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EXTRATO

MACIEL, Bianca Mendes, M.S., Universidade Estadi@lSanta Cruz, junho de 2004.
Estudos prospectivos de microrganismos de solo dandfarm com potenciais
aplicacdes em estratégias de biorremediacdo de aseeontaminadas por petréleo.
Orientadora: Prof2 Dr2 Rachel Passos Rezende. i€atador: Prof. Dr. Leandro
Lopes Loguercio. Colaborador: Dr. Jodo Carlos Tieaxbias.

A industria de petrdleo, em suas diversas atividadgpresenta um risco
ambiental inerente que precisa ser constantemerengiado. Os microrganismos
desempenham uma funcdo importante em processosiodentediacdo com o
propésito de eliminar ou minimizar o prejuizo calsgelo 6leo e seus derivados.
Assim, o estudo da microbiota indigena de areataponadas por petréleo permite a
selecdo de organismos potenciais degradadoresutpred de compostos com
aplicagbes biotecnologicas na indastria petroqumi©s biossurfactantes, por
exemplo, sdo amplamente utilizados na biorremedidedpetréleo em decorréncia de
sua biodegradabilidade e auséncia de toxicidadentbnto, sabendo que apenas uma
pequena fracdo das espécies microbianas pode aladase caracterizada pelos
métodos tradicionais de cultivo, o desenvolvimed¢otécnicas moleculares para a
analise dos acidos nucléicos tem permitido um estudis fidedigno da ecologia e
diversidade microbiana em amostras ambientais.tEgdtalno teve como objetivos (i)
o isolamento de microrganismos presentes em sololaddfarm da refinaria
Landulpho Alves (S&o Francisco do Conde / BA), zapale utilizar petréleo como
Unica fonte de carbono; (ii) a producdo de composton atividade surfactante e sua
potencial aplicabilidade na industria petroquimieafiii) a padronizacdo de uma
metodologia simples para a extracdo do DNA micrubitotal do solo déandfarm
para estudos futuros da caracterizacdo moleculdivdesidade microbiana.

Amostras de solo déandfarm foram coletadas em frascos de aluminio e
transportadas para o Laboratorio de Monitoramentobi@ntal da Universidade
Estadual de Santa Cruz para serem processadas. €oontinole negativo foi utilizado
amostras de solo proveniente da Mata Atlanticaa Parsolamento microbiano, as
amostras dos dois tipos de solo foram incubadas agpmente em tampao fosfato sob
agitacdo constante a 200 rpm, durante 21 diasnpet@tura ambiente. Nos dias 0, 3,
7, 14 e 21, aliquotas de 1mL foram diluidas seeabe e plagueadas em meio rico
(para observacédo do crescimento de heterotréfmtass} e em meio de degradacéo
contendo 2% de petrdleo como Unica fonte de carb@aamicrorganismos isolados a
partir do meio de degradacéo foram selecionadas pg@roducédo de compostos com
atividade surfactante através da técnica qualéativ colapso da gota em diversos
tipos de oleos. Com a finalidade de relacionarnadade surfactante ao crescimento
microbiano, a curva de crescimento dos isoladosiéterminada. A quantificacdo da
atividade surfactante foi determinada através déuicdes crescentes dos
sobrenadantes das culturas microbianas até encaniréxima diluicdo ainda capaz
de surfactar petréleo pela técnica do colapsoa got
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O protocolo de extragcdo do DNA total da comunidaiierobiana presente no
solo delandfarm foi padronizado utilizando um método de lise diratravés da
maceracao do solo com nitrogénio liquido e extrag@m fenol-cloroférmio-alcool
isoamilico (25:24:1). A eficiéncia do método deragéio foi confirmada através da
amplificacéo por PCR utilizando primers para o ge®® do RNA ribossomal.

A partir de amostras do solo danfarm foram isoladas 60 linhagens de
microrganismos capazes de crescer em meio de @@gi@dcontendo petrdleo como
Unica fonte de carbono. O maximo de crescimentcheterotréficos totais (16
ufc.mL™) ocorreu no sétimo dia de incubacdo em tampaatiosfos dois tipos de
solo, ocorrendo decréscimo ap6s este periodo. €igrento microbiano no meio de
degradacéo foi intenso no solo impactado, tendeuonsaximo (8,7x10ufc.mL?) no
14° dia de incubacdo. No solo ndo impactado, osongiganismos foram incapazes de
crescer no meio de degradacdo contendo petrélem dorica fonte de carbono,
demonstrando que este composto funcionou como wntagelecionador, no qual
apenas o0s microrganismos indigenas mdfarm adaptados conseguem se
desenvolver e, provavelmente, possuir atividadddgoadadora. Destas 60 linhagens,
11 foram selecionadas pela capacidade de produxmpa@stos com atividade
surfactante em diferentes tipos de 6leos (6leo minpetréleo, 6leo diesel, éleo de
soja e azeite de oliva). A curva de crescimentagabiano demonstrou quatro padroes
distintos entre os 11 isolados. Para todos, enteta inicio da atividade surfactante
ocorreu durante a fase de declinio, aproximadamentee 90 e 96 horas de
crescimento, e uma segunda fase estacionaria, sragab de aproximadamente 24 h,
foi observada imediatamente apos o inicio da adedsurfactante. Esta interrupgao
momentanea da tendéncia de declinio ap0s a detdacatividade surfactante sugere
gue os compostos surfactantes produzidos e segsetaelas células causam uma
mudanca na condi¢cdo nutricional do meio, dispom#nido outras fontes de carbono
para o crescimento celular. Com relacdo a quaatiio da atividade surfactante, foi
possivel observar diferencas consistentes e repinais entre os isolados. Em geral,
nao houve associagao direta entre a maior atividadactante e a maior producédo de
biomassa microbiana. Os 11 isolados selecionadate nigabalho apresentaram
diferencas entre si quanto a morfologia das co&n@loracdo do sobrenadante,
padrdo de crescimento e atividade surfactante.

Neste trabalho, sugerimos um protocolo simples g#agio do DNA
microbiano total por um método de lise direta cormp IMuido Este método
demonstrou ser eficiente para o solo ldedfarm gerando produtos de alto peso
molecular que indicam a presenca de muitos orgarssmo solo. No entanto, a lise
direta gera a extracdo de produtos que inibemvadatie daTaq DNA polimerase,
como os acidos humico e flalvico, sendo necesgaidanto, uma etapa de purificacéo
do DNA extraido. Nenhum protocolo de extracdo deAidra o estudo da microbiota
autoctone € universalmente aplicavel; cada tipoad®stra, dependendo de sua
natureza, requer a otimizacdo de um método pr@propermita a extracdo de grande
guantidade de DNA de boa qualidade para as anatisksulares.

O solo delandfarm &€ composto por uma diversidade microbiana adamada
petréleo, extremamente importante no processo ddefradacdo. O estudo da
diversidade microbiana autéctone torna-se fundaahgpmdéira a compreensao das
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funcbes exercidas pelos microrganismos nos ambkieotitaminados e para o0
conhecimento das suas interagbes com o0s demaisaritasi da biodiversidade.
Microrganismos autéctones, produtores de compastdactantes, assim como todos
agueles (cultivaveis e n&o cultivaveis) participantdo consorcio microbiano,
necessitam ser estudados com o objetivo de diracienotimizar estratégias de
biorremediac&o dos locais contaminados.

PALAVRAS-CHAVE: Biossurfactantes, diversidade microbiana, biodegraatao
de petrdleo, biorremediacao, landfarm, petroquimica



ABSTRACT

The petrochemical industry, in their several atigg, poses environmental
risks that need to be constantly managed. The migamisms have an important role
in bioremediation processes with the purpose toimae or eliminate the damage
caused by the oil and its derivatives. In this serthe study of the indigenous
microorganisms in petroleum-polluted areas allows selection of potential oil-
degrading organisms, producing compounds with blotelogical applications for the
petrochemical industry. For instance, the biosusiats are used widely in the
petroleum bioremediation, due to their biodegraddsband absence of toxicity.
However, knowing that just a small fraction of timécrobial species can be isolated
and characterized by traditional methodsirofvitro cultivation, the development of
molecular techniques for nucleic acids analysesaflasred a more reliable study of
the ecology and microbial diversity in environméndamples. This work had the
objectives of (i) isolation of microorganisms pneisi landfarm soil of the Landulpho
Alves refinery (Sao Francisco do Conde / BA), cépab use petroleum as the unique
carbon source; (ii) production of compounds withfattant activity, assessing their
potential applicability in the petrochemical indystand (iii) standardization of a
simple methodology for total DNA extraction from aroorganisms present in
landfarm soil for further molecular studies of therobial diversity.

Soil samples from the landfarm were collected immahum flasks and
transported to the Laboratorio de Monitoramento Aantal of the Universidade
Estadual de Santa Cruz for processing. As negatwverol, soil samples from the
Atlantic Rainforest were used. For the microbialasion, the samples from both soil
types were incubated separately in phosphate bufider constant agitation of 200
rpm, during 21 days, at room temperature. At thysda 3, 7, 14 and 21, aliquots of
1mL of soil suspension were collected and 10-fadas dilutions were poured onto
Petri-dishes containig rich medium (to count thaltgiable bacteria) and degradation
medium containing 2% of crude petroleum as the umigqarbon source. The
microorganisms isolated from this degradation mediuere selected for surfactant
compound production by the qualitative drop-coli&apschnique in different kinds of
oils. With the purpose of relating the surfactactivéty with the microbial growth, the
growth curve of the isolates was determined. Thi&stant activity quantification was
also determined by dilutions of the supernatarmsifthe microbial cultures to find the
maximal dilution yet capable to emulsify the pettoh drop by the drop-collapse
technique.

The DNA extraction protocol for the total microbieommunity from the
landfarm soil was standardized using a direct Igs#thod by maceration with,Nthe
DNA extraction was performed with phenol-chlorofeisnamyl alcohol (25:24:1).
The efficiency of the extraction protocol was comied through the PCR
amplification using primers for the 16S rRNA gene.

A total of 60 microbial strains capable to usergetum as the unique carbon
source was isolated from the landfarm soil The maxn growth of the total

X



heterotrophics (10 cfu.mL™") occurred in the seventh day of incubation in phase
buffer, in both soil types, and decreased aftey pieiriod. The growth of the microbes
from the contaminated soil in degradation mediuns Wwigh, and the maximal value
occurred at the f4day of incubation. The microorganisms from the-oontaminated
soil were not capable to growth in the degradatimedium, demonstrating that
petroleum worked as a selector agent, such just &dapted indigenous
microorganisms from the landfarm can develop amdbgbly, have biodegradation
activity. Of these 60 strains, 11 were selectedhenbasis of their surfactant activities
in different types of oils (mineral oil, petroleuntigsel fuel, soy oil and olive oil). The
microbial growth curves showed four different patteamong these 11 isolates. For
all of them, however, the beginning of surfactactivity detection happened during
the declining stage, between 90 and 96 hours oivtroa second stationary stage,
with duration of approximately 24 h, was observathediately after the beginning of
the surfactant activity. This momentary interruptiof the decline tendency after the
surfactant activity detection suggests that thdastant compounds produced and
secreted by the cells cause a change in the puattcondition of the medium, turning
other sources of carbon available for the cellglawth. Regarding the quantification
of the surfactant activity, it was possible to alsereproducible differences among
the isolates. In general, there was no direct @&ssoc between higher surfactant
activities and higher production of microbial bicseaThe 11 isolates selected in this
work presented differences amongst themselvesrimstef the morphology of their
colonies, coloration of the supernatant, growthgvatand surfactant activity.

In this work, we suggested a simple protocol focrobial DNA extraction by a

direct lysis method with liquid NN This method demonstrated to be efficient for
landfarm soil, as it generated high molecular weigitoducts that indicate the
presence of many organisms. However, other orgaaiesalso extracted by direct
lysis, such as the humic and fulvic acids. Sinesdttontaminants can disturb thaq
DNA polymerase activity, a purification step is @ssary. No protocol of DNA
extraction for studies of autochthonous microorgam in environmental samples is
universally applicable; every type of sample, beeawf its own nature, requires
optimization of specific methods that allow theraotion of large amounts of high
quality DNA for further molecular analyses.

The landfarm soil is comprised by a microbial dsry adapted to petroleum
that is extremely important for the biodegradatiprocess. The study of the
autochthonous microbial diversity becomes fundaaidior the understanding of the
roles of these microorganisms in polluted environts@nd for the knowledge of their
interactions with the remaining biodiversity inhaits. Autochthonous
microorganisms, producing surfactant compoundsyelkas all those (culturable and
non-culturable) participants of the microbial comison, need to be studied with the
objective of addressing and to optimizing bioreraéidn strategies for polluted areas.
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1. INTRODUCAO

Anualmente, milhdes de toneladas de residuos dersdis naturezas sao
produzidos pelas industrias e acumulados no meibiesrte, constituindo-se uma
grande ameaca para a qualidade de vida da populacdwlial. As industrias
petroquimicas, por exemplo, em suas atividades xgoracao, producao, refino,
transporte e comercializacdo de petréleo e dersjaderam residuos toxicos ao
ambiente que necessitam de tratamento. Além digmmmentos acidentais de petréleo
decorrentes destas atividades s&o frequentemefit@ados em todo mundo, com
consequéncias catastroficas ao ambiente e a pépulag

Os microrganismos apresentam uma incrivel verdatié metabdlica e
diversidade genética que os tornam amplamentebdigtos na natureza, incluindo os
ambientes mais hostis. A capacidade de certos mamesmos utilizarem
hidrocarbonetos como fonte de carbono tem sido aammgrite explorada em processos
de biorremediacdo de petréleo e seus derivadosoremediacdo permite recuperar
os locais contaminados pelo 6leo, através da esii@o dos microrganismos naturais
gque possuem capacidade degradativa, transformapdtuente em compostos menos
toxicos.

O estudo da microbiota presente naturalmente emsacentaminadas por
petréleo permite a selecdo de microrganismos piatisndegradadores, produtores de
compostos com aplicacdes biotecnologicas na indudspetroquimica. Os
biossurfactantes, por exemplo, sdo utilizados oaperacdo avancada de petréleo, na
limpeza de tanques, na dispersdo de manchas denélémrremediacdo de ambientes
contaminados com compostos hidrofébicos e em dgersutros campos. A
preocupacado atual com o0 meio ambiente tem estimutaddesenvolvimento de

pesquisas em biossurfactantes, pois, comparatitensrs surfactantes quimicos,



apresentam maior nivel de aceitacdo em decorréecsaua maior biodegradabilidade
e auséncia de toxicidade.

Nenhuma espécie microbiana, no entanto, é capdegtadar sozinha todos os
componentes do petroleo, necessitando, para igsand consorcio entre cepas e
espécies. O estudo da diversidade microbiana am®dbrna-se fundamental para a
compreensédo das funcdes exercidas pelos microngagsiem locais contaminados e
para o conhecimento das suas interagcdes com o @mbabendo que apenas uma
pequena fracdo das espécies microbianas pode dladase caracterizada pelos
métodos tradicionais de cultivo, o desenvolvimed¢otécnicas moleculares para a
analise dos &cidos nucléicos tem permitido um estudis fidedigno da ecologia e
diversidade microbiana em amostras ambientais.

O estudo de microrganismos potencialmente expl@@awsm processos
biotecnoldgicos pode gerar beneficios econdmicasratégicos em diversas areas. Na
area ambiental, pesquisas precisam ser direciomadagrimoramento dos métodos de
biorremediacéo, a partir do estudo da microbiotsgmte em areas degradadas. Para
tanto, este trabalho teve como objetivos (i) cals@nto de microrganismos presentes
em solo ddandfarm da refinaria Landulpho Alves (Sao Francisco do dgohBA),
capazes de utilizar petrdleo como Unica fonte deoren, (ii) a producédo de compostos
com atividade surfactante, estudando sua poterapdicabilidade na industria
petroquimica, e (iii) a padronizacdo de uma metmglal simples para a extracdo do
DNA microbiano total do solo dendfarm para estudos futuros da caracterizacao

molecular da diversidade microbiana.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Biorremediacédo de petrdleo

A poluicdo causada por acidentes de derramameniteddéem se tornado cada
vez mais freqlente, causando catéstrofes ecolégieassociais. Ambientes
contaminados incluem solos superficiais ou subsdrgdis freaticos, rios, lagos e
oceanos. Muitos destes ambientes contém uma mistun@lexa de contaminantes,
incluindo produtos da industria petroquimica (BURRGHE993; BURNS et al., 1993).

