso faz
com que haja a alteragdo da quantidade de matéria orgénica no solo (SANTOS, 1999).
Diminuindo assim a atividade da biomassa microbiana, principal responsavel pela
ciclagem de nutrientes e pelo ciclo de energia no solo, e que tem influéncia na mudanca
da matéria organica para estocar carbono e minerais, ou seja, na liberagdo e na
imobiliza¢do de nutrientes (SWITZER, 1972).

O ciclo bioquimico refere-se ao processo que acontece na natureza que garante a
ciclagem dos elementos bioldgicos e quimicos presentes no meio, dentre eles o
nitrogénio, oxigénio e carbono. Esses ciclos sdo fortemente dependentes do ambiente
microbiano em que se encontra, o qual ¢ influenciado pela temperatura do solo, a
umidade, e a vegetacdo (MOLLER et al., 2002).

A matéria organica presente nos solos ¢ obtida da decomposi¢do de residuos de
origem animal e, principalmente vegetal, sendo assim, ndo tem relagdo com o material
de origem do solo. Os residuos animais e vegetais sofrem a decomposicdo parcial pela
mesofauna, que ¢ composta da fauna de tamanho intermedidrio e, depois, pela
microbiota decompositora. Grande quantidade do carbono presente nos residuos ¢
liberada para a atmosfera como CO; e o restante fara parte da matéria organica como
um componente do solo. (SANTOS, 1999)

A matéria organica pode ser classificada em compostos humificados e compostos
ndo humificados. Os compostos ndo humificados sdo os carboidratos, aminoacidos,

proteinas, lipidios e lignina, estes compostos sdo produzidos ou adicionados quando
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os tecidos animais e vegetais sdo decompostos no solo. Estes compostos participam
diretamente na sintese de outras substancias, que sao chamadas de compostos
humificados, através do processo de humificagdo, sdo denominados acidos humicos,
falvicos e humina (TAN, 1994).

Dentre os compostos ndo humificados encontra-se a lignina, que ¢ de suma
importancia no transporte de agua, nutrientes e metabdlitos, sendo ela a responsavel
por dar a resisténcia mecanica aos vegetais, além de proteger os tecidos contra o ataque
de micro-organismos. (FENGEL; WEGENER, 1984).

A lignina ¢ uma substancia amorfa, de natureza aromatica e muito complexa. Ela
se decompode mais lentamente devido a complexidade de sua estrutura, representando
uma fragdo recalcitrante no solo (MOLLER et al.,, 2002). E uma macromolécula
formada pela polimerizagdo de trés alcodis precursores que dao origem as unidades
fenil-propandides e tem semelhanga com diversos compostos fenolicos, devido a
presen¢a de moléculas de fenol na sua estrutura (Figura 1) (MOLLER et al., 2002).

Devido as altas concentragdes da lignina, ela se encontra na lamela média onde
serve como um “cimento” entre as fibras da madeira, presente também nas camadas
da parede celular, principalmente na parede secundaria. Formando, juntamente com a
hemicelulose, uma matriz amorfa em que as fibras da celulose sdo envolvidas e

protegidas contra a biodegradacdo (FENGEL; WEGENER, 1984).

H
\ H/ _OH
Dog bl OCH;,
H_ %
O’F\H
H H_ 0
OCH; H
OCH,
H
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H\ C\

M ocH, i

Figura 1 — Representagdo da molécula de lignina. Fonte: CARVALHO, 2005.



13

Durante o processo de decomposicdo da lignina, ligagdes intramoleculares entre
componentes de fenilpropanoides sao clivadas e oxidadas, contribuindo com a liberagao
de derivados de compostos fenélicos no solo (MOLLER et al., 2002).

Viérias vias metabdlicas de degradacdo dos HAP’s ja foram identificadas e
estudadas nos micro-organismos, sendo a mais estudadas as que possuem o

metabolismo aerobico realizado pelas bactérias, pelos fungos lignoliticos e pelos fungos

ndo-ligniliticos (JACQUES et al, 2007).

1.2 Contaminacio ambiental por compostos aromaticos

A industrializacao trouxe um grande avango para a economia brasileira e mundial,
porém ela também ¢ responsavel pela contaminagdo ambiental. Que se agrava devido
ao acimulo de matérias primas e insumos, envolvendo sérios riscos de contaminagao
por transporte e disposi¢ao inadequada, e, além disso, a ainda existe grande ineficiéncia
dos processos de conversdo, o que necessariamente implica a geragdo de residuos. Os
problemas ambientais sdo cada dia mais graves, e frequentes, e podem ser vistos devido
as mudangas na qualidade da 4agua, do solo e do ar (KUNZ et al, 2002).

As atividades industriais, induastrias alimenticias, téxteis e de agroquimicas,
utilizam mais de 21% da dgua potavel que ¢ disponivel no mundo (SHIKLOMANOV,
2000), o que faz gerar uma quantidade de efluentes contaminados ainda maior (GUPTA;
SUHAS, 2009).

