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RESUMO

A presente dissertacdo relaciona isopteros da floresta amazénica, petroleo e
biossurfactantes. Os isopteros foram alvo desta investigacdo por viverem em associagdo a
inimeros microrganismos como bactérias, protozoéarios flagelados dentre outros que conferem
a eles a incrivel habilidade em degradar material ligno-celuldsico presente em sua principal
dieta alimentar: a madeira. A lignina e o petroleo possuem estrutura quimica composta por
anéis aromaticos ou seja 0s HPAs que conferem a estes compostos recalcitrancia e resisténcia
a biodegradacdo. Microrganismos biodegradadores de petroleo possuem algumas habilidades
que facilitam o processo de biodegradacdo, e uma das estratégias utilizadas € a liberagdo no
meio extracelular de biossurfactantes, que atuam reduzindo a tensdo superficial e interfacial
das moléculas ocasionando desta forma a biodegradacdo de compostos hidrofobicos. Cupins
foram coletados na cidade de Coari, de habitat solo e arvore seguindo para o cultivo de
consorcio produtor de biossurfactante em meio minimo e petréleo como Unica fonte de
carbono, posteriormente 0s microrganismos pertencentes ao consorcio selecionado foram
cultivados individualmente, e o microrganismo com maior potencial foi identificado pelo
sequenciamento do gene RNA ribossomal 16 S revelando a bactéria Psychrobacillus
psychrodurans. Testes realizados como Atividade Emulsificante e Hidrofobicidade Celular
revelaram através de analise estatistica diferencas significativas nos experimentos envolvendo
os solventes Hexano, xileno e petréleo em sete dias de cultivo. No teste de deteccdo de
producdo de biossurfactante (colapso de gota) a gota formada pelo sobrenadante livre de
células evidenciou a producgéo de biossurfactante de 0,1 % comparado ao surfactante SDS. A
reducdo da tensdo superficial através do método do anel de Du Noyu em tensiometro Kruss
foi comprovada utilizando o sobrenadante bacteriano em tempos de cultivo distintos 1, 7 e 12
dias, e apontaram a reducéo da tensdo superficial de 72 mN/m? para aproximadamente 54,6

mN/n? em sete dias de cultivo.



ABSTRACT

The present dissertation relates isoptera of the Amazonian forest, oil and
biosurfactants. The isoptera were the target of this investigation because they live in
association with innumerous microorganisms such as bacteria, flagellated protozoa among
others that give them the incredible ability to degrade ligno-cellulosic material present in their
main diet: wood. Lignin and petroleum have a chemical structure composed of aromatic rings,
ie the PAHs that give these compounds recalcitrance and resistance to biodegradation.
Biodegradable petroleum microorganisms have some abilities that facilitate the
biodegradation process, and one of the strategies used is the release into the extracellular
environment of biosurfactants, which act to reduce the surface and interfacial tension of the
molecules, thus causing the biodegradation of hydrophobic compounds. Termites were
collected in the city of Coari, from soil habitat and tree followed for the cultivation of
consortium producing biosurfactant in minimal medium and oil as the only source of carbon,
later the microorganisms belonging to the selected consortium were grown individually, and
the microorganism with the highest potential was identified by the sequencing of the 16 S
ribosomal RNA gene revealing the bacterium Psychrobacillus psychrodurans. Tests
performed as Emulsifying Activity and Cell Hydrophobicity revealed statistical differences in
the experiments involving Hexane, xylene and petroleum solvents in seven days of culture. In
the detection test of biosurfactant production (droplet collapse) the drop formed by the cell-
free supernatant evidenced the production of biosurfactant of 0.1% compared to the SDS
surfactant. The reduction of the surface tension by the Du Noyu ring method in Kruss
tensiometer was demonstrated using the bacterial supernatant at distinct cultivation times 1, 7
and 12 days and indicated a reduction of the surface tension of 72 mN / m? to approximately

54, 6 mN / m? in seven days of cultivation.
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1. INTRODUCAO

Os biossurfactantes sdo metabdlitos biologicos produzidos por uma variedade de
microrganismos como bactérias, fungos filamentosos e leveduras, (Tonini, Rezende e
Gravitol, 2010). Sdo moléculas anfipéaticas (ou anfifilicos) que apresentam uma por¢do polar
(hidrofilica) e uma apolar (hidrofébica). A maioria dos biossurfactantes conhecidos é
sintetizada por microrganismos cultivados em hidrocarbonetos imisciveis em agua, mas
alguns sdo produzidos em substratos sollveis como glicose, glicerol e etanol. (Matsuura,
2004).

Suas principais caracteristicas abrangem a detergéncia, emulsificacdo, solubilizagdo e
diminuicdo da tensdo superficial e interfacial entre ar-agua e ar-6leo. Desempenham a funcgéo
natural de degradar compostos hidrofobicos, aumentando a area superficial das gotas de 6leo,
permitindo o acesso de microrganismos ao substrato pela biodisponibilizacdo dos compostos
para a biodegradacdo microbiana e, consequentemente, aumentando sua biomassa (Tonini,
Rezende e Gravitol, 2010).

Processos quimicos resultam na producdo de surfactantes sintéticos. Estes sintéticos
sdo amplamente utilizados em todos os setores das inddstrias modernas, (Matsuura, 2004).
Como exemplos, destacam-se nas industrias de detergentes, téxtil e atualmente ganhando
grande énfase em aplicacdes no campo da Biorremediacdo de compostos de petréleo e seus
derivados (Silva, 2012).