O petrdleo € uma mistura bastante complexa de d¢adoonetos alifaticos,
aliciclicos, aromaticos e, em propor¢des menoregomnpostos ndo hidrocarbbdnicos,
como os acidos nafténicos e sulfurados. A susdkgéile desses compostos a
biodegradacdo varia com a concentracdo, tamanhosteituiga da molécula.
(CHOSSON et al., 1991). A utilizacdo de alcanodaiga de G a G séo toxicos a
muitos microrganismos, devido ao seu efeito sobjepbis tendem a romper a
estrutura lipidica da membrana dos microrganisrS&ABRA, 2001). O aumento e a
ramificacdo da cadeia dificulta a utilizacdo dosambs como fonte de carbono,
reduzindo a taxa de biodegradacao (ROSATO, 1997).

Pesquisas desenvolvidas na década de quarentan@si@den que o0S
microrganismos tém a habilidade de utilizar o getre suas fracbes como fonte de
carbono e energia, € que esses microrganismos distéibuidos nos mais diversos
ecossistemas da natureza. A importancia das pd@mdanicrobianas presentes no solo
na degradacado de poluentes é bastante conhecid&{,EL990). Os hidrocarbonetos
presentes em uma mistura complexa como o petré#y em sua maioria,
biodegradados por culturas microbianas mistas,ndtua@m conjunto de maneira
simultanea, mas a diferentes taxas (ALEXANDER, 18HABRA, 2001).



Diante disso, a biorremediacdo entra como umanalii#a que envolve o
processo de aceleracdo natural da biodegradacadechgcas de biorremediacao
podem ser executadas tairiesitu comoex-situ Nos processom-situ, a remediacao
biologica é feita no préprio local de contaminacd®.nos process@x-sity o meio
contaminado € extraido e tratado em instalagcfefefdaracdo especifica (SEABRA,
2001). Usualmente, as técnicas de biorremediacésistem na bioestimulacdo, ou
seja, na adicdo de nutrientes (principalmente géinm e fosforo) e ajuste das
condicbes ambientais (pH, temperatura, umidadeacder etc.), favorecendo o
desenvolvimento da microbiota autoctone. Ou aipeé#a adicdo de microrganismos
com a capacidade de degradar os contaminantesifespecapidamente, técnica
conhecida como bioaumentacdo (RON; ROSENBERG, 2@RABRA, 2001).
Assim, pode-se definir biorremediacdo como um @mecaue explora a diversidade e
versatilidade metabdlica dos microrganismos nastoamacdo dos contaminantes
quimicos em produtos menos téxicos. Ainda deveeotarvantagens significativas
sobre outros métodos de tratamento, uma vez quesies devem ser reduzidos e a

poluicdo local deve ser minima (TORSVIK et al.,1990

Os microrganismos responsaveis pela degradacaectddlgn produzem uma
série de produtos aplicaveis na industria. Os brfsstantes, por exemplo, sdo
compostos com propriedades tenso-ativas sintetizado diversos microrganismos.
Sédo utilizados na recuperacdo avancada de petrokedjmpeza de tanques, na
dispersdo de manchas de 6leo, na biorremediac@miié&entes contaminados com
compostos hidrofébicos e em diversos outros canfpsi®s compostos séo liberados
espontaneamente e s&o sintetizados predominanempot microrganismos
degradadores de hidrocarbonetos. Ao contrario dafacdantes quimicamente
produzidos, os biossurfactantes sdo biodegradéveiScuos ao ambiente (COOPER,
1986; ROSENBERG, 198FIECHTER, 1992).

2.1.1. Importancia da biorremediacdo nas industriapetroquimicas



A indastria petroquimica, em suas diversas atiadadproduz grandes
guantidades de residuos derivados de petréleo ausam problemas de poluicéo,
caso sejam liberados ao ambientes (GAYLARDE, 1996htre os varios métodos de
tratamento destes residuodandfarmé o mais amplamente utilizado, por possibilitar
a transformacdo dos poluentes em produtos mena$oa0 homem e ao ambiente.
O landfarm consiste no tratamenex-situdos residuos de borras oleosas, através da
biodegradacdo por microrganismos autéctones pesearh um determinado solo.
Inicialmente, solo € distribuido sobre uma exte@saa de superficie plana,
previamente coberta por uma lona impermeéavel. Huida, os residuos de petrdleo
sdo aplicados sobre esta grande extensdo de salegr@m biodegradados. O solo é
periodicamente aerado através de aragem e enmguesmm nutrientes para o
desenvolvimento dos microrganismos autdctones, réeemdo o0 processo de
biodegradacdo (AUSMA et al., 2003; SEABRA, 2001¥teEsolo € tratado até as
concentragfes dos contaminantes estarem abaixdirdiles estabelecidos como
seguros ou aceitos pelas agéncias de controle mrabiBortanto, o solo dandfarmé
um ambiente rico em microrganismos com atividadgrattadora, produtora de
compostos metabdlicos importantes no processo daeledpiadacdo, como 0s
biossurfactantes (RON; ROSENBERG, 2002; SEABRA 1200

O estudo da diversidade microbiana presentemdfarmé fundamental para o
entendimento do processo de biorremediacdo dolgetsdseus derivados. Sabendo
gue apenas aproximadamentel0% da microbiota totsepte no solo pode ser
isolada e cultivada (GIOVANNONI et al., 1990fORSVIK et al., 1990), a
caracterizacdo da diversidade microbiana atravéemé®dos moleculares torna-se
essencial no estudo dos microrganismos nao-cudiisayparticipantes do consorcio
microbiano responsavel pelo processo de biodegiadd¢o entanto, o estudo dos
microrganismos cultivaveis permite o isolamento pletenciais produtores de
biossurfactantes, sendo um processo extremamemie MiE@o ambientalmente e
bastante aplicavel nas industrias de petréleo. i@ssirfactantes sdo utilizados pelas
industrias petroquimicas com objetivo de acelerprozesso de biorremediacédo e na

recuperacdo avancada de petroleo (MBOR



2.2. Biossurfactantes

Os surfactantes sdo moléculas anfipaficasnstituidas por uma cadeia de
hidrocarbonetos associada a um grupo iénico (acBdau catidnico) ou anfotérito
Os hidrocarbonetos constituem a porcdo apolar déécma, enquanto que o
grupamento i6nico ou anfotérico a porcdo polar daléoula (NITSCHKE;
PASTORE, 2002). Em funcédo da presenca dos gruplvefiticos e hidrofobicos, os
surfactantes possuem caracteristicas tenso-ativaseja, sdo capazes de se associar
espontaneamente entre as interfaces liquidas &Qlem/e agua/dleo) com diferentes
graus de polaridade. Com isso, geram reducdo rs@desuperficial e interfacial, e
formacédo de grandes agregados moleculares, dendwsimaicelas (Figura 1). Estas
propriedades conferem aos surfactantes caraatadstie detergéncia, emulsificacéo,
lubrificacdo, capacidade espumante, solubilizacadispersdo de fases (DESAI,
BANAT, 1997; MANIASSO, 2001). A formacdo das micelasta associada a
concentracao micelar critica (CMC) do surfactaAtmixo de sua CMC o surfactante
estd predominantemente na forma de monémeros edidanque se aproxima da
CMC, ocorre um equilibrio dindmico formando as nHasgFigura 1), que representam
a associacao de 30 a 200 mondémeros (MANIASSO, 2081CMC depende da
estrutura do surfactante e € comumente medidagvatar a eficiéncia de um tenso-

ativo na solubilizacdo entre as fases aquosas (DESYWNAT, 1997).

! Consiste em uma técnica de recuperacdo avancauetrdéeo que utiliza microrganismos ou produtoseie
metabolismo para a recuperacéo de 6leo residudSCHKE, PASTORE, 2002).

2 Moléculas que possuem tanto grupamentos polaidsfiticos, quanto apolares, hidrofébicos (CAMPBEL
2000).
% Possui ambos grupos aniénicos e catiénicos no eim idrofébico (MANIASSO, 2001).
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Figura 1 - Modelo esquematico da formacdo do ag@ga
micelar. Abaixo da concentracdo micelar critica @Mo
surfactante apresenta-se na forma de mondmercs)(&rela) e,
a medida que se aproxima da CMC, ocorre a formaigio
micelas (a direita).

Fonte: (MANIASSO, 2001).

Compostos com propriedades tenso-ativas sinteszpdomicrorganismos sao
denominados biossurfactantes e consistem em sulipsochetabodlicos de bactérias,
fungos e leveduras (NITSCHKE; PASTORE, 2002). Posspirem significativas
vantagens em relacdo aos surfactantes sintétiéos,de uma vasta potencialidade de
aplicacdes, os biossurfactantes tém sido amplamesiigdados e utilizados nas
industrias petroquimica e alimenticia, como ad#ivde cosméticos, no controle
biologico, na medicina terapéutica, na biorremeibag em diversas outras aplicacdes
(BANAT et al., 2000;DESAI; BANAT, 1997; KARANTH et al., 1999; MAKKAR;
CAMEOTRA, 2002; NITSCHKE; PASTORE, 2002; RON; ROSEERG, 2001).
Dentre estas vantagens, destacam-se baixa toxeciddd degradabilidade, tolerancia
a temperatura, pH e salinidade, alta atividade reapte, excelente atividade
superficial e interfacial (diminuem a tensao sup&ifem menores concentracdes), ser
produzido a partir de substratos renovaveis e idgpde de modificacdo estrutural
através da engenharia genética ou técnicas biocgsmi Aléem disto, o0s
biossurfactantes possuem grande diversidade quenprapriedades fisicas distintas,
possibilitando aplicacbes mais especificas (DESBANAT, 1997; MAKKAR;

CAMEOTRA, 2002; NITSCHKE; PASTORE, 2002).
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2.2.1. Composicao quimica e origem microbiana dosdssurfactantes

A porcéo apolar da molécula de biossurfactanten@posta por acidos graxos
(saturados ou insaturados) e a porgao polar cerggsmono-, di-, ou polissacarideos,
aminoacidos ou peptideos ciclicos (anidnicos odmiabs), acido carboxilico, fosfato
ou alcool. As principais classes incluem glicolgnd (Figura 2A, B, C), lipopeptideos
e lipoproteinas (Figura 2D), fosfolipideos e acigoaxos (Figura 2E), surfactantes
poliméricos (Figura 2F) e surfactantes particuladD&SAI; BANAT, 1997). A
classificacdo dos biossurfactantes € feita de acommn sua composicdo quimica,
propriedades e origem microbiana. Como demonstrada Tabela 1, os
microrganismos produtores de biossurfactantes edigtobuidos em uma grande

variedade de géneros, tanto fungos quanto bactérias
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Figura 2 — Estrutura quimica de alguns biossurfaeta

Fonte: (DASAI; BANAT, 1997).



Tabela 1 - Propriedades quimicas e fisicas, emrim&robiana das principais classes de biossurfeeta

Tenséo Tenséo

Biossurfactante Composigdo quimica Microrganismo* Superficial CMC Interfacial

(mN/m) (mg/L) (mN/m)
1. Glicolipideos

- Ramnolipidio Duas moléculas dePseudomonasp 29 - 0,25
ramnose ligadas a um&. aeruginosa 25-30 0,1-10 1
ou duas moléculas de
acido B-
hidroxidecanoico

— Trehalolipidio Trehalose ligada a dua®hodococcus erythropolis 32-36 4 14-17
cadeias de acidoNocardia erythropolis - 20 3.5
mucolico Mycobacteriunsp - 0,3 15

Corynebacteriunsp - - -
Arthrobactersp - - -

- Soforolipidio ~ Soforose ligada a uméaCandida bombicola 33 - 1.8
longa cadeia (fg) de C. apicola 30 - 0,9
acido graxo Candidasp - - -

2. Lipopeptideos e lipoproteinas

- Lichenisina Acido graxo ligado aBacillus licheniformis 27 12-20 0,1-0,3

- Viscosina aminoacidos P. fluorescens - - -

— Serrawetina Serratia marcescens 26.5 150 -

— Surfactina> Lipopeptideos > B. subtilis 28-33 - -

— Subtilisina ciclicos B. subtilis 27-32 23-160 1

- Estreptofactina Streptomyces tendae - - -

- Gramicidina g b;elvrlrs] “a

- Polimixina - polymy.

3. Ac. Graxos, lipideos neutros e
fosfolipideos

- Acidos graxos Corynebacterium lepus 30 150 2

- Lipideos N. erythropolis 32 - 3

neutros

Thiobacillus thiooxidans; - - -
- Fosfolipideos ~Fosfatidiletanolamina  Acinetobactesp; Aspergillus - - -
sp;R. erythropolis - - -

4. Surfactantes poliméricos

— Emulsan Acinetobacter calcoaceticus - - -

- Biodispersan (di Candida lipolytica

- Liposan Het_er(?s_sacarl 10s P. fluorescens ) ) )

— Carboidrato- pollm?rlcos contendoCandida tropicalis - - -
proteinas 27 10 -

lipidio-proteina

Manana-

lipidio-proteina

5. Surfactantes particulados

Vesiculas

Células

A. calcoaceticus

Diversas bactérias

* Notar que o0 mesmo microrganismo (p. éxhodococcus erythropo]i®. fluorescensNocardia erythropolis
B. subtilise Acinetobacter calcoaceticygpode produzir diferentes tipos de biossurfaetsnt

Fonte: (DESAI; BANAT, 1997 - modificado).



2.2.2. Selecéo de microrganismos potenciais produés de biossurfactantes

O crescente interesse industrial pela producdaidacsantes microbianos tem
motivado muitos pesquisadores para o estudo e \d@dsanento de métodos rapidos e
seguros na selecdo de microrganismos produtordsogsurfactantes. Dentre estes
métodos, o teste do colapso da gota (JAIN et @911 merece uma atencéo especial
por se tratar de uma técnica rapida, pratica eodegivel. Recentemente, Youssef et
al. (2004), compararam diferentes métodos de dibede microrganismos potenciais
produtores de biossurfactantes e o teste do colipgota demonstrou ser um método
confiavel na selecdo destes microrganismos. Neétedm, uma pequena quantidade
de agua aplicada sobre um composto hidrofébicauséncia de surfactantes, formara
uma gota, pois a molécula polar da agua é repekda superficie hidrofébica. No
entanto, se for aplicado um surfactante a estaessfp, a tensado interfacial é
reduzida, resultando na dispersado (colapso) dadgpteyua na superficie hidrofébica.
Baseado neste principio, o teste do colapso da @otdilizado na selecdo de
microrganismos potenciais produtores de biossafdes (BOUDOUR; MILLER-
MAIER, 1998).

A atividade quantitativa dos biossurfactantes éwuaente determinada através
da medida da mudanca nas tensdes superficiaigeariais por um tensidbmetro, e
calculo da CMC que é uma medida de sua eficiéAdanedir-se a tensao superficial
da &gua destilada, encontra-se um valor de 72 mNvYas, a adicdo de surfactante
diminui este valor a 30 mN/m (DESAI; BANAT, 1998ste é apenas um exemplo da
atividade tenso-ativa de um biossurfactante. A maidos biossurfactantes apresenta
uma tensao superficial em torno de 30 mN/m, enquaue a tensao interfacial fica ao
redor de 1 mN/m (NITSCHKE; PASTORE, 2002). O cacuia CMC dos
biossurfactantes € realizado através de diluicBadsee medida da tenséo superficial
em cada diluicdo. Quando a CMC é atingida, o vddotensao superficial permanece
0 mesmo. Assim, a CMC da maioria dos biossurfagsamaria entre 1-2000 mg/L
(DESAI; BANAT, 1997; NITSCHKE; PASTORE, 2002). Osaleres da tenséo
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superficial, tenséo interfacial e CMC de algunsssinfactantes conhecidos estéao
listados na Tabela 1.

Boudour e Miller-Maier (1998) desenvolveram umaadetogia modificada do
teste do colapso da gota para analise quantitd@vhiossurfactantes. Nesta técnica,
uma curva de concentracdo padrdo para cada sumiactieve ser calculada
inicialmente. Adicionam-se gotas de um surfactaotmmhecido em diversas
concentracdes sobre uma superficie solida e plp@ um minuto, o diametro de
cada gota € medido e uma curva padrdo é calculmdaes da concentracdo do
surfactante (eixo X) versus o diametro a gota (éjo Conforme a concentracao
aumenta, o didmetro da gota também aumenta até@ qLiC seja alcancada, nao
alterando mais o tamanho da gota. Esta curva ézad#d para determinar a
concentracdo de surfactantes provenientes de awosfio conhecidas através da
comparacao entre os diametros encontrados e o®tigdardas gotas do padrdo. Os
autores demonstraram que esta metodologia apresema maior sensibilidade e

reprodutibilidade em relacéo a mensuracéao da teng@rficial.