A poluicdo dos recursos hidricos faz com que haja a diminuicao do abastecimento
de 4gua potavel, afetando diretamente a biodiversidade, ¢ o desempenho dos
ecossistemas dos quais o homem depende. Da mesma forma, a contaminacdo com
produtos quimicos organicos € inorganicos € compostos industriais podem afetar
drasticamente a satide humana e interferir na utilidade da dgua para atividades agricolas
(RAMACHANDRA et al., 2009).

Os compostos fendlicos possuem na sua féormula um anel aromatico (benzeno)
contendo um, dois ou mais grupos hidroxila O fenol (CsHsO) (figura 2) ¢ um composto
toxico presente em diversos poluentes industriais, bactericidas, fungicidas, que pode
causar tanto intoxicagdes agudas, quanto cronicas incluindo cancer. (McMURRY,

2008).
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Figura 2 - Representagdo da molécula de fenol. Fonte SOLOMONS, 2009.

Os fendis afetam drasticamente a salubridade geral da dgua, isso impacta sobre os
organismos vivos, ndo sé pela sua toxicidade, mas também pela alteragdo dos nutrientes
e gases dissolvidos (oxigénio, didxido de carbono) (ATKINS; JONES, 2006).

O petroleo ainda ¢ o combustivel mais usado, sua composi¢ao ¢ uma mistura de
compostos bem complexos, dentre eles os hidrocarbonetos os representantes da fragao
majoritaria. Pela complexidade do petroleo, o tratamento de areas contaminadas tende
a ser dificil e com diversas problematicas. Nos solos que possuem a contamina¢ao por
petrdleo e os seus derivados, alguns tendem a se destacarem mais. Por isso exigem maior
preocupacao, e sao identificados e quantificados primeiramente no processo de
biorremediagdo, sendo eles: benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos (FIGURA 3)
(isdmeros: orto-, meta- e para-xileno) Conhecidos também como BTEX, sdo descritos
como hidrocarbonetos monoaromaticos, que tem em sua estrutura molecular a presenga

do anel benzénico. (COSTA et al, 2009).

CH, CH, CH,
CH,
CH,
CH,
O-xileno m-xileno p-ileno

Figura 3 - Representag@o da molécula de xileno. Fonte SOLOMONS, 2009.

Esses compostos aromaticos sdo extremamente toxicos a0 meio ambiente, mas
também aos seres humanos, apresentando toxicidade cronica mais significativa que os
hidrocarbonetos alifaticos (também presentes no petrdleo e derivados), mesmo em

concentragdes da ordem de ug L' (WATTS et al., 2000).
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A tintura de tecidos ¢ uma arte milenar, no inicio os corantes eram obtidos de
forma natural através da extragcdo de cira do barro, flores, plantas, mas hoje ja existe
uma disponibilidade comercial de corantes sintéticos. Devido esse aumento na demanda
de tecidos tingidos, milhdes de compostos quimicos coloridos t€m sido sintetizados nas
ultimas décadas, e cerca de 10.000 desses sdo fabricados em escala industrial
(ZOLLINGER et al, 1991; ABRAHANT et al, 1977).

Pode-se estimar que cerca de 20% de todos os corantes que sdo utilizados para o
tingimento dos tecidos sejam descartados em efluentes devido a sua incompleta fixagao
durante o processo, que resulta no descarte indevido de grandes concentragdes dos
corantes no ambiente (GUARANTINI; ZANONI, 2000; McMULLAN et al., 2001).

Diversos corantes, principalmente do grupo azo e seus subprodutos, podem ser
carcinogénicos e/ou mutagénicos (BROWN; DEVITO,1993). Além disso, com as
altas concentragdes de efluentes coloridos que sdo despejados em corpos d’agua sao
alterados os ciclos bioldgicos naturais, acarretando a reducdo da atividade fotossintética
(YESILADA et al., 2003).

Para solucionar a problematica ambiental relacionada aos compostos descritos
acima um dos processos vidveis € a biorremediacao, processo descrito por Vidali (2001)
como sendo qualquer utilizagdo de organismos vivos, dentre eles 0s micro-organismos
com a finalidade de degradar compostos poluentes, ou transformar em elementos menos

tox1cos.

1.3 Tratamentos de efluentes contaminados com compostos toxicos fenol, xileno
(BTEX) e os corantes

O desenvolvimento de tecnologia para tratamento de efluentes tem sido motivo de
grande interesse nas ultimas décadas, devido ao aumento da conscientizagdo e rigidez
das regras ambientais, além da preservacao e manuten¢do da flora e fauna (BRITO et
al., 2004).

Ha diversos métodos para o tratamento de ambientes ou efluentes contaminados
com corantes, porém alguns tendem a apresentar limita¢des, sendo as mais importantes
o custo elevado e baixa eficiéncia do tratamento dependendo da composicao do efluente.
Tem-se o tratamento por lodos ativados, como exemplo, que possui uma baixa
eficiéncia na remocao de corantes e acabam gerando muitos residuos (excesso de lodo)
que também devera ser tratado. J& o tratamento com carvao ativado tem o custo elevado

devido a necessidade de troca desse material apds a sua utilizacdo (KUNZ et al., 2002).
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Por isso, ha necessidade de busca de novas técnicas, € o aprimoramento dos
métodos que ja existentes para que melhorem a eficiéncia na remog¢do dos rejeitos
quimicos industriais antes que eles sejam liberados no meio ambiente (GAYLARDE, et
al., 2005).