A producdo de biossurfactantes por microrganismos vem revolucionando VArios
processos onde sdo empregados, pois substituem os surfactantes produzidos quimicamente
(sintéticos). De acordo com Tonini, Rezende e Gravitol (2010), surfactantes sintéticos
constituem uma vasta aplicagdo em processos industriais principalmente na industria
petrolifera, pois vem desempenhando importante contribuicdo em limpeza de derramamento,
recuperando tambem petréleo em reservatorios. No entanto surfactantes sintéticos apresentam
toxicidade e ndo sdo biodegradaveis. Os biossurfactantes possuem vantagens em comparagao
aos sintéticos, pois apresentam baixa toxicidade, possuem natureza biodegradavel, sdo
eficazes nas variagfes de temperatura, pH, salinidade e facilidade de sintese (Silva, 2012;
Santos, et al 2014).
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Diante de tais vantagens a producdo de biossurfactantes por microrganismos
viabilizaria o custo da producdo, tornando possivel uma maior aplicacdo na inddstria e nos
processos de Biorremediacdo. A Biorremediacdo é uma técnica amplamente utilizada em
acidentes ambientais envolvendo derramamento de petroleo e derivados em rios, mares e etc,
visa tambem encontrar microrganismos com capacidade de biodegradar petroleo ou de reduzir
0s niveis de poluicdo deste composto, e na procura por esta capacidade vale ressaltar que a
Floresta Amazoénica possui uma variedade de insetos que vivem associados a microrganismos
e que evidenciam uma rapida capacidade reprodutora e alimentacdo proveniente de compostos

altamente recalcitrantes similares ao petréleo, dentre estas se destacam os cupins ou térmitas.

Os cupins denominados xil6fagos alimentam-se exclusivamente de madeira em
diversos estagios, esta capacidade € atribuida aos microrganismos associados a eles que
residem em seu trato digestdrio e degradam a lignina presente na madeira. A lignina por sua
vez possui estrutura quimica composta por anéis aromaticos assim como os HPAS presentes
no petroleo, e a producdo de biossurfactante ocorre na presenca destes compostos, deste modo
uma investigagdo que procure reproduzir o processo natural de degradacdo de aromaticos
visando a producdo de biossurfactante por bactérias provenientes de cupins trazem novas
perspectivas as aplicacdes industriais e principalmente em técnicas de Biorremediacdo que
sdo empregadas nos acidentes ambientais envolvendo derramamento de petréleo em rios,

mares e efluentes.
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. OBJETIVOS

Objetivo Geral
Produzir biossurfactante utilizando bactérias biodegradadoras de petroleo associadas a

cupins da Floresta Amazonica.
Objetivos Especificos

Identificar espécies de cupins que vivem em associa¢do a microrganismos produtores
de biossurfactantes;

Identificar o microrganismo mais eficiente na producdo de biossurfactantes entre as
linhagens bacterianas presentes em isépteros coletados na Regido Amazonica através
da identificacdo molecular 16S;

Realizar teste de antibiograma, a fim de se conhecer a sensibilidade ou resisténcia a
antibioticos;

Conhecer as fases lag, exponencial (log), e estacionaria do microrganismo selecionado
através do perfil de crescimento microbiano;

Realizar testes de Atividade Emulsificante do microrganismo selecionado;

Realizar testes de Hidrofobicidade celular;

Realizar testes de producdo de Biossurfactantes e compara-los a surfactantes sintéticos
disponiveis comercialmente;

Determinar a taxa de reducdo da tensdo superficial através do uso do tensiémetro pelo
método do anel de Du Noyu.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1.  Biossurfactantes: Defini¢ao
Biossurfactantes é o nome designado a compostos biologicos anfifilicos, ou seja, sdo

metabdlitos que possuem uma porcao apolar (ndo interagem com a agua) e uma porg¢éo polar
(interage com a agua). S&o produzidos por uma série de microrganismos como, bactérias,
arqueas, leveduras e fungos filamentosos e esta producao associa-se ao consumo de substratos
insoliveis em 4gua (Bueno, 2008). Geralmente microrganismos produtores de
Biossurfactantes sdo encontrados em locais onde h& concentragdo de petroleo e derivados
como: postos de gasolina, locais acidentalmente contaminados e no proprio petroleo ou
asfalteno (borra), (Matsuura, 2004).

Segundo Matsuura (2004), os primeiros relatos acerca da descoberta dos
biossurfactantes datam da década de 60 onde sdo citados como compostos extracelulares
anfipaticos em pesquisas relacionadas a fermentacdo de hidrocarbonetos. Inicialmente a
atividade microbiana foi o foco principal que despertou o interesse na producdo de
biossurfactantes. Os Ramnolipideos e Surfactina sdo os biossurfactantes mais estudados e
conhecidos devido sua acao antibidtica e foram primeiramente descritos na literatura em 1949
e 1968. (Matsuura, 2004, Silva, 2012).

Os biossurfactantes geralmente sdo sintetizados por microrganismos cultivados na
presenca de hidrocarbonetos, porém alguns sdo produzidos em substratos sollUveis como
glicose, glicerol e etanol (Tonini, Rezende, Gravitol, 2010), ou em substratos alternativos
como melaco, soro de leite ou mesmo residuos provenientes de destilaria (Matsuura, 2004).
Devido a sua natureza anfifilica costumam se acumular nas interfaces (ar-4gua e 6leo-agua)
desempenhando diversas fungdes naturais onde uma delas consiste na diminuigdo da tenséo
entre essas faces, esta acdo é possivel devido um desbalanco entre as forcas de coesdo
superficial e interfacial, ocasionando a degradacdo de compostos hidrofébicos. Quando isto
ocorre ha um aumento na area superficial das gotas de éleo facilitando o acesso das bactérias

ao substrato, aumentando sua biomassa (Tonini, Rezende e Gravitol, 2010).