2.2.3. Genética molecular da producéo dos biossudtantes

Devido a estrutura anfipatica da molécula, duasasrobioquimicas sao
necessarias para a producdo dos biossurfactantes.edta relacionada a sintese da
porcdo hidrofébica e a outra a sintese da porgdfilica da molécula, produzindo
hidrocarboneto e carboidrato, respectivamente.Bagesao as vias metabdlicas para a
sintese destes dois grupos de precursores, endohggnpos de enzimas especificos.
Em muitos casos, as enzimas regulatorias saoragipais a serem requeridas e, apesar
da diversidade entre os biossurfactantes, existggmmas caracteristicas comuns
nestes processos de sintese e de regulacdo das@prgénica (DESAI; BANAT,
1997). O estudo da genética molecular da produedmassurfactante ainda € recente
e, portanto, pouco conhecido. Entretanto, 0s meg®¥ genéticos para a regulacao e
sintese de ramnolipidio pd?seudomonas aeruginosa de surfactina poBacillus

subtilis, estdo sendo bastante estudados e esclarecidbsI{GAN, 1998).

11



2.2.3.1. Genética molecular da sintese de ramnolid por Pseudomonas

aeruginosa

Os dois principais glicolipideos produzidos pPBlaaeruginosana sintese de
ramnolipidio, durante o crescimento em meio deucaltiiquido, sdo ramnogs-
hidroxidecanoilB-hidroxidecanoato (mono-ramnolipidio) e ramnosiiiranosil{3-
hidroxidecanoilB-hidroxidecanoato (di-ramnolipidio). A sintese destmoléculas
ocorre através de reacdes de transferéncias seaigae glicosil, cada uma catalisada
por uma rammnosiltransferase especifica. Mono-réipidms sédo sintetizados pela
ramnosiltransferase |, sendo a timidina-difosfosmase (TDP-ramnose) a molécula
doadora e af-hidroxidecanoilB-hidroxidecanoato atuando como receptora. Di-
ramnolipidios sdo sintetizados pela ramnosiltraasi|l, que atua na transferéncia de
uma molécula de difosfo-ramnose ao mono-ramnobpichmo ilustrado na Figura 3
(BURGER et al., 1963; OCSHSNER et al., 1994).

12
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Figura 3 - Biossintese do ramnolipidio (Reeudomonas aeruginaséimidina
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duas reacfes seqiiéncias da ramnnosiltransferasalniente, na
sintese do  mono-ramnnolipidiodo, através da enzima
ramnosiltransferase | e em seguida na sintesei-cameolipidio,
através da enzima ramnnosiltransferase Il

Fonte: (OCHSNER et al., 1994, modificado de BURGERI., 1963).

A organizacdo molecular dos genes requeridos pargpraducdo de
ramnolipidios € ilustrada na Figura 4. Quatro gee®fo envolvidos na sintese da
ramnosiltransferase thlA, rhiB, rhiR rhll. Os genes estruturarlA e rhiB estéo
organizados em um operon, e sdo transcritos emnico RNA (OCSHSNER et al.,
1994; SULLIVAN, 1998). O gene posteridnlB codifica uma proteina estrutural de
47 kDa localizada na membrana citoplasmatica e upogspapel catalitico da
ramnosiltransferase, enquanto o gene inidigA codifica uma proteina de 32.5 kDa
localizada no periplasma e, provavelmente, funciom@a sintese, transporte ou
estabilizacdo da ramnosiltransferase dentro da meemalcitoplasmatica (OCSHSNER
et al., 1994).
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A expressdo da ramnosiltransferase | € reguladadpts sistemas
guorum sensing rhl e las. Por defini¢cdo, sistemauorum sensing@ um mecanismo
pelo qual as células bacterianas regulam genesciisps, em resposta a
concentracBes criticas de moléculas sihaisduzidas conforme o aumento da
densidade celular (DIGGLE et al., 2002). O sistgmarum sensingsodificado pelos
genesrhIR e rhll, regula positivamente a expresséaorkl& e rhIB e esta localizado
imediatamente downstreamaos genes estruturais, conforme mostra a Figura 4
(OCSHSNER; REISER, 1995; SULLIVAN, 1998). O gertR codifica o ativador
transcricional (proteina RhIR) enquantdl codifica uma enzima que participa na
formacdo de duas moléculas sinais que funcionano camoindutor:N-butanoil-L-
hemoserina-lactona (PAI-2 ou,sESL), como forma dominante, H-hexanoil-L-
hemoserina lactona (Figura 4). Estas duas moléestd®e presentes em sobrenadantes
de cultura deP. aeruginosaem uma relacdo molar de aproximadamente 15:1
(WINSON et al., 1995). O ativador RhIR associa-seaatoindutor PAI-2, regulando
positivamente a biossintese de ramnolipidio atragéssua ligagdo na regido
promotora dehlA e derhll (SULLIVAN, 1998).

“* Moléculas que indicam a resposta da célula asigiesido meio (ALBERTS et al., 1997).
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Figura 4 - Representacdo esquemdtica dos genesridmgl para a producdo da ramnosiltransferase | em
Pseudomonas aeruginogaor dois sistemaguorum sensindierarquicoslas e rhl: A regulagéo
comeca com a ativacdo da transcricdo lalR, pela pela proteina Vfr (receptor de AMPc),
codificando ativador transcricional LasR. Quand@omcentracdo do autoindutor PAI-1 eleva,
devido a alta densidade celular, LasR liga-se aelRAodificado potasl, e regula a transcricdo de
rhIR na regido “lux-box” do promotor. RhIR liga-se aatoindutor correspondente, PAI-2, e
interage com a regido “lux-box’do promotohlA para iniciar a transcricdo dos genes da
ramnosiltransferase thlIAB. Os sistemaguorum sensinggs e rhl regulam também a expresséo de
numerosos outros genelmq B, lasA, aprA, toxA, xcp. As setas largas representam genes no
cromossomo dé&seudomonasOs retadngulos vermelhos representam sequéndiasindanicas de
20 pares de bases denominagao “lux-box” na regidimgtora. Setas continuas azuis demonstram a
producé@o proteica por um gene e setas pontilhadeselhasdemonstram onde o autoindutor,
ligado ao seu ativador transcricional corresporejertntrola positivamente a expressao génica.

Fonte: (SULLIVAN, 1998 — modificado).

Um segundo sistemguorum sensingcodificado pelos gendasRk e lag e
encontrado em uma regido diferente do cromossomd’.daeruginosatambém
influencia a expressao da biossintese de ramnalig®lJLLIVAN, 1998). O gene
lasR codifica o ativador transcricional (proteina IasBnquantolasl codifica o
autoindutor N-(3-oxododecanoil)-L-hemoserina lactona (PAI-1 o®-G;»-HSL),
como ilustrado na Figura 4 (PEARSON et al., 1994t ISVAN, 1998). A estrutura

quimica dos autoindutores esta ilustrada na figurRara iniciar a cascatporum
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sensing LasR e PAI-1 estdo em concentracdes basais. Doafe densidade celular
vai aumentandolask é ativado por Vfr (receptor de AMPc), e PAIl-laasica uma
concentracao suficiente para ligar-se a LasR (ALBLE®7; PESCI, 1997). Assim,
em altas densidades celulares, PAI-1 associa-sausmndutor lasR, regulando
positivamente a expresséoldd e rhiR. Aléem disto, Pesci et al. (1997) demonstraram
gue o sisteméas exerce um controle pos-transcricional sobre eiathll, pois PAI-

1 blogqueia PAI-2 de ligar-se a RhIR, até quantidasigficientes de PAI-2 ou RhIR
serem produzidas, superando este efeito bloque®dotanto, a interacdo dos dois
sistemagjuorum sensingunciona em cascata, sendsR elasl considerados como 0s
reguladores mestres (SULLIVAN, 1998).

o
/\/LLN a 0
"= o 0
N-butanoil-L-hemoserina-lactona /\/W\MN i o
H H "

(C4-HSL)
0

(- N-(3-oxododecanoil)l-L-hemoserina-lactona
/\/\)LN 3 o) (30-C,,-HSL)
H H
o]

N-rexanoil-L-hemoserina-lactona

Figura 5 — Estrutura quimica dos autoindutorgdi6L, N-hexanoil-hemoserina-lactona e 3Q-C
HSL.

Fonte: (Winson et al., 1995).

Rahim et al (2001) identificaram e caracterizaragfa primeira vez o gene
rhlC, responséavel por codificar a ramnosiltransfethse segunda glicosiltransferase
envolvida na sintese de ramnolipidio @maeruginosaO generhlC localiza-se em
um operon contendo um outro genpstrem PA1131, cuja funcdo ainda é
desconhecida. A expressédo do operon PAXhBX-demonstrou ser dependente do
sistemaguorum sensinghl da ramnosiltranferase | e uma regido bem consartlax
box” foi identificada na regido promotora do oper®ouco ainda se sabe sobre o

funcionamento deste operon.
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Resumindo, a primeira etapa da biossintese dodigidio envolve a producao
dos precursores TDP-ramnose3-idroxidecanoilB-hidroxidecanoato. Em seguida,
estes precursores sao colocados em contato proxdmoembrana citoplasmatica
através da ramnosiltransferase | para a producduat®-ramnolipidio. Parte destes
mono-ramnolipidios produzidos sédo secretados dimetée pela célula, enquanto que
a outra parte é transformada e di-ramnolipidio piaima ramnosiltransferase |l
sendo secretado para o0 meio extracelular. O menanide transporte dos
ramnolipidios para o meio extracelular ainda nda ekaro, sendo o produto do gene
PA1131 um forte candidato na realizacdo deste gmates ja que a analise de sua
seqiiéncia demonstrou 11 dominios transmembtéRA$IM et al., 2001).

No que se refere ao controle dos sistequaum sensing@ sua consequéncia
na expressdo de fatores de viruléncia, é interesssapnstatar que, em muitas
bactérias, a expressdo de alguns genes de viralémgdroducdo de antibioticos e
outros processos sao também controlados pelos tpeodesses sistemas georum
sensing Em P. aeruginosaalguns determinantes de viruléncia como elagtased),
Las A proteaseldsA), protease alcalinaaprA), exotoxina A {oxA), e genesxcp
requeridos para a secrecdo proteica, também sadadeg positivamente pelos
sistemadas e rhl, como ilustrado na Figura 4 (BRINT et al., 1995APON-HERVE
et al.,1997; PEARSON et al1997; PESCI et al., 1997; SULLIVAN, 1998). O estudo
destes controladores € de grande relevancia parsedicina terapéutica, pois a
inibicdo dos sistemaguorum sensindeva a diminuicdo da sintese de fatores de
viruléncia. Whiteley et al. (1999) identificaram ¢énes controlados pelos sistemas
las e rhl. Estes genes foram agrupados em quatro classasodgo com o padrao
temporal de resposta aos autoindutores durantesciorento celular. As classes | e 1l
responderam as moléculas sinais imediatamente, aptmuas classes Il e IV
responderam aos sinais somente na fase estaciopavelmente devido a outros

mecanismos controladores destes genes, preveniadexpressao precoce.

® Porgéio da proteina com sitios de localizagormansbranas (ALBERTS et al., 1997).
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Algumas proteinas exercem um efeito negativo idibira expressdo dos
sistemagguorum sensindgs e rhl de P. aerogionosae, consequentemente, possuem
um importante papel na regulacdo da producdo deetatle viruléncia. Dentre elas
podemos destacar: RpoS, DksA, QscR, RsmA, e M(BRANNY et al., 2001,
CHUGANI et al., 2001; DIGGLE et al., 2002; MEDINA al., 2003; PESSI et al.,
2001; WHITELEY et al., 2000). Recentemente, Pea(@992) relatou as principais
descobertas dos genes controladores do sistpmeum sensindas e rhl de P.
aerogionosa A proteina RpoS esta relacionada a resposta aesss de algumas
bactérias gram-negativas e é induzida enquantolasas entram na fase estacionaria.
A expressdo dgpoSaumenta a expressao de mais de 35 genes, a n&ivdklida na
resposta ao estresse. Entretanto,Rsmudomonas aerugingsBpoS parece atuar no
inicio da fase exponencial de crescimento, evidedo o controle negativo de RpoS
para o genehll nesta fase de crescimento (WHITELEY et al., 20@0)da na fase
exponencial, a proteina QscR exerce um controlativegna expressao do gelasl
(CHUGANI et al., 2001). Durante a fase estaciondigroteina DksA atua como
responsavel pela repressao ikl (BRANNY et al., 2001). As proteinas RsmA
(reguladora de metabdlitos secundario) e MvaT exarcum controle pos-
transcricional sobre ambos os genad, e rhll durante a fase estacionaria, causando,
consequentemente, a diminuicdo dos autoindutore€,3GSL (PAI-l) e G-HSL
(PAI-II), respectivamente (DIGGLE et al., 2002; FESt al., 2001). Portanto, os
sistemasquorum sensing lae rhl sdo controlados negativamente tanto na fase
exponencial, através as proteinas RpoS e QscRntajuea fase estacionaria do
crescimento d@. aeruginosapelas proteinas DksA, RsmA e MvaT (Figura 6).

Para ocorrer a producdo de ramnolipidio e consegisintese de fatores de
viruléncia, é necessario que a densidade celutejaeslta o suficiente para que o0s
autoindutores produzidos por varias bactérias gansipenetrar nas células e ligarem-
se aos seus ativadores transcricionais corresptasde@Gom isso, a expressao dos
geneslasl, rhll e do operonrhlAB é aumentada. Portanto, a dose infectante e a
colonizacdo microbiana estdo estreitamente relades a viruléncia de patologias

causadas poP. aeruginosacomo, por exemplo, a fibrose cistica. Todaviag est
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mecanismo ndo explica a producédo de ramnolipidicaethientes contaminados por
hidrocarbonetos, onde a densidade celular é prdsmmeinte baixa, mas a producédo de
biossurfactante € elevada, o que acelera o prockesdegradacdo. Nestes ambientes,
cada célula ira criar seu proprio micro ambienterdede cada micela, que estimulara
a producdo de biossurfactante independente do a@omdsn densidade celular
(SULLIVAN, 1998).

FASE

EXPONENCIAL
______ " v% (13°-C1Q-HSL)
las | |

(| ca-HsL)

f ______ : mv”,. (}c,-HsL)

L o+ 1% S
ESTACIONARIA fas | 1
v \4
A — (be,-hsL)
rhi |

Figura6 — Controle negativo sobre os sistergasrum sensinglas e rhl de
Pseudomonas aeruginogeelas proteinas RpoS, QscR, DksR, RsmA e
MvaT. Os genetasl e rhll sdo controlados por diferentes proteinas tanto
na fase exponencial quanto na fase estacionaria céscimento
microbiano. Os tridngulos representam a inibicatratascricdo do gene.

O aumento dos inibidores dos sistentagorum sensingpode auxiliar no
tratamento de doencas causadas Por aeruginosa Porém, em processo de
biodegradacdo de ambientes contaminados por peedierivados, € interessante que
estes controladores sejam inibidos, otimizandoijmss producdo de ramnolipidio.
Este € um exemplo simples da versatilidade micngbiem que a producdo de um
determinado composto (neste caso, ramnolipidioke pgat indesejada em algumas

situacdes e extremamente necessaria para outiceacépls.
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Resumindo, o operamlAB, responsavel pela sintese de ramnolipidioRrem
aeruginosa é controlado por dois sistem@gsorum sensirngportanto, para ocorrer a
producdo do biossurfactante é necessario que &ddascelular esteja elevada. Com
isso, a producdo de moléculas-sinal torna-se safeipara ligacdo aos autoindutores
especificos e consequiente ativacdo do operkB. Assim, o pico de producédo de
ramnolipidio ocorre no final da fase estacionadacdescimento microbiano, quando a
densidade celular esta tdo elevada que as protgimasontrolam negativamente os
sistemagyuorum sensingéo impedem a transcricdo dos genes (Figura 7)indext
al. (2003) demonstraram que o opendAB ndo € expressado durante a fase
logaritmica do crescimento d®. aeruginosa mesmo na presenca de seu ativador
transcricional (RhIR) e do autoindutor 48SL), concluindo que deve haver outros
elementos regulatérios que previnem a expressde dperon durante esta fase de

crescimento.
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Figura 7 — llustracdo esquematica relacionandoraacde crescimento microbiano (linha
continua) com a producéo de ramnnolipidio (linhatiftada) emPseudomonas
aeruginosa No inicio da fase exponencial, as proteinas QséBoS controlam
negativamente a expresséolas e rhll, respectivamente. Conforme a densidade
celular vai aumentandéask (1) é ativado pela proteina Vrf (receptora e AMPc
produzindo o ativador transcricional LasR. Duraatsegunda metade da fase
exponencial,lasl (2) é transcrito, sintetizando o autoindutor 3Q-8SL. A
producéo elevada de LasR e 3@-BSL, conforme o aumento do crescimento
microbiano, ativa a expressdo ddR (3) erhll (4), sintetizando o ativador
transcricional RhIR e o autoindutor,-8SL, respectivamente, no final da fase
exponencial. Consequientemente, a transcricao dompg@AB (5), produzindo a
ramnosiltransferase |, terd seu maximo durantesa &stacionaria, quando a
densidade celular esta tdo elevada que as protBkss, RsmA e MvaT que
controlam negativamente 0s sistemgsorum sensing ndo impedirdo a
transcricdo dos genes. As estrelas amarelasainstrmomento aproximado do
maximo de expressao dos gefes (1), lasR (2), rhIR (3), rhll (4), rhlAB (5).