Uma das areas mais promissoras para tratamento destes efluentes vem sendo
baseada nos métodos de biodegradacao (ZIMMERMANN et al, 1982). Biodegradagao
¢ a capacidade de micro-organismos tem de reduzir substancias complexa a compostos
mais simples e com menos prejuizos. Dentre eles carbono, dgua ou elementos
individuais pela a¢do de micro-organismos (NAM, et al., 2001).

Alguns estudos revelam micro-organismos que sdao capazes de descolorir
totalmente ou parcialmente diversos corantes e, em alguns casos, em questdo de horas
(BANAT et al., 1996). Essa capacidade de descoloragao ¢ devido a produgdo de enzimas
extracelulares presentes na degradacdo das moléculas com estruturas quimicas
complexas (KUMARAN; DHARANI, 2011).

O uso dos micro-organismos para a remog¢ao dos corantes € tido como um método
eficaz e de baixo custo, e pode ser usado como um pré-tratamento (BANAT et al., 1996).
Para que a técnica seja eficiente ¢ importante que aconteca uma reducdo na toxicidade
dos corantes e do efluente apos o processo de tratamento. Para isso é de extrema
importincia a realizacdo de alguns testes para avaliar a toxicidade antes do despejo dos
efluentes nos corpos hidricos, ja que a auséncia de cor ndo significa que houve a
diminui¢do da sua toxicidade (FATIMA; AHMAD, 2005)

Para que se possa avaliar a toxicidade desses compostos utilizam-se organismos
que sdo sensiveis como bioindicador. Isso consiste em analisar a resposta fisiologica dos
organismos expostos a diversas concentragdes do poluente durante um periodo
determinado (FATIMA; AHMAD, 2005). Abrahao e colaboradores (2002) relatam que
podemos observar efeitos diversos com estes testes, como o aumento da mortalidade,
alteracdes no crescimento, prejuizos na reprodugdo e comportamento alterado, desses

organismos bioindicadores dentre outros efeitos

1.4 Micro-organismos descritos como degradadores de fenol, xileno e azo-
corantes

Muitos micro-organismos ja foram descritos como capazes de biodegradar
substancias toxicas como fenol e corante sintéticos. Tschiech e Fuchs (1987)

conseguiram isolar de uma amostra da estacdo de tratamento de &4guas residuais
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municipais em Konstanz e de sedimentos de um corrego poluido perto de Konstanz,
Alemanha, Pseudomonas sp. K172 e S100 que sdo responsaveis por degradar de forma
anaerobia o fenol, utilizando nitrato como aceptor final de elétrons.

Boopathy (1995) conseguiu isolar micro-organismos que utilizam o fenol como
unica fonte de carbono e energia. Sendo que os trés isolados sdao membros do género
Azoarcus, que primeiramente ja foi descrito devido a capacidade de fixar nitrogénio.
Chen e colaboradores (2014) e Thakur e colaboradores (2012) conseguiram isolar
diversas espécies pertencentes ao género Pseudomonas e outros géneros relacionados
(Sphingomonas, Burkholderia, Ralstonia) que vem sido identificados como tendo ampla
capacidade de degradagao de compostos aromaticos. Eles alegaram que essas bactérias
sd0 muito versateis e sao conhecidas devido a sua atividade metabodlica, que permitem
que algumas delas se desenvolvam em condi¢des extremas de limitagdo de nutrientes.

Passos e colaboradores (2009) isolaram de um solo uma linhagem de Aspergillus
sp. LEBM2 que foi contaminado por hidrocarbonetos derivados de petroleo, na regido
da Cidade do Rio Grande, RS, Brasil, e foi avaliada a taxa de biodegradacao de fenol
em concentragdes crescentes. E pode se concluir que Aspergillus sp. LEBM2 possui
uma alta adaptabilidade ao fenol, podendo degrada-lo efetivamente até uma
concentragio de 989 + 15 mg.L!, podendo também ser empregado em processos de
bioaumentagao.

Souza e Rosado (2009), isolaram fungos como Phanerochaete chrysosporium,
Pleurotus ostreatus, Trametes versicolor, Pleurotus sajor-caju, Phellinus gilvus e
Picnoporus sanguineus de efluentes téxteis que se mostraram eficientes em processos
de biodegradacao e descoloragdo, contudo ainda ¢ preciso estudos complementares para
entender as reacdes das enzimas ligninoliticas que sdo as responsaveis por este processo
em fungos.

De acordo com os estudos de Suzuki e colaboradores (2001), foi descoberto
que os Staphylococcus aureus conseguem crescer e reduzir a quantidade de azo-corantes
por produzirem azoreductase.

Otenio e colaboradores (2005), estudaram a atividade de degradacao da espécie
Pseudomonas putida CCMI 852, em alguns componentes da gasolina, o benzeno,
tolueno e xileno (BTEX), e a espécie mostrou eficiéncia na degradagdo de tolueno e
xileno exceto do benzeno. O resultado pode estar relacionado a adaptabilidade do

género Pseudomonas a diversos substratos (SILVA et al., 2007).
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Silva e colaboradores (2007), também conseguiram demonstrar que Aspergillus
flavus, Cladosporium sp., Penicilium sp. ¢ Phoma sp. podem ser muito resistentes em
condigoes adversas, e tem capacidade de degradar compostos fendlicos a partir de aguas
residuarias de postos de gasolina.