Quando sdo produzidos por processos quimicos, ou seja, sinteticamente, recebem o
nome de Surfactantes e sdo popularmente conhecidos como detergentes e sabdes. S&o
amplamente utilizados na industria moderna, onde suas fungdes naturais sdo exploradas

gerando grande interesse econdémico. Seu uso industrial estende-se a diversas areas como a
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Industria do 6leo (Matsuura, 2004), produtos de limpeza, cosméticos e higiene (Nitschke &
Pastore, 2002),

J& os biossurfactantes, que recebem este nome por serem produzidos por
microrganismos, desempenham importante contribuicdo no ramo da Biorremediacdo. Nesta
abordagem vem atuando na limpeza de impactos como derramamentos de petroleo e
derivados. Apesar de suas caracteristicas favoraveis em diversos setores os surfactantes sdo
vistos negativamente no ramo da Biorremediagdo, pois podem apresentar toxicidade,
contaminando e impedindo a germinacdo de espécies nativas, além de ndo serem
biodegradaveis, tais fatores estimulam a busca por microrganismos capazes de produzirem
biossurfactantes e contribuirem nos processos de Biorremediacdo. Bueno (2008) cita que 0s
biossurfactantes por ndo afetarem o meio ambiente sdo uma alternativa aos surfactantes

sintéticos convencionais.

Os biossurfactantes mais conhecidos e suas fungdes segundo Matsuura (2004) sdo:
Surfactina relacionada com a formacdo do corpo de frutificacdo de Bacillus subtilis;
Ramnolipideo de Pseudomonas aeruginosa relacionada a formacdo de biofilme e a

Streptofactina com a formacdo de micélio aéreo em Streptomyces tendae.

Entre os surfactantes sintéticos destacam-se o Dodecil Sulfato de Sodio (SDS),
Brometo de Cetiltrimetilaménio e Tween 20 (Matsuura, 2004).

3.1.1. Tipos de Biossurfactantes, Organismos produtores e Classificagio

Os variados tipos de biossurfactantes sdo classificados de acordo com 0s seguintes
critérios: maior grupo funcional, HBL - balanco hidrofilico-hidrofébico (Bueno, 2008) e

microrganismo produtor (Matsuura, 2004).

Bueno (2008) classifica os biossurfactantes em cinco categorias:

- Glicolipideos: também sdo denominados Cerebrosideos e Gangliosideos, sdo carboidratos
que aparecem em combinagfes de acidos alifaticos de cadeia longa ou com hidroxilas. Estdo
envolvidos na entrada de hidrocarbonetos de polaridade baixa nas celulas microbianas.
Segundo Marzzoco & Torres (2007) os Glicolipideos contém acucares hidrofilicos, que
podem ndo apresentar carga (glicose e galactose) ou apresentar carga positiva devido a

presenca de grupo amino.
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- Lipossacarideos: € um bioemulsificante extracelular, o emulsan é um exemplo tipico desta

classe. E produzido pela bactéria Acinetobacter calcoaceticus e apresenta alto peso molecular

e solubilidade em agua;

- Lipopeptideos: apresentam eficacia na reducdo da tensdo superficial e interfacial. Um
exemplo consideravel € a Surfactina produzida Bacillus subtilis e destaca-se por ser o

biossurfactante mais potente ja relatado (Matsuura, 2004)

- Fosfolipideos: sdo componentes essenciais nas membranas celulares e estdo presentes em
todos os microrganismos, possui duas moléculas de acido graxo ligada a um glicerol que por
sua vez esta ligada a um grupo fosfato (Silva, 2012). Quando colocados em agua formam uma
bicamada lipidica, na qual os grupamentos fosfatos ionizados hidrofilicos estdo em contato
com a agua e a cadeia de hidrocarbonetos apolares de &cidos graxos esta voltada a parte
interna da bicamada (Pelczar, Chan & Krieg, 1997). No entanto possui poucos exemplos de
producdo extracelular. Os mais conhecidos s&o produzidos pelo microrganismo

Corynebacterium lepus;

- Acidos graxos e lipideos neutros: sio de carater hidrofébico, como o acido ustilagico e os

acidos corinomicolicos.

Animais, plantas e microrganismos sdo produtores de biossurfactantes, no entanto os
microrganismos se destacam por apresentarem o menor tempo de geracdo viabilizando maior
producdo em curto espaco de tempo. Em cultura de microrganismos a maior quantidade de
biossurfactantes é liberada na fase exponencial de crescimento (Matsuura, 2004).

Ambientes contaminados com hidrocarbonetos como solo, agua, mar e sedimentos
marinhos possuem uma infinidade de microrganismos produtores de biossurfactantes. Um
estudo realizado por Bodour, Drees & Maier (2003) mostrou que 21 tipos de solos (nédo
contaminados, contaminados com hidrocarbonetos e metais concomitantemente) 20
continham ao menos um microrganismo produtor de biossurfactantes. (Matsuura, 2004). A

tabela 01 destaca alguns exemplos de biossurfactantes e seus respectivos produtores.

Tabela 1: Biossurfactante e microrganismos produtor

MICRORGANISMO PRODUTOR TIPO DE BIOSSURFACTANTE

Candida lipolytica “Liposan”

Candida petrophilum Peptidolipideo




Candida Tropicalis

Complexo &cido graxo-polissacarideo

Torulopsis bombicola (Candida)

Soforolipideo

Torulopsis petrophilum

Glicolipideo e/ou proteina

Bacillus subtilis

Lipoproteina (surfactin)

Acinetobacter calcoaceticus RAG-1

Lipoheteropolissarideo (Emulsan)

Acinetobacter sp HO1-N

Acidos graxos, mono e digliceridios

Arthrobacter

Glicolipideo

Arthrobacter paraffineus

Glicolipideos sacarose e frutose

Bacillus licheniformis

Lipoproteina (lichenysin)

Corynebacterium hidrocarboclastus

Complexo proteina-polissacaridio

Corynebacterium lepus

Acidos corinomicolicos

Corynebacterium salvonicum SFC

Lipideo neutro

Nocardia erythropolis

Lipideos neutros

Pseudomonas aeruginosa

Ramnolipideo

Pseudomonas fluorescens

Lipopeptideo

Rhodococcus erythropolis

Trealose dimicolatos

Thiobacillus thiooxidans

Fosfolipideo

Aspergillus sp.

Fosfolipideo

Streptomyces tendae

Streptofactina

Flavobacterium sp.