As setas vermelhas indicam a atuagdo das protetmamsladoras dos sistemas
quorum sensingvide Figura 6).

2.2.3.2. Genética molecular da sintese de lipopeged porBacillus subtilis

Diversos microrganismos produzem peptideos condaties biolégicas, como
antibidticos, inibidores enziméaticos, toxinas e mossupressores, sendo de grande
importancia na medicina, agricultura, em pesquiBal®gicas e na industria. Alguns
destes peptideos sado sintetizados no ribossom@&mpa maioria € sintetizada

bioquimicamente por processos nao-traducionais (nAossomais), envolvendo
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enzimas especificas que catalisam reacfes de umndes moléculas especificas de
aminoacido presentes no meio (STACHELHAUS; MARAH|HEI995). De um modo
geral, estes peptideos contém um acido graxo ligadominoacidos que sofrem
extensivas modificacbes poés-transcricionais (STACHEUS; MARAHIEL, 1995;
DESAI & BANAT, 1997). A molécula de surfactina éngposta por um peptideo
ciclico contendo sete aminoacidos (Glu-Leu-D-Lel-Asp-D-Leu-Leu) ligados a
uma cadeia de &cido graxo de 13-15 carbonos, sendoido 3-hidroxi-13-metil
tetradecandico o componente mais abundante da mel@egura 2D). Este peptideo
€ sintetizado pela acdo da surfactina peptide@tasd, sendo uma aciltransferase
requerida no processo inicial de transferéncia detenla de 4cido graxo ao primeiro
aminoacido do peptideo (SULLIVAN, 1998). Considelanentdo, que a surfactina é
um pepetideo sintetizado bioquimicamente por untgeso ndo-traducional (RNA-
independente), a organizacdo molecular dos gempsenidos para sua producdo é

ilustrada na Figura 8.
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Figura 8 — Representacédo esquematica dos genesickerpupara a producao de surfactinaBamillus subtilis

regulados por dois sistemasorum sensingA regulacdo comeca com a transcricaica®X, e este
produto transcrito € modificado pelo produto doggeon®, tornando-se o peptideo sinal ComX.
ComX interage com ComP, uma histidina quinase dgadhembrana, que transfere um grupamento
fosfato a ComA. Uma vez fosforilada, ComA liga-se @momotor do operosrfA (comA-box),
iniciando a transcricdo da surfactina peptideoetase e transcricdo amnt, responsavel pelo
desenvolvimento da competéncia celular. O gsfpe localizado downstreamao operonsrfA
também é requerido para producéo de surfactinaségundo sistemquorum sensingodificado

por phrC produz um peptideo sinal denominado fator estidar da competéncia (CSF). CSF é
dependente do produto do gapeOK para atravessar a membrana celular. Quandoceotragéo

a expressdo do operanfA. As setas largas representam genes no cromossorBculgtilis. Os
retdngulos amarelos representam as sequéncias “boxiAna regido promotora d&fA param
ligacdo de ComA. A seta larga semicircular ilusttaanferéncia de um fosfato de uma enzima para
outra. Setas continuas azuis demonstram a produgeica por um gene e setas pontilhadas
vermelhas demonstram a regulacéo da expressaagénic

Fonte: (SULLIVAN, 1998 — modificado).

A surfactina peptideo sintetase possui estruturdutao (em subunidades),

sendo codificada por quatro ORFsppé€n reading framgsno operonsrfA - srfAA,

srfAB, srfAC, srfAD -, cada uma responsavel posteriormente pelédadie um ou

mais aminoacidos presentes na molécula do peptideny demonstrado na Figura 8
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(SULLIVAN, 1998). Em uma regido localizada a 4Kbwnstreamao operorsrfA,
localiza-se o genesfp (STACHELHAUS; MARAHIEL, 1995), e seu produto €&
responsavel pela ativacdo da surfactina sintetaisserés de modificacbes poés-
traducionais (LAMBALOT et al., 1996). Algumas cepas mutantes Rlesubtilis
desprovidas do gersp (sff’), mas contendo o opersnfA intacto, demonstraram ser
incapazes de produzir surfactina (STACHELHAUS; MARKEL, 1995).

Dentro do operonsrfA, esta presente uma ORF contendo o geaefS
(localizado entresrfAA e srfAB, Figura 8), também dependente do promettk para
sua expressao e cujo produto € responsavel pendsgimento da competéncia
celular para processos de transferéncias genddt®OUZA et al., 1994). Esta
competéncia natural corresponde ao estagio fismagp qual a célula bacteriana esta
apta a captar fragmentos de DNA sollveis no matessragmentos séo introduzidos
em regibes homologas no cromossomo bacteriano gssim, transforma-se
geneticamente (MADIGAN, 2000; SALOMON; GROSSMAN,9B). Devido a este
arranjo geneético, a ativacdo do opessfA, além de ser essencial para a sintese de
surfactina, é requerida também para o desenvolonda competéncia celular e
eficiéncia na esporulagcdo (YAKIMOV; GOLYSHIN, 1997STACHELHAUS;
MARAHIEL, 1995). Todo o mecanismo de regulacémg@eronsrfA esta relacionado
a outros fatores envolvidos no desenvolvimento @apeténcia, tais como ComX,
ComP, ComA e o fator estimulador da competéncid, (GRLLIVAN, 1998).

Um sistemaguorum sensingontrola a expressdo ¢efA via uma molécula
sinal, ComX, que se acumula no meio quando a dassidelular esta elevada. ComX
interage na membrana celular com duas moléculas-sBomP (histidina quinase
ligada & membrana), e ComA (proteina reguladorapn@o fosforilado por ComP,
ComA liga-se ao promotor derfA, iniciando a transcricdo do operon. O fator
estimulador da competéncia (CSF), sintetizado poioutro sistemguorum sensing
também influencia a expressdo . CSF é transportado através da membrana por
uma oligopeptideo permeasspdOK, e interage com, no minimo, dois diferentes
receptores intracelulares. Em baixas concentragiidslares, CFS estimula a

expressao derfA através da inibicdo da fosfatase RapC, que dafitssfComA. No
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entanto, em altas concentracdes, CSF inibe a egwedesrfA e estimula a
esporulacdo por um mecanismo, ainda desconheamigpendente de RapC. O
controle da expressdo do operon srfA esta repadema Figura 8 (SULLIVAN,
1998). Estudos genéticos caracterizando a prodigdiohenisina poB. licheniforms
demonstraram a similaridade na sintese e regulde&@s lipopeptideos (YAKIMOV;
GOLYSHIN, 1997).

2.2.4. Cinética do crescimento microbiano relaciola a producdo de
biossurfactante

Integrando com 0s mecanismos genéticos, fatoregciongis e ambientais
também estdo relacionados com a producdo de biaswmntes. A cinética da
producdo de biossurfactante exibe muitas variagékxionadas a utilizacdo de
substrato durante o crescimento microbiano. A pradupode estar relacionada ao
crescimento (Figura 9 A), ou pode ocorrer em cdieliclimitantes de crescimento
(Figura 9 B). No primeiro caso, a producao inididtaneamente ao crescimento
microbiano, a medida que o substrato é utilizado.aJproducdo em condicfes
limitante de crescimento ocorre somente na escaksanbstrato (DESAI; BANAT,
1997).
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® Producéo de biossurfactante

Figura 9 — llustracdo esquematica de dois difesetip@s de cinética de crescimento
para a produgdo de biossurfactante. (A) Producadidssurfactante
associada ao crescimento microbiano &ainetobactercalcoaceticus
(B) Producédo de bhiossurfactante em condicdo linetale crescimento
emPseudomonas aeruginasa

Fonte: (DESAI; BANAT, 1997)

25



2.2.4.1. Fatores nutricionais

Dentre os fatores nutricionais que influenciam mocpsso de producédo de
biossurfactante, pode-se destacar as fontes denmam nitrogénio disponiveis no
meio. (DESAI; BANAT, 1997). Cada microrganismo nesita de um meio apropriado
para seu crescimento, de modo que a escolha do ideab para a producédo de
biossurfactante irA depender da linhagem de miamsgio que sera utilizado,
avaliando as melhores condicbes para o0 seu deseneoto. Aléem disto, a
composicdo do meio de cultura pode afetar na cogfmmslo biossurfactante em
algumas bactérias (DESAI; BANAT, 1997; ZHANG; MILEE 1995).

Fontes de carbono soluveis em agua, como glicdsera, manitol e etanol
sao utilizadas para a producdo de ramnolipidioRsrudomonasp. No entanto, a
producdo pode ser aumentada com a adicdo ao meicultlea de compostos
hidrofébicos, como hidrocarbonetos alifaticos & atesmo, aromaticos (DESAI,
BANAT, 1997; DEZIEL et al., 1996). Santa Anna et §002) compararam a
producéo de ramnolipidio pé. aeruginosa utilizando n-hexadecano, parafina, déeo
babacu e glicerol como substrato. A maior prodw@biossurfactante, assim como a
menor tensao superficial, ocorreu quando foi @tz o glicerol como substrato, o que
ja era esperado, pois esta fonte de carbono é faeisde ser assimilada pelo
microrganismo que as outras. No entanto, a suplem@&m do meio com pequenas
quantidades de hidrocarbonetos policiclicos araoat{HPA) no inicio do cultivo
antecipa a producio de biossurfactantPemeruginosg DEZIEL et al., 1996).

Bactérias produtoras de biossurfactantes creseitiaglicose podem aumentar
sua producéo através da suplementacdo do meio Exddrante a fase estacionaria
do crescimento microbiano. Porém, alguns microggaos SO produzirdo
biossurfactantes quando iniciar o consumo de hatbhmmnetos, ou seja, somente apos
todo o carbono solivel no meio ter sido consumideste caso a utilizagcdo de
hidrocarbonetos é essencial a producao de biostamfas (DESAI; BANAT, 1997).

Com o objetivo de minimizar os custos de produgésiduos agroindustriais

tém sido utilizados como substrato na a produc83uaksurfactantes. Incluem: sobras
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de colheitas de mandioca, soja, beterraba, batate, datata, sorgo, trigo e arroz;
cascas de soja, milho e arroz; bagaco de canadiooanresiduos da industria de café
(polpa, casca e borra de café); residuos das makiste processamento de suco de
maca, uva abacaxi, banana, cenoura; residuos deafgn de doces; e ainda, outros
substratos, como serragem, espigas-de-milho, sk fabricacdo de cha e raizes de
chicéria (MAKKAR, CAMEOTRA, 2002; PANDEY et al., ZD). Outros substratos
imisciveis em agua tém sido sugeridos para a pémdde biossurfactantes, tais como
melado, soro do leite e residuos de destilaria (MAR, CAMEOTRA, 2002).

O metabolismo do nitrogénio esta diretamente retecio a producdo de
biossurfactantes. A capacidade de utilizar nitratonia e aminoacidos como fontes
de nitrogénio € amplamente observada entre os mamsmos desnitrificantes
(MULIGAN; GIBBS, 1989). Amobnia e uréia sdo as fae nitrogénio preferidas
para a producdo de biossurfactante Adhrobacter parafineusenquanto o nitrato
mostrou ser a melhor fonte de nitrogénio pBseudomonase RhodococcusA
estrutura da surfactina, produzida f@rsubtilisé influenciada pela concentracdo de
aminoacido no meio, podendo produzir valina ouilecomo o sétimo aminoacido
da cadeidDESAI; BANAT, 1997). A assimilacdo do nitrato @ligada pelas reacdes
de reducao do nitrato a amonia, catalisada pelamas redutase do nitrato e redutase
do nitrito, seguida pela reagcao de assimilacaond@na. Existem dois mecanismos
bioquimicos pelos quais a amoOnia € assimilada. @esdconsiste na reducdo a
glutamato em uma Unica etapa, catalisada pelanghitadesidrogenase (GDH), e é
eficaz em ambientes onde existe uma grande qudstida amonia (Figura 10A). O
outro consiste num processo de duas etapas, emaqgkitamina atua como
intermediario na formacdo do glutamato, atravésetasmas sintetase da glutamina
(GS) e sintetase do glutamato (GOGAT), e ocorreaembientes onde existe pouco
suprimento de amoénia (Figura 10B,C). O glutamato @rincipal doador de grupos
amina nas reacbes de formacdo dos aminoacidos (MARNI et al., 2000;
MULLIGAN; GIBBS, 1989). Mulligan e Gibbs (1989) daeveram a relacdo das
atividades destas enzimas na producdo de biostnfac por Pseudomonas

aeruginosa utilizando vérias fontes de nitrogénio. Nessédahao, o aumento dos

27



niveis de GS coincidiram como o decréscimo dadsdte de GDH, indicando a
preferéncia para a via GS-GOGAT durante a produd@obiossurfactante. Esta
condicdo pode ser obtida em meio pobre de ions iamd@xiveis baixo de aménio
promovem uma maior assimilacdo do nitrogénio, poia GS-GOGAT ¢é ativada
produzindo duas moléculas de glutamato. Assim, enesftudo, culturas que
produziram maior atividade de GS foram as que atar@m a producdo de
biossurfactantes (MULLIGAN; GIBBS, 1989).

®) NADH NH,;

. |
a- Cetoglutarato + NH; »  Glutamato
GLUTAMATO DESIDROGENASE (GDH)

®) NH. ATP NH, NH
| NH \ > | !
Glutamato ~ + 2 SINTETASE DA GLUTAMINA (GS) Glutamina _
©) NH, NH> NADH NH,
I \
Glutamina + o- Cetoglutarato » 2 Glutamato

SINTETASE DO GLUTAMATO (GOGAT)

Figura 10 — Assimilacdo da aménia em bactérias.n@ua concentracdo de N elevada, as células sdo
capazes de assimilar o composto através da reagdglufamato-desidrogenase.Quando a
concentracdo de NH& baixa, as células realizam as reacfes da ghdasimitetase e glutamato
sintetase, para utilizar a energia produzida pétmdlise de uma ligacdo de pirofosfato na
assimilacdo da amoénia.

Fonte: (MADIGAN et al., 2000 - modificado).

2.2.4.2. Fatores ambientais

Fatores ambientais como pH, temperatura, agitacadisponibilidade de
oxigénio também afetam a producdo de biossurfagaridentre os produtores de
biossurfactante, a faixa 6tima de pH para a praaegsia entre 6,5 e 8. Porém, a

atividade dos biossurfactantes permanece estaveluman extensa faixa de pH
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(DESAI; BANAT, 1997). A temperatura e a aeracdo lam devem ser
cuidadosamente ajustadas no processo de producdmosEurfactantes, ja que a
grande maioria das bactérias produtoras de bi@darftes cresce bem a temperatura
ambiente (28°G 2°C) e o tratamento térmico pode alterar a estiaioié de alguns
biossurfactantes. Porém, algumas bactérias, corha@wms termofilicos, sdo capazes
de produzir biossurfactantes em temperaturas adii®a40°C, sem alterar a
estabilidade e sao utilizados na recuperacdo dalpetem aguas profundas. A
velocidade de aeracdo também deve ser ajustadandEpdo do microrganismo em
guestdo. Em leveduras, por exemplo, a producaaogdsurfactante aumenta quando a
agitacdo esta elevada (DASAI; BANAT, 1997).

2.2.5. Funcao fisiolégica dos biossurfactantes

No estudo da funcéo fisiolégica dos biossurfacgréeémportante enfatizar que
eles sdo produzidos por uma vasta variedade dengérismos e possuem diferentes
estruturas quimicas e propriedades superficiaistafo, € esperado que o0s
biossurfactantes tenham diversas funcdes fisichdgigue possibilitem uma maior
competitividade microbiana na busca pela colonizaigium nicho ecolégico. Como
suas estruturas quimicas e propriedades de supedic tdo diferentes, é natural que
alguns grupos sejam mais vantajosos que outrosnemeterminado nicho ecolégico.
Assim, € impossivel generalizar ou identificar uwoamais fungées comuns a todos os
surfactantes microbianos (RON; ROSENBERG, 2001gnt@ndimento das funcbes
fisiolégicas auxilia no estudo da aplicabilidadalustrial que estes compostos

possuem. As principais funcdes naturais séo resamd Tabela 2.
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Tabela 2 — Principais fungdes fisioldgicas dosdidsctantes

Funcéo Fisiolégica

Referéncias

Emulsificacdo e solubilizacdo de hidrocarbonetos MILLER; ZHANG, 1997; DEZIEL et al., 1996; RON;
ROSENBERG, 2001.