Estudos de degradagdo do fenol e de outros compostos xenobidticos concentram
se na utilizagdo da bactérias Pseudomonas aeruginosa (Nair et al., 2008) entretanto,
varios outros micro-organismos sao frequentemente relatados como degradadores de
fenol. Entre eles podemos destacar as bactérias Acinetobacter sp., Alcaligenes faecalis,
Alcaligenes xylosoxidans, Arthobacter sp., Cyanobacterium synechococcus, Klebsiella
oxytoca, Streptomyces sp., Burkholderia cepacia e Bacillus sp.. Em ambientes
halofilicos observa-se o isolamento de Halomonas organivorans, Arhodomonas
aquaeolei e Modicisalibacter tunisiensis (Bonfa et al., 2013).

Kang e colaboradores (2005), foram responsaveis por isolar bactérias capazes de
degradar hidrocarbonetos aromaticos do solo rizosférico de cana na Baia de Sunchon,
com meio de cultivo de enriquecimento usando o benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno

(BTEX) como tnica fonte de carbono.
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2  OBJETIVOS

2.1 Gerais
e Bioprospectar micro-organismos com potencial de crescimento em fenol como
unica fonte de carbono e testar crescimento como unica fonte de carbono e energia

em substratos aromaticos como fenol, xileno e corantes.

2.2 Especificos
e Bioprospectar bactérias provenientes de solo de floresta semidecidual da regido
de Dourados-MS em meio contendo fenol como tnica fonte de carbono;
e Avaliar os isolados quanto ao crescimento em fenol e xileno utilizando como
indicador de metabolismo o composto DCPIP;
e Avaliar o potencial de descoloracdo pelas bactérias isoladas do corante alaranjado

de metila.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta de amostra

Coletaram-se trés amostras de solo proveniente de floresta semidecidual que se
caracteriza por variagdo sazonal marcada pelas esta¢des secas e chuvosas, com notdria
queda das folhas no periodo dos meses secos (MOREIRA, 2013) de uma profundidade
de 0-10 cm, situada no municipio de Dourados (MS) nos seguintes pontos: Ponto n.° 1
- 22°17'06.4"S 54°48'37.5"W; Ponto n.° 2 - 22°17'05.7"S 54°48'39.9"W; Ponto n.° 3 -
22°17'04.9"S 54°48'42.8"W. Realizaram-se as coletas com materiais estéreis e em sacos
de polipropileno estéril, em janeiro de 2016, homogeneizou-se as amostras e analisou o
solo no Laboratorio de Solos da Faculdade de Agronomia da Universidade Federal da
Grande Dourados (UFGD). Teve-se como resultados das analises, o pH da H>O, 6,74;
o pH do CaCly, 6.19¢ o pH SMP, 6,23, além de apresentar P, K, Ca, Mg, H+AL, SBe T
nas concentragdes 3,46 mg/dm?>, 0,27 cmol/dm?, 4,04 cmolc/dm?, 1,93 cmolc/dm?, 2,30

cmolc/dm?, 6,23 cmolc/dm? e 8,52 cmolc/dm? , respectivamente.

3.2 Bioprospeccao das bactérias

Para a bioprospeccao das bactérias utilizou-se o meio Bunshnell Hass — BH,
composto de 1g de KH2POy4, 1g de KoHPO4, 1g de NH4NO3, 0,2g de MgS0O4.7H20,
0,05g de FeCls, 0,02g de CaCl,.2H>0, para 1L de H O (ATLAS, 1995, com adaptacdes).

Para o preparo de 0,250 L do meio BH (Bushnell Haas), colocou-se em um frasco
cerca de 0,150 L de H>O deionizada e adicionou-se 0,05 g.L"! de MgSO4; em um béquer
pequeno adicionou-se 0,010 L de H.O e 0,02 gL' de CaCl,, dessa solugdo
homogeneizada aliquotou-se 0,001 L ao frasco que continha MgSQO4, e adicionou-se ao
meio também 0,25 g.L' de KH2POs, 0,25 g L' de K;HPO4, uma pequena aliquota de
FeCls; e homogeneizou-se bem em cada adi¢gdo. Em outro béquer, colocou-se 0,040 L
de H>0 deionizada e adicionou-se 0,25 g.L-' de NHsNOs e homogeneizou. Calibrou-se
as duas solucodes, corrigindo o pH para 6,8 com NaOH (1M), na segunda solugdo
completou-se o volume para 0,050 mL utilizando H>O deionizada, e na primeira solu¢do
acrescentou-se 5 g de dgar e completou-se o volume para 0,200 L com H>O deionizada.
As duas solugdes foram autoclavadas por 20 min a 121 °C e em seguida foram
misturadas em ambiente estéril na cabine de seguranca bioldgica.