Flavolipideos

21

Fonte: Matsuura (2004)

O tipo de biossurfactante produzido depende do microrganismo produtor, alguns
microrganismos ja sdo descritos como produtores de determinados tipos de biossurfactantes.
Biossurfactantes do tipo Ramnolipideos, trealolipideos, e lipopeptideo sdo produzidos por
bactérias, ja biossurfactantes do tipo soforolipideos e manosileritritolipideos sdo sintetizados
por leveduras, e fungos filamentosos produzem 4&cidos do tipo ustilagico e
manosileritritolipideos (Matsuura, 2004).

Biossurfactantes produzidos por microrganismos procariontes ou eucariontes possuem
diversas estruturas quimicas que podem ter baixo ou alto peso molecular. Os que apresentam
baixo peso sdo geralmente Glicolipideos (Matsuura, 2004), e os de alto peso molecular séo

representados pelos Biopolimeros e estdo relacionados a producdo de emulsao (Bueno, 2008).
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3.1.2. Composicdo e natureza quimica dos biossurfactantes

Sdo moléculas anfifilicas e apresentam estruturas quimicas diferenciadas, possuem
uma fracdo polar (mono, oligo ou polissacarideos, ou proteinas) e uma fracdo apolar (acido
graxo, hidroxilados e alcoois graxos que podem apresentar ou ndo saturacdo) apresentando

também alto e baixo peso molecular (Bueno, 2008).

Nitschek & Pastore (2002) relatam sobre a estrutura comum entre os biossurfactantes.
Segundo eles a composicéo lipofilica consiste em uma cadeia hidrocarbénica contendo um ou
mais &cidos graxos, podendo apresentar saturacdo, instauracbes, hidroxilas ou mesmo
ramificacdes ligadas a composicao hidrofilica, que geralmente consiste num éster, um grupo

hidroxi, fosfato, carboxilato ou carboidrato (Silva, 2012).

Os biossurfactantes podem apresentar variabilidade no tamanho de sua molécula,
podem se apresentar como um simples &cido graxo ou até mesmo estruturas poliméricas,

podendo também ser neutros ou anidnicos.

Basicamente a composi¢cdo centesimal da molécula de biossurfactante pode ser
composta por uma proteina, carboidratos ou lipidios. Segundo Silva, (2012) a composicdo de
um biossurfactante esta caracterizada por proteinas (peptideos) neutras ou anibnicas associada

a acido graxo e os aminoacidos tendem a se organizar formando estruturas ciclicas.

Jé& os biossurfactantes com estruturas poliméricas abrangem diversos grupos quimicos
envolvidos, como o emulsan (Figura 01) que apresenta um acido graxo ligado a um esqueleto
de heteropolissacarideos, ou mesmo o liposan biossurfactante composto por carboidratos e
proteinas (Nitschek & Pastore, 2002).
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Figura 1: Estrutura Quimica de alguns biossurfactantes

Fonte: Nitschke & Pastore (2002)

3.1.3. Funcoes dos Biossurfactantes
As funcbes dos biossurfactantes em sua totalidade ainda sdo desconhecidas. No

entanto algumas delas ja estdo bem definidas e destacam-se em diversas aplicacdes:

e Reducdo da tensdo interfacial e superficial de compostos hidrofébicos (Bueno,
2008);

e Emulsificacdo e solubilizacdo de hidrocarbonetos e compostos insolUveis em
agua (Nitschke & pastore 2002);

e Aumento da biomassa de microrganismos biodegradadores em substratos
hidrofobicos (Tonini, Rezende e Gravitol, 2010);

e Transporte de hidrocarbonetos através da parede celular de alguns
microrganismos (Nitschke & Pastore 2002).

e Aderéncia e liberagcdo de celulas da superficie dos substratos, facilitando a

colonizacao de nichos ecologicos favoraveis (Nitschke & Pastore 2002);



24

e Atividade antibidtica possibilitando maiores chances de sobrevivéncia e
competitividade de nutrientes (Matsuura, 2004; Silva, 2012).

As funcbes naturais dos biossurfactantes compreendem principalmente a sua atividade
surfactante, dispersante e emulsificante. Estas agdes resultam na reducdo das forcas de
repulsdo entre fases diferentes. Compostos altamente hidrofobicos apresentam maior
dificuldade de biodegradacdo e possuem tensdo superficial e interfacial altas, onde as
moléculas permanecem bem préximas. Quando a tensdo superficial é reduzida, ocorre
aumento na repulsdo, e esta na repulsdo faz com que a area superficial das gotas de 6leo
aumente permitindo o acesso de microrganismos e consequentemente misturando as fases

com maior facilidade (Matsuura, 2004).

Tensao

/’ Sup-erficial

"

Figura 2: Diminuic&o intermolecular da tensdo superficial e interfacial
Fonte: Pirdllo, 2006
Por apresentarem diferentes estruturas quimicas suas funcfes podem ser empregadas
em distintas aplicacfes, e uma generalizacdo acerca das funcdes se torna inviavel. Como
exemplo surfactantes de alto peso molecular atuam como dispersantes, impedindo a juncao
das gotas de 6leo. No entanto Matsuura (2004) e Silva (2012) citam trés hipoteses acerca das
fungdes do biossurfactantes: aumentar a area superficial de substratos hidrofébicos; aumentar
a biodisponibilidade de substratos hidrofébicos e regular a fixacdo e a liberacdo do

microrganismo de superficie.

Sua acdo emulsificante torna possivel o contato direto do microrganismo
biodegradador ao composto insoldvel em agua, ajudando na dispersdo do 0Oleo e liberando a
bactéria do substrato (Matsuura, 2004). Quando emulsdes estaveis de 6leo em agua (O/A) se
formam, diluem as gotas do 6leo na agua disponibilizando seus componentes quimicos para

gue 0s microrganismos tenham acesso aos nutrientes (Silva, 2012).
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Segundo Bueno (2008) as moléculas biossurfactantes possuem duas propriedades
fundamentais: saem das solucGes e direcionam-se as interfaces (ar/ liquido, liquido / liquido)
fendmeno denominado adsor¢do e formam agregados orientados, conhecidos como micelas.