HERMAN et al., 1995; RDSENBERG, 2001.

compostos insollveis em agua

Remocdo de metais pesados

Patogenia

Atividade antimicrobiana

Habilidade em colonizar
ecoldgico

SULLIVAN 1998

NITSCHKE; PASTORE, 20020R; ROSENBERG,

2001.

2001.

um determinado nichBTSCHKE; PASTORE, 2002; RON; ROSENBERG,

2.2.6. Potenciais aplicacfes industriais dos biosfactantes

O conhecimento das diversas funcdes fisiologicashitussurfactantes facilita o

entendimento de suas potencias aplicacdes indastAa Tabelas 3 e 4 resumem

algumas aplicacdes

biossurfactantes.

Tabela 3 — Potenciais aplicacdes terapéuticasidesurfactantes

terapéuticas (Tabela 3) e casrqTabela 4) dos

Biossurfactante

Microrganismo

Aplicacdes terapéutias

Surfactina

Iturina

Pumilacidin

Lipopeptideos

Glicolipidios

Trehalolipidio

Trehalose dicorynomycolato

Bacillus subtilis

B. subtilis

Streptosporangium amethystogesigh
spfukuienseA1-23456

Canida antarticar-34

Rhodococcus erythropolis

Agente  anti-micoplasma, anti-
tumoral, anti-fungico e anti-viral
Agente anti-fungico

Agente anti-viral, propriedades anti-
ulcerativas

Fator estimulante da colonizacdo de
granuldcitos (G-CSF)

Induc&o da diferenciagéo celular em
promieldcito humano em célula de
leucemia linhagem HL60 e agente
anti-tumoral

Inibicdo do virus herpes simplex e
influenza virus

Propriedades anti-fungicas

Fonte — (BANAT et al., 2000)
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Tabela 4 — Principais aplica¢cdes comerciais dossbidactantes

Funcdes Aplicagcdes Comerciais

Emulsificantes e dispersantes Cosmeéticos, tintagdmediacao, 6leos, alimentos
Solubilizantes Produtos farmacéuticos e de higiene

Agentes molhantes e penetrantes Produtos farmecéutéxteis e tintas

Detergentes Produtos de limpeza, agricultura

Agentes espumantes Produtos de higiene, cosmétitamcao de minério
Agentes espessantes Tintas e alimentos

Sequestrantes de metais Mineragéo

Formadores de vesiculas Cosméticos e sistemasaltadéo de drogas

Fator de crescimento microbiano Tratamento de wesidleosos

Demulsificantes Tratamento de residuos, recuperdegetroleo
Redutores de viscosidade Transporte em tubulag@Esjutos

Dispersantes Misturas carvao-agua, calcario-agua

Fungicida Controle biolégico de fitopatdgenos

Agente de recuperacdo Recuperacao avancada diepdiiEOR)

Fonte: (NITSCHKE; PASTORE, 2002)

2.2.7. O papel dos biossurfactantes na biorremediag

Os microrganismos degradadores de hidrocarbone®sngpenham um papel
fundamental em processos de biorremediacéo, tahqueducdo de biossurfactante é
extremamente importante nestes procedsgistem dois mecanismos pelos quais 0s
biossurfactantes aumentam a taxa de degradacaadaedrbonetos. Primeiro, oS
biossurfactantes podem solubilizar compostos hidiobs entre as estruturas das
micelas, aumentando efetivamente a solubilidade Hddrocarboneto e sua
disponibilidade para a célula. Segundo, os bioastafites podem fazer com que a
superficie da célula fique mais hidrofobica devalonaior associacédo da superficie
celular com o substrato hidrofobic@®L-TAHHAN et al.,, 2000). A adicdo de
biossurfactantes € vantajosa em locais onde oigresto microbiano € lento (p.ex.,

em baixas temperaturas ou na presenca de altantoag@o de poluentes) ou quando
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os poluentes consistem em HPAs (RON; ROSENBERG2)2@s biossurfactantes
podem ser aplicados como aditivos para estimula@rozesso de biorremediacgao.
Noordman e Janssen (2002) verificaram que a prasgsgamnolipidio estimulava a
degradacdo do hexadecano pdétseudomonas aeruginosgrodutora deste
biossurfactante. Isto provavelmente ocorreu deaml@umento da hidrofobicidade da
superficie celular bacteriana apds a extracao igopdlissacarideos da parede pelo
ramnolipidio (AL-TAHHAN et al., 2000).

Transferéncia horizontal de genes responsaveisspaiase de biossurfactantes
tem sido demonstrada em bactérias. Esta descqimssai significantes implicacdes
ecolégicas em populacdes microbianas mistas, pramy@ndo uma maior
variabilidade genética interespecifica entre mgaaismos degradadores
(OSTERREICHER-RAVID et al., 2000).

2.2.8. Viabilidade econdmica no uso de biossurfacites

A viabilidade econbmica costuma ser o0 “gargalo” dgsocessos
biotecnoldgicos, especialmente no caso da prodieddossurfactantes. Estes tém que
competir com surfactantes de origem petroquimica ®@s aspectos: custo,
funcionalidade e capacidade de producédo para atendecessidade da aplicagcdo. O
alto custo de producédo é incompativel com o pracessrecuperacdo avancada de
petroleo (MEOR), o qual requer grandes volumesidsshrfactantes. Alguns fatores
podem diminuir o custo de producdo nesses casas,ctano: (i) selecdo de
microrganismos adaptados a area poluida; (ii) dim@o do custo do processo de
recuperacdo do biossurfactante; (iii) crescimenigragbiano em substratos mais
viaveis economicamente (MAKKAR; CAMEOTRA, 2002).

2.3. Diversidade microbiana

O estudo da microbiota presente em areas contaasnattavés das técnicas

tradicionais de cultivo, permite o isolamento decnmiganismos degradadores,
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potenciais produtores de biossurfactantes. No Bmtastas técnicas ndo permitem
isolar e identificar a grande maioria da populagéiorobiana presente no ambiente,
pois 0os meios de cultura seletivos ndo sao capdeesnimetizar as condi¢des
ambientais em que 0S microrganismos estdo adaptadmsm, para estudar a
diversidade microbiana presente em amostras amisem necessidade de extrair o
DNA microbiano total para analisar através de metadoleculares.

O estudo da diversidade microbiana aborda questdobse a composicao,
estrutura e equilibrio ecolégico dessas comunidaalém de buscar o entendimento
sobre a atividade e funcao de seus habitantes (&NDONI et al., 1990, TORVISK
et al., 1990). Este estudo possui limitacbes, tamimo descricdes taxondmicas
incompletas para a maioria das espécies conhec&asprincipalmente, a
impossibilidade de cultivo e isolamento da grandeonman dos microrganismos. Os
métodos tradicionais de classificacdo microbiamaghdos na morfologia e fisiologia,
podem nao refletir o comportamento microbiano gu@r@ no meio ambiente, pois a
mesma linhagem pode revelar diferentes caractastiguando cultivada em
laboratério. Portanto, existe uma necessidade emésgor métodos mais rapidos e
eficientes para o estudo da diversidade microbig@QUTINHO et al., 1999).
Diversas pesquisas tém demonstrado que a granderianaios microrganismos
presentes em amostras ambientais ndo pode sedasofelos métodos de cultivo
tradicionais. Apenas 0,001% a 0,3% dos microrgamsspresentes na agua do mar e
em amostras de solo, respectivamente, sdo culis/76&MANN et al., 1995). Muitos
microrganismos presentes no solo sdo tdo bem aldepto seu habitat natural que
ndo se conseguem cultivd-los em laboratério (ROBBISALEG et al., 2001).
Portanto, as técnicas tradicionais de cultivo alde subestimarem a grande
diversidade microbiana presente em amostras arasenndo traduzem o real
comportamento microbiano que ocorre no meio amdIROOSE-AMSALEG et al.,
2001).

Com o desenvolvimento de técnicas para a anals@ddos nucleicos, DNA e
RNA, o estudo da diversidade microbiana pode sqrloexdo geneticamente,

permitindo a identificagdo e enumeracdo de pratcaen todos os membros da
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comunidade microbiana. A analise do DNA fornecernmiacédo sobre a composicao
(estrutura) da comunidade, enquanto que a anaigeNh pode elucidar a atividade
metabdlica (funcdo) das populacfes microbianasicpltes (TREVORS; VAN
ELSAS, 1989).

Os métodos moleculares apresentam vantagens emacelaos métodos
tradicionais de cultivo, pois (i) sdo altamenteeesficos para detectar um gene ou
sequéncias de acidos nucleicos de um organismdcyart ou de um grupo de
organismos; (ii) dispensam o cultivo e o isolameasrtocultura pura; (iii) sdo técnicas
muito sensiveis, permitindo a identificacdo de uaiamnimero de microrganismos;
(iv) podem ser utilizados em estudos filigenétiaéy) em geral, o0 genoma bacteriano
€ altamente estavel e ndo é afetado pelas condigbesescimento (COUTINHO et
al., 1999).

Para o estudo da diversidade microbiana atravéeatecas moleculares, os
acidos nucleicos, DNA ou RNA, devem ser inicialnepktraidos das populacfes
microbianas mistas e utilizados nas diferentesatgfias moleculares, a fim de
identificar os membros da populacdo e determinaoraplexidade da comunidade,
esclarecendo as relagbes filogenéticas entre aéciesp microbianas (ROOSE-
AMSALEG et al.,, 2001; COUTINHO et al., 1999; LUZQ@)). Existem diversas
técnicas que visam extrair o DNA total de amostatientais. Porém, nenhum
método € universalmente aplicavel para o estudbagd#rias autoctones, pois cada
tipo de amostra, devido a sua propria naturezaiereg otimizacdo de um método de
extracdo proprio (ZHOU et al.,, 1996). Microrganismeolados séo, naturalmente,
mais facilmente lisados que 0s microrganismos &ué@s ndo cultivaveis
(JACOBSEN, 1995TSAIl; OLSON, 1991).

2.3.1. Extracdo do DNA total de solo

Os acidos nucléicos constituem o material atrav@sgdal sdo realizadas
analises filogenéticas (taxondmicas), tipagensspeaes ou linhagens e analises da

diversidade microbiana de organismos em amostrégeatais. No entanto, para que
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tais analises possam ser realizadas, o DNA pregsasolado (COUTINHO et al.,
1999; KRSEK; WELLINGTON, 1999; ROOSE-AMSALEG et al., 200ITodos os
métodos descritos para a extracdo de DNA totabttesfio baseados ou na extracao
do DNA celular, ap0s o isolamento das ceélulas rhiamas presentes no solo, ou
através da lise direta de todo o material presemtsolo. O segundo método € o mais
utilizado por ser mais representativo sobre a codagle microbiana total (ROOSE-
AMSALEG et al., 2001). O processo de extracdo dRMNavés da lise direta requer
alguns procedimentos basicos, como resumidos n@ld &bA lise celular costuma ser
uma etapa critica no processo de extracao, tendbinadidade o rompimento de um
maior niumero de células, para que os acidos nosl&ejam liberados em solucdo
(Tabela 5). Este procedimento pode ser realizadobowndo meétodos fisicos,
guimicos e enzimaticos (ROOSE-AMSALEG et al., 20@byrém por este método, o
DNA extraido pode estar, em grande parte, degradaidmte disso, a metodologia
necessita ser cuidadosamente ajustada de acordacamenamostra a ser analisada
(COUTINHO et al., 1999).

Tabela 5: Principais tratamentos e suas fun¢feximacdo do DNA microbiano total de solo para odstda
diversidade microbiana

Tratamento Reagente / processo Funcéo

1. Lise
Objetiva Romper a parede e
membranas celulares, liberando o
DNA no meio. Pode ser:

- Choque térmico; sonicacad®romover o rompimento da

- Fisica fervura; bead-beating maceracdoparede e membrana celular
com N, etc. através de forcas mecanicas.
i uimica - Detergentes: dodecil sulfato dBissolver os lipideos de
Q sddio (SDS), triton 114, sarcosimembrana, solubilizar,
brometo de N-cetil-N,N,N-dissociar e desnaturar
trimetilaménio (CTAB). proteinas, inibir a acdo de
nucleases.
- Enzimatica

- Proteases (proteinase K) [Besnaturar as proteinas de
Lisozimas. parede e membrana celular e
hidrélise do muropeptideo.
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(continuacao)

Tratamento Reagente / processo Funcéo

2. Separacédo do DNA

Objetiva Separacdo do DNA dos Solventes organicos: fenol; fenobBesnaturar  proteinas e

- loroférmio; cloroférmio-alcool separar o DNA devido a
demais componentes celulares . . x A i
isoamilico. formacdo de trés fases:

organica, intermediaria

(contendo as  proteinas
desnaturadas) e aquosa
superficial ~ (contendo o
DNA).

Tiocianato de guanidina. Agente  caotrépico  que
realiza pontes de H com as
moléculas de agua, causando
desestabilizacdo das ligacbes
entre as proteinas sol(veis no
meio e a agua.

3. Precipitacdo do DNA

- L - Precipitacéo alcodlicaRetirar as moléculas de agua
Objetiva Precipitacdo do DNA par"jl‘aopropanol; etanol. das hélices do DNA,
ser ressuspenso em menor volume dé

" ~ rovocando sua precipitacao.
dgua ou tampdo, concentrando a P precipitag

amostra. o .
- Precipitacdo com sal: acetato d¥eutralizar as cargas

sédio; acetato de amdnio. negativas (fosfato) do DNA,
promovendo sua agregacao.

Reduzir o poder de

- Polietilenoglicol (PEG). solubilizag&o da agua.

4. Purificacéo

Objetiva Remocao de &cido humice  Polivinilpirrolidona (PVP); Adsorver compostos

e falvico, matéria  organicaPolivinilpolipirrolidona (PVPP).  fendlicos e hamicos através
endunucleases e demais inibidores da formacéo de pontes de H
da tag DNA polimerase. entre estes compostos.

- Cromatografia de filtracdo em gelAtravés da utilizacdo de
colunas contendo resinas,
permite a purificacdo do
DNA devido a passagem das
moléculas menores através
0s poros da coluna.

- Cromatografia de adsorc¢éo. Através da utilizaco de

colunas anibnicas, permite a
purificagdo do acido nucleico
apo6s a adsorcéo do DNA por
uma matriz de carga positiva.

O solo contém grande quantidade de acido humidstéacia inibidora daaqg
DNA polimerase, enzima responsavel pela amplificag& cadeia do DNA na técnica

de PCR. Substancias humicas sdo compostas porutadé@rganicas heterogéneas, de
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ocorréncia natural, com coloracdo entre amarelaetopcom pesos moleculares
relativamente altos e resistentes a degradacdo GEOXMSALEG et al.,, 2001).
Essas substancias, em funcdo de suas caracterigiidmicas, sdo normalmente
extraidas juntamente com os acidos nucléicos dataanambiental. Desta forma, o
DNA extraido através da lise direta deve passaupotratamento de purificagdo, com
a finalidade de remover os inibidores Taq DNA polimerase (COUTINHO et al.,
1999).

2.3.2. Analise dos genes que codificam o rRNA notedo da filogenia e
diversidade microbiana

Os esquemas de classificagcdo taxondbmicas tradisialt& organismos vivos
tém sido baseados nas analises fenotipicas. Hrtretas avancos da biologia
molecular, através da analise dos acidos nucletéas,permitido uma classificacao
mais fidedigna, por serem métodos mais sensivelg,(R000). Assim, a classificacao
toxondmica e filogenética entre os seres vivosquaasser baseada em caracteristicas
moleculares, sendo a analise de seqiéncia dos garee® RNA ribossomal (rRNA)
amplamente aplicada em estudos filogenéticos (12000; NAHUM, 2001). Arvores
filogenéticas baseadas na andlise das sequéncaget@s do rRNA dividiram os
seres vivos em trés grandes dominidschaea Bacteria e Eukaryg porém, um
mesmo ancestral € comum a todos os trés dominld&BNHOLTZ, et al., 1998). A
raiz da nova arvore universal, baseada na sequéres&rutura do rRNA , representa
um ponto na histdria evolucionaria em que todagdes na terra compartilhavam um
ancestral comum, o chamado ancestral universal (l12000; WOESE et al., 1998;
WHEELIS et al., 1992).