Para o preparo da solugdo de DCPIP dissolveu-se 0,100 g de DCPIP em 100 mL

de caldo BH estéril, homogeneizou-se e filtrou-se em filtro 0,22 micrometros em
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ambiente estéril e armazenou-se em frasco ambar estéril e protegida de luz em geladeira.
ApOs o preparo, aliquotou-se 1,25 mL de DCPIP e 65 pL de fenol (a cada 100 mL de
meio), portanto uma concentra¢do final de fenol de 650 uL.L™! (0,65%) concentrado no

frasco contendo o meio BH, realizou-se esse procedimento em ambiente estéril.

3.3 Enriquecimento do solo com fenol

Para bioprospecgao das bactérias o solo de floresta semidecidual foi previamente
enriquecido com fenol. Para o enriquecimento adicionou-se 10 g do solo em Erlenmeyer
estéril, contendo 90 mL do meio BH liquido e em outro Erlenmeyer solucao salina a
0,9%. Adicionou-se 65 pl de fenol aos dois frascos e incubou-se Erlenmeyer em agitador
orbital tipo shaker a 30 °C, 135 RPM por trés dias.

Apbs a incubagdo dos frascos de enriquecimento, realizou-se a dilui¢do seriada
em duplicata até 10 e plaqueou-se 100 pl das duas ultimas diluigdes (10* ¢ 107) em
meio BH so6lido contendo fenol e DCPIP, por espalhamento em superficie. Incubou-se
as placas em BOD a 30 °C até o aparecimento de colonias isoladas, cerca de 72h.

Apbs o aparecimento de colonias, as que apresentaram morfologia e coloragao
diferentes foram selecionadas e repicadas em novas placas contendo o mesmo meio por

esgotamento para obten¢do de coldnias puras.

3.4 Identificacio morfotintorial e bioquimica dos isolados

Repicou-se as coldnias isoladas em meio TSA (triptona soja agar), e incubou-se
os isolados a 30 °C para identificacdo morfotintorial pelo método de Gram.

Para a coloragdo de Gram, usou-se o kit New Prov, (seguindo as instru¢des do
fabricante), contendo cristal violeta, lugol, solu¢ao descorante e fucsina. Preparou-se 16
laminas fixando o esfregago bacteriano, € uma por uma cobriu-se com cristal violeta e
deixou-se por aproximadamente 1 minuto, escorreu-se o corante e lavou-se em um filete
de 4gua corrente; cobriu-se a lamina com lugol e deixou-se agir por aproximadamente
1 minuto; escorreu-se o lugol e lavou-se em um filete de agua corrente; adicionou-se
solucdo descorante sobre a lamina até que ndo se desprendesse mais corante; lavou-se
em um filete de agua corrente; cobriu-se a lamina com fucsina e deixou-se agir por
aproximadamente 30 segundos; lavou-se em um filete de 4gua corrente e deixou-se

secar ao ar livre.
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Para a visualizagdo ao microscopio adicionou-se uma gota de 6leo de imersao
sobre o esfregaco das 16 laminas e observou-se no microscopico com objetiva de
imersdo (100 X, ou seja, com aumento de 1000 x).

Com as bactérias Gram-positivas realizaram-se posteriormente testes de catalase,
que se coloca uma gota de peroxido de hidrogénio 3% sobre uma lamina, € com o
auxilio de uma alga bacteriologica de platina, adicionam-se as colonias em estudo na
gota de peroxido de hidrogénio. Se houver desprendimento imediato de bolhas, a
producao de efervescéncia indica a conversdo do H>O; em 4gua e oxigénio gasoso,
confirma a hipdtese de ser positiva, caso haja a auséncia de bolhas ou efervescéncia,
¢ negativo.

Quando as bactérias foram identificadas como Gram-negativas, foi realizado teste
de oxidase. Préximo a chama, com auxilio de uma pinga em ago inoxidavel retirou-se
uma tira de teste de oxidase (Laborclean) uma ou duas colonias da bactéria em analise
foram friccionadas sobre a superficie da tira indicada; e observou-se o resultado em até
2 minutos: o desenvolvimento de uma coloragdo violeta caracteriza a prova da oxidase

positiva e quando ndo ha mudanca de coloragdo da tira o teste ¢ considerado negativo.

3.5 Preservacao dos isolados em tubos inclinados

Para a preservagao dos isolados, o procedimento de preservagao em tubo inclinado
fez-se em triplicata. Cada tubo continha cerca de 15 ml do meio s6lido BH com fenol,
que foram vertidos nos tubos de ensaio numa posi¢do a 45° até solidificagdo. Foram
estriadas nas superficies do meio inclinado as colonias das bactérias isoladas, incubadas
até o crescimento em estufa a 30 °C e armazenadas em ambiente refrigerado a 10 °C,

por cerca de 30 dias quando repicou-se novamente os isolados.