Suas formacdes em solucdo conferem-lhe as propriedades de detergéncia e solubilizacao.

As micelas sdo um agregado de mondmeros de surfactantes e se formam em uma
determinada concentragdo de tensoativos ou CMC - Concentracdo Micelar Critica (Silva,
2012), quando ha um aumento na concentracdo destes tensoativos 0s mondmeros se agregam
nas interfaces formando micelas desfavorecendo a relagdo entre a fracdo apolar e as moléculas
de agua. Nestas a fracdo apolar concentra-se no interior da estrutura e a parte polar interage

com o solvente.

Segundo Marzzoco & Torres (2007) os lipideos anfipaticos, quando sdo adicionados a
um meio liquido, se organizam espontaneamente em estrutura plurimolecular. BUENO (2008)
cita que em concentragdes acima da CMC, o surfactante consegue aumentar a solubilidade de
compostos organicos cuja solubilidade em agua é baixa, uma vez que 0 composto organico é

incorporado no interior da micela.

A eficiéncia de um biossurfactantes esta relacionada com sua capacidade em reduzir a
tensdo superficial onde uma das fases € gasosa (Matsuura, 2004), e baixa CMC, ou seja,
pouca quantidade de biossurfactantes € requerida para o declinio da tensdo superficial. Esta
reducdo traz a molécula para a superficie através de um surfactante, com esta acdo a tensdo
superficial é reduzida. O aumento de compostos hidrofobicos na fase aquosa indica esta
reducdo, neste ponto a concentracdo € superior a CMC, e isto é alcancado pela formacéo de

emulsdo e solubilizagdo do 6leoagua (Bueno, 2008).

CMC

S5

Solubilidade

Prop. fisicas
4
3

= T. interfacial

[1 bioss urfactante

Figura 3. Diagrama da variacéo de tensdo superficial e interfacial e solubilidade do composto orgénico em
relagdo a concentracao do tensoativo
Fonte: Bueno (2008)
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Silva, (2012) ressalta que a concentragdo micelar critica (CMC) dos biossurfactantes
varia entre 1-2000 mg /L, enquanto que a tensdo interfacial (6leo/agua) e superficial fica em

torno de 1 e 30 mN/m (miliNewton/metro).

Os biossurfactantes também sdo alvos de grande interesse ecoldgico e social.
Acidentes com derramamento de petroleo se tornam catastrofes com danos irreparaveis ao
meio ambiente. A acdo dispersante e emulsificante sdo capazes de facilitar a biodegradagéo de
compostos do petroleo, uma vez que aumentam a interacdo superficial acelerando a
degradacdo de varios 6leos por microrganismos (Silva, 2012). Matsuura (2004) cita que
outras aplicacGes incluem Biorremediacao e dispersdo de derramamento de 6leo em solo e no
mar, remoc¢édo do lodo de 6leo de tanques de estocagem e aumento da recuperagédo de Oleo.
Bueno (2008) ressalva que todos esses devem ser estabelecidos previamente em laboratorio

antes de serem executados ensaios de campo.

3.2.  Isopteros

S&o insetos sociais que vivem em ninhos e organizam-se em castas trabalhando em
conjunto para a manutencdo da col6nia. Segundo Constantino (2012) cupins pertencem a
ordem dos isépteros, palavra grega que denota igualdade nas asas. Alados tambem s&o

chamados de siriris ou aleluias.

Os cupins sdo conhecidos principalmente como pragas, pois degradam madeira morta
ou em diversos estagios de decomposicdo, no entanto apenas 10 % dos cupins possuem essa
capacidade, sdo os chamados xil6fagos. Os demais sdo alimentados pelos operarios com

saliva, material regurgitado ou excre¢des do proctodeo (Lima & Leonardo, 2007).

Sua origem ainda é muito discutida entre pesquisadores, alguns defendem a ideia de
que os cupins sdo descendentes de baratas, pois possuiam habitos idénticos a Cryptocercus e
ndo de Problattodea. Outros acreditam que o0s Isopteros principalmente o género

Mastodermes, que provavelmente evoluiram de Pycnoblattina (Zanetti et al, 2009).

Vivem em ninhos (cupinzeiros) subdivididos em cadmaras que podem ser de tamanhos
variados, esses ninhos sdo construidos pela jungdo de particulas do solo, fezes e saliva.
Constantino (2012) enfatiza que os cupins podem cavar tuneis profundos para buscar material
argiloso para a construgdo do ninho, que frequentemente tem proporcdo de areia e argila
diferente do solo superficial. Esses locais possuem temperatura e umidade adequadas vindas

através de um sistema de aeracéo construido no ninho. Nele podem viver individuos de ambos
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0S Sexos, a excecdo consiste na sociedade de Hymenopteros que € constituido apenas por
fémeas (Constantino et al, 2012).

Silva (2012) ressalta que o0s ninhos podem ser subterraneos, epigeos ou arboricolas, e
sdo construidos em ambiente imido e rico em matéria organica, armazenando representantes
de todas as classes de fungos. O tipo de habitat varia conforme a espécie. Ja Constantino et al,
(2012) cita que:

e Ninhos subterraneos sdo: a) difusos, com um simples conjunto de tuneis
escavados e revestidos com material fecal; b) intermediarios, consistindo em
conjunto concentrado de tuneis e galerias sem limite discreto; ¢) ninhos
discretos envolvidos por uma parede continua, como em Cyranotermes
timuassu e Procornitermes lespesii.

e Ninhos epigeos: Geralmente se iniciam com uma fase subterranea, que cresce
em direcdo a superficie.

¢ Ninhos arboricolas: geralmente se iniciam em alguma fresta na casca da arvore

onde o casal reprodutor se instala.