Os rRNAs (Figura 11) sdo moléculas “ancids”, bdsetaconservadas e
encontradas em todos 0s organismos vivos. Port@mosido utilizadas para discernir
inter-relagcbes  evolutivas, servindo como  “crondoetr evolucionarios”
consideravelmente importantes. Com o passar dodeag espécies evoluem, e a

sequéncia de rRNA reflete as diferencas entre dlasanalises comparativas destas
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sequéncias podem fornecer a genealogia molecula @aformacdo de arvores
filogenéticas, mostrando a posicdo evolutiva dgmmismos e determinando inter-
relacdes entre eles (LUZ, 2000).
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Figura 11 — Estrutura do rRNA 16S Hecherichia coli(A) e do rRNA 18S d&accharomyces cerevisiéB).
Os nucleotideos sédo divididos em cinco grupos,cdeda com a variabilidade entre as seqiiéncias.
As regides mais variaveis estdo marcadas de veongelis menos variaveis em azul. As regibes
totalmente conservadas estdo marcadas de lilasorAcioza representa regides presentes no
cromossomo dé. coli (A) e S. cerevisiagdB) porém ausentes em 75% das demais bactérias e
leveduras.

Fonte: (VAN DE PEER et al., 1996)

E a ubigiidade das moléculas de rRNA que permie ajanalise de suas
sequéncias possam ser utilizadas para relacior@agasismos entre si. A molécula de
rRNA possui sequiéncias interespecificas altamentmservadas e regides
flanqueadoras com maior variabilidade, possibitiara analise filogenética nos
diferentes niveis taxondmicos (FUNGARO, 2000; GUTHt al., 1994; VAN DE
PEER et al., 1996).

A regido do DNA que codifica o rRNA apresenta-sencaim cluster génico,

repetido centenas de vezes no genoma (Figurad2)yal se tem os genes 18S, 5,8S e
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28S, em eucariotos (FUNGARO, 2000); estes genesss@arados por regidoes
extremamente variadas denominadas lifgi(nal transcribed spaceHHEAD et al.,
1998), conforme ilustra a figura 12A. A regido 188r exemplo, é a mais conservada
e, por isso, € utilizada apenas para comparacadmrdanismos distantemente
relacionados. A porcdo 28S é mais variavel e, ptwtaé apropriada para a
comparacdo de diferentes géneros ou, em algunss,caso diferentes espécies
(FUNGARO, 2000).

(A)

ITSI ITSII
Gene
G 535 Genel8S

Diversidade

—
ene 18 S

| 1
1 1
1 |
L — -iniraespecifica— — 4

Ordem ou acima Espécies e Géneros
tRIVA
(B) Geme 16 S | 45 jmeml  Genezss |
| ]
| |
- _JTS - = =
Diversidade
intraespecifica

FIGURA 12 — Estrutura do cluster génico que codificrRNA em eucariotos (A) e
em bactéria (B). A regido ITS é a que apresentamariabilidade
genética entre as espécies.

Fonte: (FUNGARO, 2000; SNUSTAD; SIMMONS, 2001 - rifmédo).

Em procariotos, a regido do DNA que codifica o rRaj#esenta os genes 16S,
4S e 23S e 5S. Entre os genes 16S e 23S estatprasegido ITS altamente variada
e, portanto, adequada para os estudos de diveesidardespecifica em bactérias,
conforme Figura 12B (GUTELL et al., 1994). O gersrgo rRNA 16S é uma
excelente molécula marcadora para analise filogenéima vez que (i) esta presente
em todas as bactérias; (i) apresenta regido oamd@rassim como regido variada

(regido ITS flanqueadora dos genes 16S e 23Sandmpossivel o desenvolvimento
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de primers e sondas com diferentes niveis de especificid@detem informacédo de
sequéncia suficiente para inferéncia filogenétiea(iv) estd presente em grande
namero e células, o que facilita sua deteccdo (MERZSMALLA, 1998). Além
disso muitas sequéncia estédo disponiveis em basaadbs de livre acesso, tais como
Genbank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/) e RDP Ribosomal Database Project Il
(http://rdp.cme.msu.edu/html/).

As regides ITS, tanto em eucariotos quanto em pios, evoluem
rapidamente e sdo apropriadas para discriminacespeelacionadas, ou até mesmo
variedades de uma mesma espécie. O fato das rediSeserem flanqueadas por
segmentos conservados, serem relativamente c@@8sa( 500 pb em procariotos e
500 a 800 pb em eucariotos) e aparecerem em gramdero de copias no genoma de
eucariotos, permite que sejam amplificadas e sethmas com facilidade
(FUNGARO, 2000).

2.3.3. Estudo da diversidade microbiana através d&cnica de DGGE

Diversas técnicas moleculares podem ser empregadastudo da diversidade
microbiana, a partir da analise do gene que cadificcRNA (rDNA). Dentre as
técnicas mais utilizadas, o DGGBEgnaturing Gradient Gel Eletrophore}item sido
uma importante ferramente para o estudo filogemétms comunidades microbianas
mistas, além de permitir a identificacdo de micaoigmos néo cultivaveis. O DGGE é
uma técnica baseada na eletroforese dos fragme¢osDNA, previamente
amplificados pela reacdo em cadeia da polimera@®)Pem gel de poliacrilamida
contendo um gradiente linear de agentes desnatgrémtéia e formamida) de DNA
(COUTINHO et al., 1999). Para o estudo da divedgdeicrobiana, o gene para o
rRNA tem sido freqientemente utilizado (MUYZER,aét 1993); entretanto, outros
genes preservados podem ser igualmente analisadd3GGE (COUTINHO et al.,
1999).

Durante a corrida eletroforética, pequenas regd@®minadas dominios de

desnaturacdo sofrem dissociacdo das fitas dupleehdéé DNA, gerando moléculas
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parcialmente desnaturadas com mobilidade eletriidaréetardada. Quando o ultimo
dominio (0 mais estavel) sofre desnaturacdo, o nfeamo tem suas fitas
complementares totalmente dissociadas e o podeesitducdo do gel é perdido.
Contudo, uma sequUéncia rica em guanina (G) e c#ofl), cerca de 40 bases, é
acoplada a extremidade 5 darimer forward Assim o fragmento do rDNA
amplificado desnatura como um dominio Unico duranterrida eletroforética e esta
sequéncia rica em GC permanece em configuracae@xuphpedindo a completa
separacdo das duas fitas da molécula de DNA. Aagdss na composicdo de bases
dentro destes dominios alteram o0 comportamento dssnatiracdo e,
consequentemente, o padréo eletroforético no galafierante apresenta-se diferente
para cada microrganismo (MEYERS et al., 1985).

O numero de bandas visualizadas no gel €, na rmalas vezes, proporcional
ao numero de individuos diferentes que constitusnpapulacdes. No entanto, em
algumas linhagens, duas ou mais bandas tém sidtacddas, devido a
heterogeneidade das sequéncias do operon do gemeRJdA, ou seja, 0 mesmo
operon pode ser repetido no genoma de forma héteeag gerando bandas diferentes
em microrganismos da mesma espécie. Portanto, @enpre o nimero de bandas em
um gel correspondera, necessariamente, ao numerindigduos presente na
populacdo em estudo. Além disto, as informacdessdaiéncias genéticas geradas a
partir do DGGE séao limitadas, uma vez que a sefardgs produtos de PCR maiores
gue 500 pb é reduzida, diminuindo a sensibilidaa¢éédnica (MUYZER; SMALLA,
1998).

A andlise da sequéncia de DNA, ap6s a separacdmfetética em gel
desnaturante, foi originalmente desenvolvida naquea meédica para detectar,
identificar e localizar mutacfes de ponto, natueaiaduzidas (FISHER; LERMAN,
1983). Atualmente, o DGGE é amplamente empregada paestudo da ecologia
microbiana molecular, aliada a extracdo direta d¢ADda comunidade, estudos
filogenéticos dos membros da comunidade e estuddlimi@mica de populaces
especificas em funcéo de variagdes ambientais swwatadicbes operacionais de um
sistema (COUTINHO et al., 1998JUYZER et al., 1993 TESKE et al., 1996). Por
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fim, o DGGE também ¢é Uutil para comparar a eficaeia reprodutibilidade de
diferentes protocolos de extracdo de DNA.

A caracterizacdo da diversidade microbiana respmhgdela degradacédo de
petréleo torna-se necessaria para o entendimentcaagia microbiana das areas
contaminadas, relacionando os microrganismos eradodg com a eficiéncia do
bioprocesso de degradacdo. Dentro do projeto desiigpacdo no qual se insere este
trabalho aqui apresentado, sera esta caracterizdgadiversidade microbiana por
DGGE a proxima etapa.
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ABSTRACT

In the attempt to assess the presence and suifgmtential of naturally occurring
microbes from a tropical environment, in a soil jeabed to petrochemical
contamination, a sample from the landfarming of Landulpho Alves Petroleum
Refinery (Bahia, Brazil) was processed to allow fkelation of the indigenous
microbial community capable of growing on petroleasithe exclusive carbon source.
Out of 60 isolates screened by petroleum-basedtgroil demonstrated surfactant
activities over various types of oils by drop-cpba methodology. These surfactant-
producing isolates revealed four distinct groupstenbasis of their growth profile in
liquid culture for 132 h. All of them had theirdirdetection of surfactant activity in a
narrow range of time (between 90 and 96 h), shovdifigrences in the levels of
surfactant activities, assessed by a supernathniedi procedure followed by the
drop-collapse test. The growth profiles and sudactctivities, suggests that the 11
isolates are distinct microbial entities, with putally different surfactant compounds,
possibly useful to a variety of industrial and eowmental applications.
Consequences of these findings and future dirextioh research aiming at the
development of strategies for bioremediation ofgetemicals-contaminated areas are

discussed.

KEY-WORDS: Biorremediation - biosurfactant - biodegradatiolandfarm -

microbial community - petrochemical industry - d#um.
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INTRODUCTION

Biosurfactants are produced by an wide array ofrooiganisms and have
different surface properties, chemical structured aolecular size (Karanth et al,
1999). As synthetic surfactants, biosurfactantbilsta dispersions of one liquid in
another, e.g. oil in water emulsions (Ron and Resey 2001), and have a variety of
potential applications. A number of environmentald aindustrial uses has been
reported, such as bioremediation of areas contdednay hydrocarbons, crude oil or
toxic heavy metals; oil recovery enhanced by mieeofMEOR); application as
additives in cosmetic, food and pharmaceutical stles; use in pesticides and
herbicides formulations; and production of therdigegompounds with antibiotic,
antiviral and antitumor effects (Makkar and Camap2002; Nitsche and Pastore,
2002; Desai and Banat, 1997). Despite all thesee@sing interests in the use of
biosurfactants, little is currently known about tkeology and/or distribution of
biosurfactant-producing organisms in the environm@oudour and Miller-Maier,
1998; Bodour et al., 2003), specially in tropichinates. It is, therefore, reasonable to
assume that different types of biosurfactants different roles in the growth of its
producing microorganisms in a specific ecologiaaha (Ron and Resenberg, 2001).
The identification, characterization, molecular ggrs and roles of biosurfactants
produced by various microorganisms have been axwysreviewed (e.g. Makkar
and Cameotra, 2002; Nitsche and Pastore, 2002;aRdrResenberg, 2002; Ron and
Resenberg, 2001; Karanth et al, 1999; Sullivan818@sai and Banat, 1997).

Several methods have been described for a rapititajive and quantitative
screening of microorganisms with potential biosctdat activities, most of them
based on the capability of reducing surface anglfiatial tensions in aqueous media.
The analytical methods include axisymmetric droppghanalysis (ADSA) (Van der
Vegt et al, 1991), rapid drop-collapsing test (Jalt®93), direct thin-layer
chromatographic technique (Matsuyma et al, 1994fjmation of the emulsification
index value (E-24, Cooper and Goldenberg, 1987, smveral colorimetric methods,
useful for different classes of surfactants (eStlga et al, 1993; Hansen et al, 1993;

Siegmund and Wagner). The estimation of biosurfdactctivity can be easily
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achieved by tensiometer measurements, with thiearihicelle concentration (CMC)
calculated by the solubility of the surfactant im @jueous phase (Desai and Benat,
1997). Nevertheless, the 'drop-collapse’ methoddeasonstrated several advantages
over methods that measure surface tension, sirsadler volume is required, the
effective range of measurement is greater and #sdoot require specialized
equipment (Boudour and Miller-Maier, 1998). Thisthwa is essentially based on the
dispersion of an aqueous drop over an oil surfaaeis a direct consequence of the
levels of surfactants present. Because these camdgodisplay hydrophilic and
hydrophobic groups in their molecules, they disité along the aqueous-oily
interface, causing an easily detectable reductioihe interfacial tension between the
two phases (Nitsche and Pastore, 2002).

The petrochemical industry is extremely diversealidg with petroleum-
derived products with a recalcitrant nature in t®rof biodegradation, which cause
significant pollution problems upon their releasgoi the environment (Gaylarde,
1996). Among the various methods used to mitighte éffects of petrochemical
pollutants, ‘landfarming’ is the one of choice bgrus refineries, as it allows, at
lower costs, the conversion of large amounts ofatdus wastes containing
degradable constituents into less toxic mater@lsumans and the environment. This
Is achieved by cultivating spread wastes mixed Wl upper soil layer, such that
indigenous microorganisms are induced to biodegtadse contaminants (Ausma et
al, 2003). After completion, the treated soil cam used again, since contaminants
were reduced to safe levels, according to regulagoiidelines. Therefore, landfarm
soil is the natural source of organisms that apake to degrade petroleum-derived
products.

Several studies have suggested that biosurfactafisnce the biodegradation
of poorly soluble organics by increasing their &afality for cell uptake and use as
carbon source. This occurs either by increasing dgaeous miscibility of the
hydrophobic compound through solubilization witlhncelle structures, or by turning
the cell surface more hydrophobic, which allowsagsociation with the poorly soluble

substrates (Al-Tahhan et al, 2000). Hence, thechetor microorganisms able to
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produce surfactant activities in environments comtated by hydrophobic
compounds becomes relevant. Little is currentlyvkm@bout biosurfactant-producing
microorganisms isolated from tropical climate eamments, thus the objectives of
this research were to isolate microorganisms frotandfarm soil of the Landulpho
Alves Petroleum Refinery (Bahia, Brazil) that aepable to grow in petroleum as the
unique carbon source, and to preliminary study pieduction and activity of
surfactant compounds. The results indicated thatamety of petroleum-grown
microorganisms could be recovered from landfarnh sbiowing differences in their
growth patterns and surfactant activities. Potéajplication of these findings in the

development of environment cleaning strategies wereussed.

MATERIALS and METHODS
Soil source

Approximately 2 Kg of a soil sample from the petremical waste landfarming
of the Landulpho Alves Petroleum Refinery (Petrgb@m.), located at S&o Francisco
do Conde (Bahia, Brazil), was collected from a tag@responding to the first 10 cm
of depth. The soil sample was sealed in an alumioantainer and transported on ice
to the lab, where it was kept at@. A soil sample from the Atlantic Forest (humid

tropical climate) was used as the negative control.

I ndigenous microbial community isolation

Five grams of each soil sample (control and lamdjarvere inoculated into a
250 mL flask containing 50 mL of Phosphate Buffet, 7.0, and incubated at %8 (+
2°C) under constant agitation at 200 rpm during 2¢sdaliquots of 1 mL of soil
suspension were collected at different incubatiores (0, 3, 7, 14 and 21 days after
inoculation), and a 10-fold dilution was performesing sterile saline solution (NacCl
0.9%). One mL of each dilution was poured ontoiftkshes containing 2% agar 'rich’
medium (RM - 0.5% beef extract, 1% peptone, 0.5%INpH 7.0; Li et al, 2000) to
count the total viable bacteria. Afterwards, a atled 'degradation’ medium (DM)
consisting of 2% agar, 0.1% KPFO,, 0.1% KHPO,, 0.1% NHNO;, 0.05% MgSQ,
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0.001% saturated Feg®olution, 0.001% saturated Ca@H 7.2 (Li et al, 2000) was
used to select microorganisms able to growth imopeim as the unique source of
carbon. After autoclaving for 25 min and coolingp f crude petroleum was added
into the medium, which was poured onto Petri-didhefere solidification. Estimation
of the microbial populations (cfu.nf)) was determined after incubation at® 25for
48-72h.

Screening and  preliminary  characterization  of  surfactant-producing
microorganisms

Isolated colonies from DM were inoculated into 180-flasks containing 5 mL
of liquid RM and incubated at room temperature’@8 2’C) under constant agitation
at 130 rpm during five days. The drop-collapse métivas used according to Bodour
and Miller-Maier (1998) to select microorganism®wing surfactant activities. The
technique was performed in a 96-microwell (12.7.% 8m) polystyrene plate. The
wells were individually rinsed three times with Iveater, ethanol and distilled water,
and allowed to air-dry; each well was then coatét & 1.8uL of mineral oil, which
was allowed to settle for one to two hours. Forlitptave tests, other types of oils
were also used, such as petroleum, diesel andésmitfuels, and olive and soy. A 5-
uL aliquot of each supernatant was delivered inedénter of an oil-coated well and
the results were visually determined after 1 minfakws: if the drop remained
beaded, the result was scored as negative; ifhiratise collapsed, the result was
scored as positive. SDS was used as positive doiitnese isolates were set to grow
in 1 mL of liquid RM until saturation, and glycerolas added as a 20% final
concentration (v/v) to establish the -80°C freestecks.