3.6 Padronizacio de Pré-indculo das bactérias

Realizou-se o repique em placas de Petri das bactérias em triplicata, contendo o
meio BH com fenol, manteve-se na estufa a 30° C durante 72h. Preparou-se 16 tubos
tipo Falcon estéreis contendo 15 mL do meio BH para a padronizagdo do indculo.
Realizou-se a padronizagao no fluxo laminar, e foi utilizado o espectrofotometro a 600
nm até se obter a absorbancia 1,0. A partir deste pré-indculo, inoculou-se nos

experimentos abaixo descritos.
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3.7 Crescimento das bactérias isoladas em fenol e xileno como unicas fontes de
carbono e energia

Para o crescimento em meio liquido foi utilizado o meio BH com o indicador
redox 2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP). Esta técnica foi descrita e desenvolvida
primeiramente por Hanson e colaboradores (1993) e consiste na oxida¢ao microbiana
dos hidrocarbonetos, os elétrons presentes sdo cedidos até os aceptores, como o
oxigeénio, nitrato e sulfato. E ao adicionar um aceptor de elétron como o DCPIP ao meio
de cultura, ¢ provavel observar a capacidade dos micro-organismos tem de utilizar os
hidrocarbonetos, o fenol e o xileno, como substrato (MARIANO et al., 2009). Essa
visualizacdo se da pela mudanca de cor do DCPIP que quando oxidado ¢ incolor e
quando reduzido passa para a coloragdo azul, segundo metodologia descrita por Otenio
e colaboradores (2010).

Preparou-se tubos estéreis contendo 14 mL do meio BH, indicador metabodlico
DCPIP na concentragdo 2g.L!"* e uma fonte de carbono, sendo ela xileno ou fenol a 650
pL Lt

O experimento realizou-se em duplicata, contendo dois controles para cada fonte
de carbono com 15 mL cada, e outros 32 tubos contendo 14 mL do meio BH, DCPIP ¢
uma fonte de carbono, xileno ou fenol.

Inoculou-se 1 mL de cada micro-organismos padronizado no pré-indculo descrito
acima em cada tubo e na sua duplicata. Mediu-se a densidade 6ptica a 600 nm de todos
os tubos no tempo zero e fotografou-se para verificagdo qualitativa da perda de cor do
indicador DCPIP. Realizou-se a leitura da absorbéancia a 600 nm para também verificar
a oxidacdo do DCPIP no tempo zero hora e no tempo 120 horas (COSTA FILHO, 2010).

Envolveu-se os tubos com papel aluminio para evitar a fotodegradagdo do DCPIP
e incubou-se em BOD a 30° C durante 5 dias. Posteriormente a este tempo mediu-se

novamente a densidade Optica e fotografou-se os tubos novamente.

3.8 Potencial de crescimento das bactérias isoladas em corante alaranjado de
metila como tnica fonte de carbono e energia

Para a avaliagdo do crescimento das bactérias em corante alaranjado de metila
testou-se os 16 isolados obtidos e preparou-se tubos estéreis contendo meio BH,
juntamente com o corante alaranjado de metila na concentragiio de 1g.L!.

Realizou-se o experimento em duplicada, contendo dois tubos controles sem

adicao do inoculo de bactérias. Neste caso o indculo realizou-se adicionando uma al¢ada
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(al¢a calibrada de 10 pL) da respectiva bactéria em cada tudo. Realizou-se a leitura da
absorbancia inicial a 460 nm de todos os tubos, e os tubos incubados em estufa a 30 ° C

durante 5 dias. Posteriormente mediu-se novamente a absorbancia.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Bioprospecc¢ao de bactérias com potencial de degradacio do fenol

Por meio do resultado apresentado na Tabela 1, constata-se que no total foram
bioprospectadas 16 isolados bacterianos (Tabela 1). Pode-se observar que na analise
morfotintorial dos micro-organismos foram isolados cinco cocos Gram-positivos e
catalase positiva; onze bastonetes Gram-negativos, oxidase positiva.

Realizou-se o teste de oxidase para verificar se os isolados sdo produtores da
enzima oxidase, para que assim pudesse ser identificado a possivel classificagdo dos
isolados, sendo que a oxidase positiva ajuda caracterizar espécies de Neisseria €
Pseudomonas.

Com isso pode-se verificar que a maioria das espécies de micro-organismos que
sdo capazes de degradar o fenol e xileno, podem pertencer ao género Pseudomonas, uma
Gram-negativa com oxidase positiva como Tschiech e Fuchs (1987) conseguiram isolar.
Além de outros géneros similares, como Sphingomonas, Burkholderia, Ralstonia que
foram isolados por Chen e colaboradores (2014) e Thakur e colaboradores (2012).

Almeida (2015), isolou dos biomas brasileiros, no cerrado o micro-organismo
capazes de degradar o fenol, dentre desses isolados BF 2.5 foi identificado como
Staphylococcus, o isolado BF 2.3.2 nao foi possivel a identificagdo devido a baixa
qualidade das sequéncias amplificadas. E os de manguezal foram identificados como
Bacillus sp. MF-1 e MF-2 como Bacillus circulans, comprovando que também ¢
possivel que uma bactéria Gram-positiva como Staphylococcus, tenha a capacidade de
degradar o fenol.

Péliz (2012) estudando a otimizacao da auto biorremediacdo de dguas da industria
de cortica em Sevilha, Espanha, relatou o isolamento de Staphylococcus saprophyticus
além de Acinetobacter, duas espécies de Mycobacterium e um Bacillus. Mohite e
colaboradores (2010) detectaram um isolado de Streptococcus epidermis com
capacidade de degradar fenol presentes em solos contaminados com 6leo de uma regido
industrial. Estes resultados sugerem que ¢ comum o isolamento de bactérias do género

Staphylococcus em ambientes contaminados.
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Tabela 1 — Identificagdo morfotintorial das bactérias isoladas e perfil de crescimento das
bactérias em fenol e xileno como tnica fonte de carbono e energia.