As maiores concentracdes de espécies conhecidas de cupins situam-se na regido
neotropical, Etiopia e oriental, e estdo espalhados desde florestas Umidas a regides aridas. Sao
insetos antigos e suas habilidades foram indispensaveis no processo evolutivo. Segundo
Constantino et al (2012) os fosseis mais antigos datam do Cretaceo, com cerca de 130 milhGes

de anos.

Estima-se que existam cerca de 2900 espécies descritas no mundo, distribuidas em
sete  familias:  Mastotermitidae,  Kalotermitidae, = Termopsidae, = Hodotermitidae,
Serritermitidae, Rhinotermitidae e Termitidae. Dentre as espécies mundiais 320 sdo descritas
no Brasil. As familias comuns no Brasil sdo: Kalotermitidae, Rhinotermitidae, Serritermitidae
e Termitidae (Zanetti et al, 2009).

Lima & Leonardo (2007) os cupins pertencentes as trés primeiras familias séo
denominados ‘“‘cupins inferiores” e os pertencentes a sétima familia (Termitidae) sdo
denominados “cupins superiores”. Os cupins inferiores possuem protozoarios flagelados
simbiontes, esses microrganismos conferem-lhe a capacidade de degradar e reciclar nutrientes
através da trituracdo, decomposicdo, humificacdo e mineralizacdo de uma variedade de

recursos celuloliticos auxiliando na alimentacdo dos cupins de castas superiores (Zanetti et al,
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2009). Neste caso os operérios possuem a funcdo de busca imediata de alimentos, e 0s

soldados ligados a protecdo do ninho e das castas férteis (Constantino et al, 2012).

Termitidae é a familia que possui individuos com capacidades reprodutoras (rei e
rainha) e demais castas (Zanetti et al, 2009). A rainha apresenta um grande desenvolvimento
dos ovarios tornando seu corpo enorme em comparacao aos demais individuos, devido ao seu
tamanho ela tornou-se prisioneira no ninho, além disso, possui a fungdo de colocar mais de
200 ovos por dia. Constantino et al (2012) cita que a rainha (fémea reprodutora) geralmente
desenvolve bastante os ovérios, o que resulta em consideravel aumento no volume do

abdémen, chamado de fisogastria, este detalhe pode ser observado na figura 04 e 05.

Figura 4: Rainha Fisogastrica de Microcerotermes subtilis; a) rainha de substituicdo com asas ninfais; b) Rainha real.
Fonte: (Zanetti et al, 2009)

FiguraS: Rainha Reprodutora
Fonte: (Zanetti et al, 2009)

Periodicamente formam-se alados (individuos com asas), que saem em revoada
tentando fundar novas coldnias, geralmente na estacdo chuvosa, mas esta caracteristica é
controlada por hormdnios, porém este processo ainda é pouco conhecido (Constantino et al,

2012). Macho e fémea alados encontram-se em um encontro nupcial, suas asas se quebram na
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linha basal. O estreitamento da parte basal da asa e o desenvolvimento da sutura humeral ou
basal séo processos adquiridos durante a evolucéo (Zanetti et al, 2012), detalhes da sutura sdo
mostrados na figura 06. Apds este processo 0s cupins procuram um local apropriado para
iniciar a col6nia, um buraco cavado no chdo ou uma fresta em madeira. O ninho comeca
como uma célula simples, onde o casal permanece e a fémea coloca 0s primeiros ovos. A
eclosdo dos ovos ocorre apds 15 a 80 dias, dependendo da espécie. Apo6s algum tempo surgem

0s primeiros operarios e a colénia comeca a crescer (Constantino et al, 2012).

Sutura basal

Figura 6: Detalhe da sutura basal presente na asa de um cupim.
Fonte: (Zanetti et al, 2009).

3.2.1. Biologia dos Cupins

Os cupins sdo insetos eussociais divididos em castas (superior e inferior). Castas é o
termo usado para designar os variados tipos de individuos e sua funcdo dentro da coldnia,
todos envolvidos em um Unico propdsito: a manutencdo da coldnia em termos de reproducéo,

protecdo, alimentagéo e outros. Castas e funcGes estdo representadas na figura 07.
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| CASTAS
Temporarias Permanentes
(alados sexuados) (apteros sexuados)
| dereis) || (estéreis) |
Fémeas Machos
(aleluias) (aleluias) Rainha e Rei
(reproduzir)
I
Ninfas de Operarios Soldados
Substituiggo (coletar, transportar o (defender a coldnia
(substituir a rainha e alimento e construir o e auxiliar os
0 rei caso morram) ninho) operarios)

Figura 7: Castas da col6nia de acordo com a funcéo na sociedade
Fonte: (Zanetti et al, 2009)

A formacdo de casta esta diretamente relacionada a horménios que controlam o
desenvolvimento. Em insetos o horménio da muda, em especial o horménio juvenil. Estes
horménios sdo capazes de reduzir a formagdo de novos individuos. O reprodutor inibe a
formacdo de outros reprodutores liberando feroménios na colénia, este processo tambem é
usado para controlar o namero de individuos na col6nia. Porém, esse processo e sua natureza

quimica ainda séo fatores desconhecidos (Constantino et al 2012).

A quantidade de soldados na coldnia é controlada por hormonios (feroménios).
Quando a col6nia apresenta um desequilibrio, esses hormdnios sdo inibidos permitindo a

formacéo de novos individuos até alcancar novamente o equilibrio (Constantino et al 2012).

Geralmente os operarios constituem a casta mais numerosa na col6nia e sdo estéreis.
Suas funcbes consistem em construir o ninho, coletar e alimentar todos os outros individuos
(Zanetti et al, 2009). Podem sofrer mudas e transforma-se em soldados, mas nunca em
imagos. A protecdo da col6nia também pode ser uma de suas atribuicdes. Ja os soldados
possuem a morfologia da cabeca totalmente voltada a defesa conforme figura 08, para isso a
cabeca € modificada e esclerosada. Constantino et al (2012) cita que soldados nunca sofrem

mudas, sd0 quase sempre estéreis e sdo incapazes de alimentar-se por conta propria.