The parameters of culture supernatant color, amghestand color of colonies
were evaluated for a preliminary morphological euterization of the isolates
selected for surfacting capacity by drop-collapsthadology. Starting from the -80°C
freezer stocks, each isolate was enriched in 5 iligoid RM, in a pre-culturing
procedure with incubation at room temperature urmgristant agitation at 130 rpm

during 24 h. This procedure was repeated anytinfieesh culture was needed (see
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below). For the analysis of colonies morphologio@oful of cells from the 24-h pre-
cultures was spread over 2%-agar solidified RM imedbated at 30°C for 48 h, with
exception of one isolate (31B), for which a 24-lbwth was enough. In the case of
supernatants' color evaluation, the same loopfutedis was inoculated in a 20-mL
liguid RM and cultured for 132 h (five days). Inthocases, the parameters were

assessed by visual inspection.

Kinetics of Microbial growth and surfactant activity

The microorganisms selected by the drop-collaps¢hadelogy were pre-
cultured as described above, and a standardizedirgnad 4x16 cfu.mL* of each
isolate was inoculated into 250-mL flasks contagn20 mL of liquid RM, being
incubated in the same conditions during 132 h. &aidt growth was monitored by
assessing the optical density (O.D.) of cells ittuca at a wavelength of 480 nm,
using a scanning spectrophotometer SPD-M6A (Shim&gzity, ST), equipped with
a UV detector. Samples of 1 mL per isolate wereonsd from the flasks at regular
12-h intervals and centrifuged at 5,000 rpm forriih. The pellets of cells were
suspended in equal volumes of distilled water amgbgrly diluted in order to assure
that the absorbance readings (O.D. at 480 nm) aliglinto the linearity range, i.e.
0.05 to 0.99; for determination of the microbiabwgth kinetics, the plotted O.D.
values correspond to the original absorbance rgadoorrected on the basis of the
dilution factors. To determine the time point fdretfirst detection of surfactant
activity during culture, the supernatant left fack isolate was used to perform de

drop-collapse technique on petroleum substrate.

Quantitative evaluation of surfactant activities

The surfactant activity of each isolate was asskesgactly 24 h after the time
point in which such activity was detected for thestftime in culture by the drop-
collapse method. After this time, the supernatdmagh microorganism was diluted in
distilled water, at the following ratios (v/v) 5/14/10, 3/10, 2/10 and 1/10. In this test,
500 pL of each dilution was added into a 5-mL glass twbataining 180uL of
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petroleum. After 30 min, the surfactant activityesch dilution was observed by the

micelles formation and oil recovery to the surface.

All the results presented in this article were parfed at least three times.

RESULTS

Analysis of the indigenous microbial community in the landfarm soil

In order to verify the composition and extensiomotroorganisms capable to
metabolize petroleum that are naturally occurrmgails, a soil sample was obtained
from the landfarm of the Landulpho Alves Refindgated at the tropical Northeast
Region of Brazil, and processed for those studiemtal of 60 microbial strains were
selected in a so called 'degradation’ culture rmediDM) containing petroleum as the
unique carbon source (Li et al. 2000). Both baatarnid mycelial fungi and yeast types
were isolated, which are currently under a proadstaxonomic identification and
characterization. For comparative purposes, a ragbnticrobial community was
obtained from a soil sample collected from an AttaRainforest spot that has never
been in contact with industrial activities or cantaation of any kind. Right after the
suspension of the soils in phosphate buffer (PB)ifoubation under agitation (see
Methods), an aliquot corresponding to the ‘zereetitneatment was plated in rich
medium (RM 0) to check whether the both sampledatoed viable microbes, which
was confirmed by colonies detection at the level@fcfu.mL* (Fig. 1). Concerning
the total heterotrophic microorganisms present andfarm and control soils, a
maximal growth in RM was observed after seven dafysncubation in PB. Not
unexpectedly, the levels of microbial growth foe tandfarm in this period was about
four logs higher in RM (18 cfu.mL™) than in DM (10 cfu.mL™). On the 14 day of
PB incubation (RM 14, Fig. 1), a slight decreasalbbut one log in the number of
microorganisms isolated was detected for both solNRerwards, the reduction
observed in the total heterothrophics was morengdelikely due to a concomitant
drop in the levels of nutrients naturally presenthie soil samples (not shown). On the
21 day of PB incubation, the landfarm soil showedighsincrease of half a log in

the detectable microorganisms by RM plating, iratieh to the 14 day, but the
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majority of them belonged to the ‘fungi' categomhich was not unexpected since
these microorganisms normally require a longer timachieve high rates of growth.
With respect to the microbial detection in DM pktéhe growth of microorganisms
isolated from landfarm soil was intense, showingeak in cfu.mr* on the 14 PB-
incubation day (DM 14, Fig. 1) and a decrease dffisrperiod. On the other hand, for
the microbial community of the control soil, aléttand not sustained growth was
detected in DM plates only after one day of PB bation, likely due to the
endogenous reserves of the microbes mobilized éwadlueous environment. After the
third day of PB incubation, no microbial growth wabserved, which essentially
confirms that the microbial community in non-contaated soils did not display

species capable to utilize petroleum as substoatgrowth (Fig. 1).

Screening for microbial surfactant activities

Out of the 60 microbial isolates obtained from thedfarm soil through PB
incubation and DM plating, 11 bacteria displayedastiant activity based upon the
results of the drop-collapse test on mineral oig(R2); a preliminary evaluation of
morphological and colorimetric parameters of théowies and their liquid cultures
indicated the 11 isolates are distinct (see beldnvaddition to mineral oil (used for
the initial screening) and petroleum (objectivetlwt study, Fig. 2), the 11 isolates
also showed surfacting capacity on other typesilsf with different physical and
chemical properties, such as olive and soy oikssalifuel and biodiesel as well (data

not shown).

Kinetics of the microbial growth and surfactant activity

The growth curves for the 11 isolates that showadiastant activities in their
supernatants are presented in Fig. 3. The plotdkes of optical density (O.D.) at a
480-nm wavelength correspond to the spectrophotmretdings, corrected on the
basis of the dilution factors required in each dasassure the linearity range of the
light absorbance measurements. Based on the ma®irBal found and the patterns of
growth that determined the profiles shown in thapis, the isolates could be
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classified into four distinct groups here definadlato 'IV' (Fig. 3). For most isolates,
the lag phase took place prior to the first 24 hcolture, and the peak of growth
occurred at the 72-h time point, followed by a ghas steep decline (Fig. 3A, B and
C). The isolates from group | (08B, 18B and 46Alldobe characterized by the
presence of two distinct rates of growth in thealapmic phase, with a clear
acceleration after 48 h, and an O.D. value aroufdf& their maximum growth,
whereas for group Il (14B, 31B, 45B), a single gitowate was observed in the
exponential phase and the maximal culture growth a@out 33% higher, achieved at
an average O.D. of 12.0 (Fig. 3A and B). The celfomofile for the isolates of group Il
was very similar to the ones of group Il (48, 5@da58), except for the levels of
maximum growth, which were two times higher for tager, with the O.Ds averaging
25.0 (Fig. 3C). The isolates 55 and 59 (Fig. 3Dyenmseparated into a fourth group
clearly distinct from the others, as the maximumwvmgh was achieved a day earlier (at
the 48-h time point) and a well defined 24 h-duratstationary phase was observed
right after the O.D. peaks, extending up to 72 hufure.

Despite those evident differences observed amanéptir groups, so classified on
the basis of their overall growth profile, preliramy experiments of culturing in liquid
RM had indicated that the first detection of sutdat activity (over mineral oil)
occurred in a narrow range of time for all the &dlates, i.e. between 90 and 92 h of
culture (data not shown). As seen in Fig. 3, trasigzn was essentially confirmed,
even using a different substrate for the drop-pskatest (petroleum in this case),
since the kinetics of surfactant activity for dietisolates indicated the narrow time
range of 90 to 96 h of culture as the moment ofiitt detection. Interestingly, the
declining-growth profiles of the cultures were tergrily reverted right after this first
detection of surfactant activity, showing a secastationary phase, or even a slight

increase in the microbial growth, during the petetween 96 and 120 h (Fig. 3).

Quantitative analysis of the surfactant activities

In the attempt to compare the levels of surfactamitity on petroleum among

the isolates, we established a period of 24 h dffterdetectable start of surfactants
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production as a standard for supernatant collesteord analysis. This procedure was
based on the assumption that, after this 24-h dxtmae, the amount of surfactant
compounds would be sufficient to allow detectiorgaantitative differences by serial
dilutions of the supernatants, prior to the droplapse tests (Table 1). This dilution
procedure is a relative measure of the minimal eotration of surfactant(s) still
capable to be detected by the method. Hence, ansidthat higher dilutions
represent lower concentrations of a given substaiticean be postulated that an
activity retention at these more diluted conditiassa direct measure of higher
surfactant activities. Consistent and reproducthferences among the isolates were
observed, with the 55, 58 and 59 supernatants aisg the highest surfactant
activities, as shown by its detection in higheutllns, whereas for the isolates 8B,
14B and 31B, the surfactant activity was the low@stble 1). Overall, there was no
direct association between any specific profilecolture growth (Fig. 3) and higher
surfactant activities, with exception of group IWWhose members displayed the highest
activities detected in our conditions (dilution Q,ITable 1). Nevertheless, such an
association was not exclusive for this group, sitiee isolate 58 also demonstrated
acitivity at this highest dilution, but its growtattern is typical of group IIl. In a
similar manner, surfactant activities appeared tnobe directly proportional to the
levels of microbial growth, i.e., to the cell biogsapresent in the moment of
supernatant collection; for instance, the isoldi@&sand 50 showed the growth pattern
" of a higher biomass (Fig. 3C), but their sagfant activity was only intermediate
(dilution 3:10, Table 1). Based on these result® could conceive the levels of
surfactant activity as another criterion for iselgrouping, which would be a further

indication of their intrinsic differences (see bg)o

Differential characterization of the isolates with surfactant activity

An attempt was made to verify whether the 11 isslainder study were indeed
distinct to one another, or only 'physiologicaligats' of one or few bacterial strains.
Hence, as shown in Table 2, evaluations of morgicéd and colorimetric parameters

were also performed to complement the classifioatichemes provided by the growth
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profiles and surfactant activities. In most paisvisomparisons among isolates,
differences in two or three out of the five tratadied were found; in this context, the
isolates appearing to be more alike were the 55%8nthe ones of growth pattern type
IV, which were different only in the color of thesupernatants (Table 2). Another
growth profile that could be considered more homegeis was the type I, whose
isolates showed small differences basically inrtloelorimetric traits, although the

45B also differed in the levels of surfactant atyiTable 2). Taken together, the
results of these analyses have provided overgleaiic combination of traits for each
isolate, which can be considered as a strong es@trat all the 11 isolates studied in
this work are indeed particular ‘entities’, eachwdifich having potentially distinct

applicability (see Bodour et al., 2003). Furtherdapth analyses are currently
underway to provide a more detailed characterinatid the species and strains to
which these isolates belong, as well as to identifgir predominant surfactant

compounds.

DISCUSSION

Industrial petrochemical activities normally posegshreat to the environment
that must be properly managed for the sake of imadike development. In this
context, microorganisms have a pivotal role in &mediation processes aiming at the
mitigation of hydrocarbon pollution from petroleunand their derivatives.
Nevertheless, no microbial species is capable aloihalegrading all petroleum
components in a given contaminated area (Kordg @087), an action that requires a
mixture of microbes with complementary capabiliti€se indigenous microbiota of a
specifically affected environment is likely to bera adapted to its intrinsic nutritional
and physicochemical conditions, such that in-depthdies of this microbial
community will certainly contribute to the developnt of more effective
bioremediation strategies to be applied in simylaaffected areas. The work here
reported have tested such an hypothesis by a sefriexperiments established to
assess the potential diversity and petroleum-stamfidcapability of a landfarm-derived

microbiota in a humid tropical climate.

54



The 21-day incubation of the landfarm-sampled soiphosphate buffer (PB)
was employed with three major objectives: (i) tease the microbes attached to the
particles and micelles, (ii) to provide a more abi¢ aqueous environment for some
growing activity, and (iii) to allow the protectivaructures (like spores) to reinitiate
their metabolism and start growing. Therefore, #swnot unexpected that a certain
qualitative and quantitative change in the micrbb@mposition would occur during
several days of soil incubation in PB, which waseesially confirmed by the
observation that a distinct microbial compositioasvachieved at all time points tested
(i.e., zero, three, seven, 14 and 21 days after RBeincubation began). When
comparing then vitro growth of microorganisms from undisturbed- anddfanm-
derived soils in 'degradation’ medium (DM), ourules demonstrated that, indeed,
petroleum has worked as an effective selective tagdlowing the development of
only those microbes already adapted to the envieonah conditions of the landfarm
(Fig. 1). The lack of microbial species capablgrow on petroleum from soil of non-
contaminated areas quite likely reflects the f&elt tecological adaptation in these
circumstances is not influenced by any kind of giale pressure for metabolization of
this type of hydrocarbons, and so, the microbiahiewnity composition does not
‘priorize’ microorganisms with such capability.

The identification of microorganisms capable oflizgi petroleum as the sole
carbon source is a first step toward a screeningstdins producing surfactant
compounds, and so, potentially useful in procedsested to bioremediate this kind
of pollutants. The fact that only 18,3% of the plEum-grown isolates (11 out of 60)
revealed surfactant activities does not imply tbétter isolates could not also have
shown surfactant properties, since the use of reiffie screening conditions would
quite likely reveal other organisms with distincbgth and, or surfactant properties
(Bodour et al, 2003). In this study, the prelimyaurfactant screening was performed
based on mineral-oil only for the sake of technease; for our purposes, the drop-
collapse test using this substrate was efficiendbugh to identify isolates with
emulsifying activity over petroleum, as well as pseveral other types of oils, having

distinct chemical composition and physical progsrtisuch as viscosity). This,
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thereby, indicates this technique was properlyiseador such screening procedures,
confirming previous studies (Bodour and Miller-Maiel998). Moreover, the
surfactant activities identified in this way apperto be of a versatile nature,
suggesting a potential usefulness in many otheatiped applications.

Once defined a set of microbial isolates showinggctable surfactant activities
on petroleum, the kinetics of their detection ie tirowth curve of each isolate was
assessed. It is interesting to point out that,caigin the first detection of this activity
for all the 11 isolates, was fairly similar, ocdng in a narrow range of time (90 to 96
h, either on mineral-oil or petroleum; Fig. 3), thoair quite different growth profiles
obtained for the groups (which were otherwise ckirst among isolates within a
group) are suggesting that at least four distinatrobial strains were present. As
discussed further, other criteria were added t® shenario to assess how different an
isolate was from each other. Overall, though, ttealpction of surfactant compounds
in the isolates originated from the particular Kamch of this study was firstly
observed in a specific timing of their growth, ,iie.the declining stages of the culture
curves (Fig. 3). To our knowledge, this is thetfisport of a surfactant production
starting so late in a rich-medium culture profiehich might be explained by the
nutritional stress, a growth-limiting condition weped as being necessary for
surfactant production in other systems, such asnmiodipids in Pseudomonas
aeruginosa(Guerra-Santos et al, 1984). Furthermore, althaugthas late as in our
work, previous studies have already demonstratatl ifosurfactants are secondary
metabolites normally produced at later stages afwgr, such as the end of the
exponential phase, or during the stationary phRsa @nd Rosenberg, 2002; Déziel et
al, 1996). Several authors have identified an asgon of the timing of surfactant
production with the kinetics of microbial growthdathe type of carbon source utilized
(Noordman and Janssen, 2002; Desai and Benat, D#Yrel et al, 1996; Zhang and
Miller, 1995). Basically, those enriched media €likhe RM here used) containing
water-soluble compounds of prompt availability @asbon sources tend to produce
biosurfactants at, or around, the stationary phabkereas those in which hydrophobic

compounds are added have shown to anticipate irotwitbree days the biosurfactant
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production in the culture (e.g. tiRseudomonas aerugino4®SJ strain, Déziel et al,
1996). Moreover, the levels of biosurfactants pomiliin media containing only
water-soluble carbon sources tend to be lower ithamedia with carbon sources based
on hydrophobic compounds (Desai & Benat, 1997; Robkal, 1989; Yamagucchi,
1976). It was noteworthy the fact that the begignuoh detectable surfactant activity
essentially coincided with the start of a shoriquiof interruption in the cell biomass
declining trend, which turned into a second statrgnphase, or even into a quick
increase in culture biomass for some isolates (BigTaken together, these features
are suggesting that the nutritional stress achiestedround four days of culture is
inducing the synthesis and secretion of biosurfastdy the isolates under study,
which is, in turn, causing a change in the nutngiloconditions of the environment that
is allowing a temporal extension of the culturevstal. It is possible that the action of
the surfactants is related to the mobilizationtafst far insoluble compounds, turning
them into newly available carbon sources, or dls&, the surfactants themselves are
serving as the carbon source for growth.