Bactérias Morfologia Gram Absorbancia 600 Absorbancia 600 Oxidagao do
nm Fenol nm Xileno DCPIP
Tempo Tempo Tempo Tempo Fenol  Xileno
Oh 120 h Oh 120 h

P1 Bastonete Negativo 0,349 0,186 0,372 0,267 ++ -
P2 Bastonete Negativo 0,356 0,170 0,364 0,277 +++ -
P3 Bastonete Positivo 0,348 0,180 0.374 0,181 +++ ++
P4 Cocos Positivo 0,367 0,178 0,355 0,184 ++ ++
P5 Bastonete Negativo 0,353 0,168 0,359 0,186 ++ ++
P6 Cocos Positivo 0,349 0,168 0,371 0,217 +++ +
P7 Bastonete Negativo 0,349 0,290 0,381 0,191 - ++
P8 Bastonete Negativo 0,358 0,164 0,370 0,280 +++ -
P9 Bastonete Negativo 0,357 0,125 0,389 0,188 ++ ++
P10 Cocos Positivo 0,363 0,183 0,344 0,258 ++ -
P11 Cocos Positivo 0,349 0,192 0,366 0,188 + ++
P12 Cocos Positivo 0,368 0,179 0378 0,199 ++ ++
P13 Bastonete Negativo 0,357 0,240 0,359 0,281 + -
P14 Bastonete Negativo 0,369 0,171 0,339 0,186 ++ ++
P15 Bastonete Negativo 0,353 0,189 0,367 0,277 +++ -
P16 Bastonete Negativo 0,364 0,302 0,373 0,284 - -

(-) sem oxidagdo do DCPIP (controle sem bactéria); (+) oxidacao sutil do indicador DCPIP;
(++) oxidagdo razoavel do indicador DCPIP; (+++) oxidagdo otima do indicador DCPIP
demonstrando que a fonte de carbono foi metabolizada.

4.2 Crescimento das bactérias isoladas em fenol e xileno como unicas fontes de
carbono e energia

No presente trabalho averiguou-se que houve diferentes niveis de perda de
coloragdao do DCPI (oxidacao) indicando que o micro-organismo metabolizou a fonte
de carbono.

Na FIGURA 2, selecionou-se resultados obtidos que se usou como padrao dos
demais resultados encontrados para uma avaliacdo qualitativa do uso de fenol ou xileno.
O controle X ( - ) todos os tubos que nao se observou oxidacao do DCPIP o experimento
13 F (+) ¢ o padrao dos tubos que teve uma pequena oxidacdo do DCPIP, para um azul
mais brando. O experimento 3 X ( + + ) utilizou-se como padrao dos tubos que houve
grande oxidacdo visivel, mas que ainda possui um leve fundo azulado e o experimento
15 F ( ++ +) utilizou-se como padrio para os tubos que apresentaram uma oxidagao

total.
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+++

Figura 4 - Padrao qualitativo para avaliagdo do crescimento das bactérias estudadas em fenol ou
xileno como Unica fonte de carbono com indicador DCPIP. (-) sem oxidagdo do DCPIP
(controle sem bactéria); (+) oxidagao sutil do indicador DCPIP; (++) oxidagdo razoavel do
indicador DCPIP; (+++) oxidagdo 6tima do indicador DCPIP demonstrando que a fonte de
carbono foi metabolizada

No experimento utilizando o fenol como fonte de carbono (Tabela 1), teve-se
como resultados que todas os isolados estudados apresentaram aumento de biomassa
nos tubos. Nos isolados bacterianos P7 e P16 foram os Uinicos que ndo apresentaram
oxidac¢dao do DCPIP ( - ). Nos tubos contendo os micro-organismos P11 e P13 houve a
oxidagdo do DCPIP, porém em menor intensidade ( + ). Os tubos com os micro-
organismos P1, P4, P5, P9, P10, P12 e P14 apresentaram o terceiro padrao de oxidacao,
na qual € possivel observar a perda de cor com um leve azulado ( + + ). E por fim, nos
tubos contendo os micro-organismos P2, P3, P6, P8 e P15 apresentou-se o maior de
nivel de oxidagdo do DCPIP, tornando-se quase incolores, o que provavelmente indica
que eles foram capazes de utilizar toda a fonte de carbono do fenol como substrato do
meio.

Em relagdo a capacidade de metabolizar o fenol, todos os isolados apresentaram
crescimento nos tubos na concentracao testada (0,65%), sendo que 14 das 16 bactérias
(87,5%) isoladas apresentaram capacidade de metabolizacdo total ou parcial de fenol.
Estes resultados podem ser considerados bastante satisfatorios, quando comparados a
estudos semelhantes, visto que, Ribeiro e colaboradores (2016) tiveram resultados

semelhantes a isso, quando estudaram 21 bactérias endofiticas, 15 delas (71,4% dos
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isolados) apresentaram crescimento em todas a concentragdes que foram testadas (50,
100 e 150 mg.L'), o que indicou utilizagdo total ou parcial do fenol No trabalho
publicado por Gayathri e colaboradores (2010) verificou-se que dentre os micro-
organismos que foram isolados de folhas de manguezais de Pichavaram, Tamil Nadu,
20 deles (55,5%) , apresentaram capacidade de crescer em meio de cultura
suplementado com fenol a 0,05% de concentracdo. Desta forma, o presente trabalho
apresentou melhores resultados.