31

palpos

posmento

Figura 8: Vista ventral da cabega de um soldado mandibulado.
Fonte: (Zanetti et al, 2009).

Na mesma coldnia pode haver reprodutores primarios e secundarios, 0s primarios sao
os que fundaram a col6nia, e os secundarios podem assumir a posic¢éo de reprodutor mediante
a morte de um reprodutor primario (Zanetti, 2009). Segundo Constantino et al (2012) os
reprodutores secundarios sdo classificados em trés tipos, de acordo com sua origem:

ninfoides, ergatoides e adultoides.

3.2.2. Diagnose

Sdo insetos hemimetéabolos, terrestres, variando de 3 a 25 mm de comprimento,
excluindo as asas. Sao sociais e polimorficos, vivendo em col6nias de tamanho variavel, com
formas apteras estéreis (operarios e soldados) e reprodutores alados (imagos). Olho composto
presentes nos adultos, vestigial ou ausente nos operéarios e soldados, Aparelho bucal
mastigador. Antena moniliforme ou filiforme, com 10 a 32 articulos (ate 21 nas espécies
brasileiras). Tarsos com trés a cinco tarsdbmeros, quatro em todas as espécies brasileiras. Asa
anterior e posterior semelhantes, exceto em Mastotermes darwiniensis Froggatt, da Australia,
que ainda mantem o lobo anal da asa posterior desenvolvida. Asas com linha basal, onde se
qguebram apds a revoada. Cerco geralmente curto, com dois articulos em todas as espécies
brasileiras; longo, com ate oito articulos em Termopsidae. Genitalia externa ausente ou

reduzida, exceto em Stolotermes inopinus Gay, da Nova Zelandia (Constantino et al, 2012).

Segundo Zanetti et al (2009) o desenvolvimento deste inseto é por Paurometabolia

(ovo-ninfa-adulto) e o ciclo de vida esta representado na figura 09.
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Reprodutores alados ou imagos Reprodutores apds perda das asas

O = ama @0
PEEE -]

Reprodutores de substituigio

Figura 9: Ciclo de vida de cupins
Fonte: (Zanetti et al, 2009)

3.2.3. Morfologia

A morfologia dos isopteros varia de acordo com a espécie e com a casta. A presenca
ou auséncia do horménio juvenil é determinante para a manutencdo da forma jovem ou

alcance da fase adulta (Constantino et al, 2012).

As formas jovens que estdo em primeiro estagio sdo similares, ja no segundo estagio a
morfologia das larvas se diferencia. Umas possuem a cabeca grande, outras ndo, e essa
diferenga evidencia os que dardo origem aos individuos estéreis (soldados e operarios) dos
reprodutores (Zanetti, 2009).

3.2.3.1. Morfologia de Adultos

A morfologia dos adultos constituem individuos com cabeca arredondada achatada
dorso-ventralmente. Os olhos sdo compostos e sempre presentes nesta classe, grande, redondo
ou oval, também presente um par de ocelos nas proximidades dos olhos; esses ocelos sdo
ausentes em algumas espécies. Possui antenas moniliformes ou filiformes que se localizam
nas laterais dos olhos, com o nimero de articulos variando de 13 a 21 nas espécies brasileiras.
As fontanelas possuem formas e tamanhos distintos, e localizam-se na regido frontal de
algumas espécies como Rhinotermitidae, Serritermitidae e Termitidae. Os clipeos sdo
divididos em anteclipeo membranosos e um pos-clipeo mais rigido e esclerosado. Possuem
labro largo, que recobrem as mandibulas dorsalmente. Possuem mandibulas capazes de
mastigar e triturar, tipo mastigador-triturador, ambos com um dente apical, dentes marginais e
uma regido molar proximal. Mandibula esquerda com um a trés dentes proximais e um dente

molar geralmente localizado sob a proeminéncia molar (também chamado de dente
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subsidiario marginal ou quarto dente marginal). Mandibula direita com um a dois dentes
marginais, algumas espécies portando pequeno dente subsididrio entre o primeiro dente
marginal e o apical. Regido molar com ranhuras bem desenvolvidas em espécies xildfagas,
menos desenvolvidas ou ausentes nas demais. As asas anteriores e posteriores sdo idénticas do
tipo membranosas e com venacgdo fraca. Asas possuem uma linha basal onde se quebram apds
a revoada. A venagdo das asas tem pouca importancia taxonémica em Iséptera (Constantino et
al, 2012).

A morfologia dos soldados diferencia-se dos demais principalmente na cabeca que é
adaptada em fungdo dos varios mecanismos de defesa presentes em diferentes espécies. As
mandibulas sdo muito grandes e de muitas formas diferentes, ou atrofiadas e vestigiais. Em
Rhinotermitidae e Termitidae, hd uma glandula frontal responsavel pela producdo de uma
secrecdo defensiva, armazenada num reservatorio no interior da capsula cefalica, que é
liberada atraves de um poro frontal. Em Nasutitermitinae, o poro é estreito e esta localizado
na ponta de um tubo longo, cénico ou cilindrico. Em Syntermitinae, o poro é largo e pode
estar localizado na ponta de um tubo de tamanho variavel e também possuem glandulas
frontais. A glandula frontal é muito ou pouca desenvolvida, dependendo da espécie. Ha
apenas vestigios de olhos ou total auséncia. A espécie Apicotermitinae neotropicais néo
possuem soldados (Constantino et al, 2012). As figuras 10 e 11 destacam a morfologia
externa de soldados:

antena
tubo frontal

esporéo da tibia

Ftergltos

Figura 10: Morfologia de soldados
Fonte: (Zanetti et al, 2009).



34

fubo
frontal

espordes
da tibia

Figura 11: Soldado nasuto de syntermes sp. com suas estruturas corporais externas
Fonte:(Zanetti et al, 2009).