Interesting data have been suggesting that biadarfes are related to growth
and survival of microorganisms in the environmdadour et al, 2003). Nevertheless,
the results of microbial growth kinetics and bidaatant production for the 11 isolates
indicated a lack of association between biomasslymiion and surfactant activity,
evaluated by a supernatant-dilution procedure, hes dultures displaying higher
biomass at the moment of supernatant collectior Ima¢ shown the highest surfactant
activities (Fig. 3, Table 1). This is in agreemarith the findings of Noordman and
Janssen (2002), who demonstrated that some mi@wisrgs increase the production
of a given biosurfactant in response to its owmneteéan in the surroundings (a positive
feedback mode), whereas others do not, requirihgl@er mass of cells as the signal
triggering the metabolic response for biosurfactaoeduction. Moreover, as we shall
discuss below, this appeared as a further indicatwat this group of 11 isolates is
comprised of different microbes, since those d#fees in cultures biomass at the
moment of supernantant collection were found amanaywithin the four groups (Fig.

3). In terms of the differences in surfactant attivdisplayed by the isolates, it is
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possible that those retaining activity under higlddutions likely do so due to a
guantitatively higher secretion of biosurfactami® ithe medium and/or a qualitatively
different secretion of compounds with higher spedictivities. Further experiments
aiming at the quantification, purification and idénation of the surfactant
compounds secreted by the isolates will certaidress this question.

Taking into account that a further characterization the isolates at the
taxonomic, biochemical and molecular level are enity underway in our laboratory,
a necessary preliminary differentiation of the 4dlates under study was presented in
Table 2, which summarized not only the growth pesfi(Fig. 3) and surfactant
activities (Table 1) discussed above, but also temdl morphological and
colorimetric parameters that contribute to a mataided comparison among them. It
has been postulated that even very similar, closdted isolates can produce subtly
distinct biosurfactants useful in different applioas, such that any screening
methodology should be capable to detect thoserdiffees (Bodour et al, 2003). In
this work, a series of parameters were used toigeay preliminary characterization of
the 11 isolates selected for their ability to us&rgdeum as a substrate and to produce
surfactant compounds able to emulsify it. Givendbasistency of the results obtained
throughout the work, the information presented abl€ 2 strongly suggest that each
isolate indeed represent a distinct microbial tgntiwith the biosurfactants they
produce showing potentially different and spec#ijgplications, although not fully
characterized up to this point. Overall, it wasaclrom our studies that the microbial
diversity existing in the landfarm soil assessesigsificant, so that it is worthwhile to
continue its characterization aiming at identifyittge strains and compounds just
described, as well as others as much importartydrocarbon-degradation processes,
but not detected by the screening methodology berployed. In this sense, we are
complementing these lines of investigation with ageinomics and other molecular
characterizations, in the attempt to further sttidy diversity of naturally present but
non-culturable organisms of the microbial consontitnvolved in the biodegradation

of petroleum and its derivatives.
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Figure 1. Comparative analysis of the indigenous microb@hmunity in soils from

disturbed and undisturbed environments. Soil sasnjptan a landfarming (disturbed)
and from an Atlantic Forest area (undisturbed)hldotated at the tropical northeast
region of Brazil, were collected and incubated imogphate buffer for 21 days;
aliquots were taken at different days, properlyteitl and set to grow in 'enriched'
(RM) or 'degradation' (DM) media for analysis amlgting of colonies. 'RM 0' and

'RM 14' (or 'DM 14") indicate aliquots taken frohetphosphate buffer incubation at
the onset of the procedure and after 14 days, céspl, and set to grow in the

corresponding medium.
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MINERAL OIL

PETROLEUM

Figure 2. Typical results obtained for the drop-collapsethod in two types of oll.
Photographs indicate the appearance of a waterotamthout surfactant activity (-),
and the surfactant activity (+) of the supernafamin isolate 31-B (used here as an

example), previosuly grown in RM.
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Figure 3: Kinetics of microbial growth and surfactant atinfor the 11 petroleum-
grown isolates. Based on the growth profiles olae@jrihe isolates could be classified
into four groups - | (A) to IV (D). The bars poidtdy an arrowhead indicate the range
of time in which surfactant activities were firsttdcted by the drop-collapse method.
The numbers in the Y-axis correspond to the absadmmat 480 nm, properly adjusted
to account for the dilutions needed to assureghdings fell within the linearity range
of the spectrophotometer. Error bars represeng ttaglicates of the experiment.
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Table 1 Estimation of the
petroleum-related surfactant activity
for the 11 landfarm-soil isolates. 1

Maximal dilution 2 Isolates
5:10 08B
4:10 14B; 31B
3:10 18B; 48; 50
2:10 45B; 46A
1:10 55; 59; 58

! Parameter assessed by the drop-collapse
method in the bottom of test-tubes, using

isolate supernantants collected after 24 h of
culture since the first detection of surfactant

activity (see Fig. 3).

2 It indicates the last dilution level (in water)
in which the surfactant activity is still detect.
The numbers correspond to the ratio
'supernatant volume'/ ‘final volume'.
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Table 2 Summarized characterization of the 11 landfarrmisolates.

Colony aspectd

solates Jme] Srot Stpergant
contour color

08B 5:10 I Regular  light pink olive green
14B 4:10 Il Regular light yellow olive green
18B 3:10 I Regular green yellowish green
31B 4:10 Il Regular green green
45B 2:10 Il Regular green olive green
46A 2:10 I Irregular green olive green
48 3:10 1] Irregular white yellow
50 3:10 1] Regular green brown
55 1:10 \Y Irregular green blue
58 1:10 1] Regular white yellow
59 1:10 IV Irregular green green

! See Table 1.

%2 See Fig. 3.

% These characteristics were observed after 48 hiaborganism growth in 2% agar-
solidified RM, except for the isolate 31B, whicheded only 24 h of growth for those
observations.

* This characteristic was evaluated after 5 daysreivth in liquid culture in RM, and
the differences in color were consistent afterdimaplicas of the experiments.
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A protocol for microbial DNA extraction from landfa soil using direct lysis method
by maceration with Bis reported. The efficiency of the extraction poml was

confirmed through the PCR amplification of thelG8NA gene. The methodology
developed is an important tool for the study of liaeterial diversity responsible for

petroleum degradation in contaminated environments.

Key words: Microbial DNA, bacterial diversity, direct lysis, GQR, petroleum

degradation.

The majority of bacteria in environmental samptssnot be isolated or
cultured using traditional cultivation techniquesnd these microorganisms can
indicate how well an ecosystem is functioning (Reésnsaleg et al., 2001; Amann et
al., 1995). Analysis of total community nucleic@cextracted from soil samples from
any environments using culture-independent methpeisnits the detection and
phylogenetic identification of fastidious or as yetcultured organisms (Juck et al.,
2000). Microbial DNA extraction by direct lysis rheids does not require cell
isolation, and the extracted DNA seems to be mepeesentative of the microbial
community of the sample than cell extraction, bseawa grater number of
microorganisms is subjected to the lysis, notadbbse sorbed onto soil organomineral
aggregates (Roose-Amsaleg et al., 2001). Nevesetlee methods used in studies on
the autochthonous bacteria of environmental samglesnot universally applicable;
the range of methods described probably refledshisterogeneity of soils and the
nature of subsequent analysis of the DNA (Zhoul,e1296). We report here a new
protocol developed and tested for the extractiommfobial DNA directly from from
a landfarm soil and further polimerase chain reactor the amplification of the 16S
rRNA gene.

Soil from landfarm of the Landulfo Alves PetrolelRefinery, located in S&o
Francisco do Cond&ahia / Brazil, contaminated with petroleum wastsswsampled
from just below the surface to a depth of approxetyal0 cm, sealed in aluminum
flask and transported on ice to the EnvironmentabnNbring Laboratory of

Universidade Estadual de Santa Cruz, where it ve@s$ &t 4 C until analyzed. Two
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soil samples were analyzed in this study. The figdt crude landfarm soil and the
second one of landfarm soil constantly enrich&th wetroleum and minimal media
(0.1% KHPGO;, 0.1% KHPO, 0.1% NHNO; 0.05% MgSQ@ 0.001% saturated
FeSQ solution, 0.001% saturated Ca@H 7.0-7.2) (Li et al, 2000) during 9 months
at room temperature under constant agitation at {30, with the objective of
selecting only the microorganisms responsible fier petroleum degradation process.
To extract DNA, 2 g of each soil sample was wadheee times with TE buffer (50
mM Tris-HCI, 50 mM EDTA, pH 8.0) and the mechanibais by maceration with N
was then performed. The soil was suspended in 20mLE buffer (50/50) and an
equivalent volume of phenol-chloroform-isoamylaiol (24:24:1)was added, and
the mixture was gently vortexed during 1 min. Thietare was centrifuged at 5,000
rpm at 4°C for 10 min and the supernatant collel2dA was precipitated by the
addition of 0.7 vol of cooled isopropanol and 10 b3 M sodium acetate to the
supernatant. The mixture was gently mixed (5-1@s)jrand kept at —20°C overnight.
The sample was pelleted by centrifugation at 5/@®0 for 10 min and the pellet was
washed three times with cold 70% ethanol and peswded in 10QuL of TE buffer
(10mM Tris-HcL, 0.1 mM EDTA, pH 8.0). The DNA extriizd was then purified with
the kit Wizard DNA Clean-Up System (Promé&)a The same protocol was carried
out , using 1 mL of guanidine tyiocyanate 5M addedlL mL chloroform-isoamyl
(24:1) instead of phenol-chloroform-isoamyl, to gare both extraction methods. For
visualizing the DNA extracts, 1j0L of the suspension was loaded onto 1.2% agarose
gels. A region of approximately 360 bp from the I8BIA gene was amplified using
primers Fo84 ) —
CGCCCGGGGCGCGCCCCGCGGCCGCGEGCGEEGEGEGCACGCGGCGCBBGGCGAAG
AACCTTAC - 3) and R1378 (5- CGGTGTGTACAAGGCCCGGRLG — 3)
which are specific for almost all eubacterial 1&§wences. The underlined sequence

in F984 indicates the GC clamp required for DGGElysis. Each 5QiL PCR mixture
contained 10 ng of soil DNA extracts, 1 X PCR byffe00 uM of each

deoxyribonucleoside triphosphate, QUuB1 of sense and antisense primers, 3.7mM
MgCl,, 0.4 mg/ml of BSA and 2.85 Oaq DNA polymerase (CENBI®). The
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amplification cycle consisted of an initial derraiion step of 5 min at 94°C, followed
by 35 cycles of 1 min at 94°C, 2 min at 60°C andith at 72°C and a final extension
step for 10 min at 72°CSalmonellaentericasorotype Rubislaw lyses was used as a
positive control in the PCR assay, while templatdADwas suppressed from the
reaction mixture for the negative control.

The direct lysis by maceration with, & a simple and common process used for
extraction of plant DNA. Regarding soil, this maaofcal lysis proved to be very
efficient, as a large amount of DNA could be ah¢ai, indicating that there are many
organisms present in the sample (Figure 1). Negks$ls, non-microbial DNA is also
obtained with direct lysis, such as humic and fulacids. Since these contaminants
can disturb or prevent subsequent molecular arglgspurification step was required
beyond prior sample washing step (Roose-Amsalegalet 2001; Krsek and
Wellington, 1999). The use of phenol-chloroforraamyl (25:24:1) for DNA
extraction was successful for both samples, urgikenidine tyiocyanate that was just
efficient for the soil enriched with petroleum amihimal media. This fact probably
happened due to the consumption of every organmpooents of this soil by the
microorganisms during their growth in these nmenths of incubation. In this
sample, the method using phenol showed a DNA extiaaner than the guanidine
tyiocyanatemethod, but the amount of DNA was in smaller (ffggl). However, for
the crude landfarm soil sample, due to the presaficemore organic matter, the
extraction of total DNA was possible only by usingohenol-chloroform-isoamyl
alcohol . As it is known, there is not any univérgaotocol for the study of
autochthonous bacteria of environmental samplesyyetype of sample requires
optimization of the extraction methods (Roose-Amgadt al., 2001; Zhou et al, 1996;
Harry et al., 1999). All extraction products weraplified with the primers for 16S
rDNA  (Figure 2). Since even trace concentratiorfs hoimic materials and
hydrocarbons appear to be inhibitory to the PCRtrea, the presence of BSA in
addition of 2.85 UTaqg DNA Polymerase was necessary. The sensitivityciSpigy
and product yield of the rRNA 16S gene could berowpd after purification with the
kit Wizard DNA Clean-Up System (Promeghaln our research, the impact of culture-
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independent studies on petroleum biodegradatiooesso of landfarm soil is being
evaluated and the phylogenetic view of bacteriaidity will be concluded.

Although many authors recommend the combinatiothefphysical, chemical
and enzymatic methods for cell lysis in soil sampl# results showed that the simple
method of direct lysis by maceration with Bbuld yield large amounts of DNA with
high molecular weight representing the total comityuof microorganisms. Besides,
it was also possible to amplify total DNA with sgecprimers for the 16S rRNA gene
for further analysis of the microbial diversity pessible for petroleum degradation in
landfarm soil through the DGGE technique.
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Figure 1: DNA extracted from landfarm soil contaminated wpisiroleum waste after
electrophoresis on 1.2% agarose ¢ek Crude landfarm soil extracted with phenol-
chloroform-isoamyl (24:24:1) by the delineated pomtl. Il - Landfarm soil constantly
enriched with petroleum and minimal media extractedth phenol-chloroform-
isoamyl (24:24:1)Il - Landfarm soil constantly enriched with petroleand minimal
media extracted with guanidine tyiocyanphes chloroform-isoamyl alcohol(24:1).-
Molecular weightmarker (bacteriophagk DNA digested byEco R |, Hind Il and
BamHil).
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Figure 2: PCR amplification products targeting the 16S rRi#ne in soil DNA.1
and 2— PCR product of approximately 360 bp of 16S rRi&he from DNA of crude
landfarm soil.3 - PCR product of 16S rRNA gene from DNA of landfasoil
constantly enriched with petroleum and minimal raedixtracted with phenol-
chloroform-isoamyl (24:24:1)4 - PCR product of 16S rRNA gene from DNA of
landfarm soil constantly enriched with petroleund aninimal media extracted with
with guanidine tyiocyanatplus chloroform-isoamyl (24:16 — Salmonellaenterica
sorotype Rubislaw lyses as positive contrél.— Negative control (water)A -
Molecular weightmarker (bacteriophagk DNA digested byEco R |, Hind Il and
BamHil).
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CONCLUSOES

O solo ddandfarmda Refinaria Landulpho Alves € composto por umvardidade
microbiana adaptada ao petroleo, extremamente tanger no processo de
biodegradacéo;

Alguns membros desta comunidade s&o comprovadampnbdutores de
compostos com atividade surfactante. E notavel egies compostos podem ser
utilizados em estratégias de biorremediacéo, assimb na recuperacdo avancada
de petrdleo;

Os isolados selecionados neste trabalho difereme esit sugerindo serem
linhagens fisiologicamente distintas;

O método do colapso da gota mostrou ser eficierse p screening de
microrganismos potenciais produtores de composidactantes, como também
para a analise qualitativa de cada composto;

A padronizacao de uma metodologia para a extrdgddNA microbiano total de
amostras ambientais € necessaria para o estudculaslela diversidade, e deve
ser cuidadosamente ajustada para cada tipo derampsis nhenhum protocolo é

universalmente aplicavel.
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PERSPECTIVAS

Identificacdo bioquimica e molecular dos isolados;

Recuperacao e identificacdo dos compostos surtastan

Otimizacéo da producao dos compostos surfactantes;

Andlise da capacidade depuradora de cada isolado;

Avaliacéo do consércio microbiano na degradacaetmieo;

Isolamento e caracterizacao de fungos e leveduras;

Caracterizacdo da diversidade microbiana n&o-éwiiv presentes no solo de

landfarmatravés do DGGE.
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