Os compostos fendlicos sdo os agentes responsaveis por grande parte da
diminui¢do da carga microbiana do vegetal, por isso, as bactérias que tem a capacidade
de tolerar o fenol e o xileno sdao de extrema importancia, porque elas continuam vidveis
e produzindo diversas substancias que promovem o crescimento vegetal (SOLEIMANI
et al., 2010).

Embora a maior parte da contaminac¢do por fenol seja pelo impacto da acdo do
homem, os compostos fenolicos sdo naturalmente produzidos a partir da degradagdo de
polimeros que contenham anéis aromaticos, tais como a lignina e a tanina ou ainda como
componente do exsudato produzido pelas raizes (VAN SCHIE & YOUNG, 1998).

No experimento utilizando o xileno como fonte de carbono (em concentragdo de
650 ul.Lh), teve-se como resultados P1, P2, P8 P10, P13, P15 e P16 apresentaram
crescimento microbiano, porém os tubos nao apresentaram oxidagao do DCPIP ( - )
(Tabela 1). O micro-organismo P6 apresentou oxidagdo, porém em menor intensidade
(+). Os tubos inoculados com os micro-organismos P3, P4, P5, P7, P9, P11, P12 e P14
foram os experimentos que apresentaram o terceiro padrao de oxidagdo do DCPIP, nos
quais € possivel observar a perda de cor com um leve azulado ( ++ ). Em meio contendo
xileno, nenhuma bactéria apresentou a oxidagdo total do meio com o indicador redox
DCPIP.

Sanches (2009) avaliou com o indicador redox DCPIP, o potencial de
biodegrada¢do e oxidacdo de hidrocarbonetos e biodiesel, sendo incluso nesses os
BTEX que sdo hidrocarbonetos e estao presentes no petroleo. E ele verificou-se que na
concentragdo de 1 g.L!, ha maior atividade oxidativa para as linhagens de fungos e
bactérias selecionadas na utilizagdo do petréleo como substrato. Sendo que a atividade
média de diminuicao da cor do DCPIP ¢ maior no petroleo bruto.

Sanches (2009) ainda afirma que em comparacdo com o biodiesel, o petroleo foi
degradado com mais eficiéncia que o primeiro. A biodegradagao ocorre pelo mecanismo

de 6xido-redugao em condigoes aerobias.
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Esse resultado confirma que em menores concentragdes dos BTEX e do DCPIP,
0s micro-organismos sao aptos a degradar, ficando evidente o potencial degradador que
pode ter grande contribui¢do para a minimizacao da poluicdo ambiental gerada pelos
BTEX, por meio da sua aplicagdo, com certos aprimoramentos, em tratamentos de

biorremediagao.

4.3 Potencial de crescimento das bactérias isoladas em corante alaranjado de
metila como unica fonte de carbono e energia

Além dos estudos de potencial de metabolizacdo de fenol e xileno pelas bactérias,
testou-se também a capacidade das mesmas de crescer em meio contendo o azo-corante
alaranjado de metila na concentragio de 1 gL', observando também se houve
descoloragdo do corante, visto que este corante, assim como fenol possui anéis
aromaticos que se assemelham aos anéis aromaticos da lignina.

Como se pode observar na FIGURA 3 ndo houve crescimento bacteriano, nem
tampouco descoloracdo do corante alaranjado de metila.

Isso pode estar relacionado com a ndo capacidade dos micro-organismos que
foram isoladas em descolorir/degradar o corante utilizando-o como fonte de carbono e
energia, ou também pela alta concentracdo de corante utilizada nos experimentos.

Mancilha e Cavalcante (2006) utilizaram o alaranjado de metila, dentre outros
azo-corantes na concentragdo 0,05 % m/v, que foram incubados em agitador orbital
(130rpm) a 28°C, no escuro, por dez dias. E tiveram como resultados, a degradacao da
maioria dos isolados, porém os niveis de descoloragdo ndo foram significativos.

Barreto, 2006 conseguiu dos vinte ensaios realizados, a maior porcentagem de
descoloragdo que encontrou foi em quatro ensaios apenas, mas a porcentagem de

descoloragdo conseguida foi de 96-98%, mostrando que houve clivagem do corante.



Figura 5 - Foto mostrando a ndo capacidade de crescimento das bactérias estudadas em
alaranjado de metila.
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CONCLUSAO

A utilizagdo de micro-organismo na remediacdo de ambientes contaminados por
poluentes organicos pode ser utilizada, mas pode ser aprimorada. Nesse sentido, os
resultados demonstram uma grande potencialidade de alguns isolados bacterianos,
abrindo possibilidades para avaliagdo da aplicabilidade destas bactérias em um sistema
de biorremediagdo na recuperacdo de areas afetadas pela exposicao a hidrocarbonetos e

fenol.
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