J4 o0s operérios possuem pouca variagdo morfoldgica quando comparados aos
soldados. N&o possuem olhos, somente vestigios. A morfologia da cabeca € oval ou
arredondada e suas mandibulas podem variar bastante em funcdo da dieta alimentar. Os
xil6fagos possuem mandibulas com dente apical curto e placa molar reta com ranhuras
salientes. Humivoros possuem mandibulas com dente apical grande e placa molar c6ncava
sem ranhuras. Entre esses dois extremos, existem vérias formas intermediarias e algumas
especializadas. Segundo Constantino et al (2012), o tubo digestivo também varia bastante
entre diferentes grupos, especialmente o proctodeo. A morfologia do tubo digestivo €
importante na taxonomia de Termitidae. A valvula entérica, que separa o primeiro segmento
do proctodeo da parte posterior, frequentemente tem uma armadura esclerosada, com placas e
espinhos de formas variadas. Essa armadura é usada como carater taxondmico em muitos

grupos.

A figura 12 evidencia as semelhancas e diferencas entre as castas (reprodutores,

operério e soldado).
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Cadam Isopiera. C3slas: AL regodulor suplementarn, 5. operarno; . soldado
nasuto; O, soldado; E. forma alada reproduiora; F. forma alada reproduiora kogo
apas a perda das asas; G, ranha Nsogastica; 1. cabega; 2. ambenas; 3. rosbmo;
4. piha composto; 5. apareins oucal mastigador, 6. mardibulas; 7. pronoio; 8.
mesonoio; 9. metancto; 10, pema anteror, 11. pema medana; 12 pema
posteror; 12, asa anterior; 14. asa posterior; 15, escama da asa anberor; 15,
E5CaAma da asa postenar; 17. abaome; 18, abdome chelo oe ovios; 19, Cercos;

20. vaso dors3al; 21. tergos abdominais.

Figura 12: Castas: A. Reprodutor suplementar; B. Operério; C. Soldado nasuto; D. Soldado; E. Forma alada reprodutora; F.
Forma alada reprodutora logo apds a perda da asa; G. Rainha fisogréastrica
Fonte: (Zanetti et al, 2009).

3.2.4. Habitos Alimentares

Cupins séo conhecidos como pragas urbanas devido ao estrago causado pelo consumo
principalmente de madeira como componente de sua dieta. No entanto os cupins ndo se

alimentam apenas de madeira, o tipo de alimentacdo varia conforme a espécie e a casta.

Nesta fungdo destaca-se a atuacdo dos operarios que sd0 0S responsaveis por prover a
alimentacdo de toda a colonia, tanto a de sua casta quanto de castas dependentes,

desempenhando um papel fundamental para a sobrevivéncia da colonia. Jovens, soldados e
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reprodutores sdo incapazes de se alimentar sozinhos e recebem dos operéarios a alimentagéo do

tipo estomodeal ou proctodeal (Lima & Leonardo, 2007).

Os reprodutores funcionais (rei e rainha) se alimentam por alimentacdo estomodeal
onde recebem dos operarios somente saliva que é um liquido claro rico em nutrientes ou de
alimento regurgitado (Zanetti, 2009). Ja os soldados recebem apenas alimentacéo regurgitada.
Cupins inferiores costumam se alimentar de alimentacdo proctodeal, rico em protozoarios
flagelados e outros simbiontes. Esses simbiontes sdo capazes de excretar enzimas que
facilitam e transformam seu alimento rico em celulose em substancias menos complexa
permitindo assim sua assimilacdo. Segundo Lima & Leonardo (2007), o alimento proctodeal
consiste de excre¢des liquidas ricas em simbiontes, provenientes do intestino superior e que

sdo eliminadas em resposta a estimulos tateis de outros cupins.

A alimentagdo dos cupins possui baixo valor nutricional e é composta principalmente
de material celulésico e derivados como plantas vivas ou mortas ou em decomposi¢do. Os

diferentes tipos de recursos alimentares segundo Lima & Leonardo (2007) séo:

e Madeira;

e Grama, plantas herbaceas e serapilheiras;

e Fungos;

e Produtos animais: Ninho cartonado, Esterco, Carcagas, HUmus;

e Dietas especiais: Canibalismo, necrofagia e oofagia, Liquens.
Constantino et al (2012) classifica os habitos alimentares dos cupins em:

e Xil6fagos: alimentam-se exclusivamente ou principalmente de madeira;

e Gedfagos: alimentam-se de matéria organica do solo, ingerindo grande
quantidade de solo mineral;

e Intermediarios: Alimentam-se de matéria vegetal semidecomposta,
especialmente madeira podre;

e Comedores de folha de serapilheira ou ceifadores: cortam pedacos de folhas
mortas e carregam para o ninho ou comem no local;

e Especializados: especialmente de liquens;

e Cultivadores de fungos: alimentam-se de favos de fungos.



37

3.2.5. Microrganismos associados aos isopteros

As simbioses entre térmitas e microrganismos sdo conhecidas, ao menos parcialmente,
desde 1923, em que R. L. Cleveland, demonstrou em uma série de artigos, a simbiose entre
protozoarios flagelados e térmitas inferiores (Aquino, Correia, e Menezes 2008). 1969).
Através destes trabalhos pioneiros, Cleveland observou que os simbiontes ingeriam particulas
de madeira que eram fragmentadas pelo hospedeiro, convertendo a celulose a glicose e
posteriormente a glicogénio. Todos os metabolitos eram produzidos em excesso para as
necessidades dos protozoarios, permitindo que fossem utilizados pelos térmitas (Aquino,

Correia, e Menezes 2008).

No caso de térmitas superiores (familia Termitidae), (Aquino, Correia, e Menezes 2008),
afirma em revisdo sobre processos bioquimicos em térmitas, que apesar de se ter demonstrado
que havia atividade celuloliticas em espécie desta familia, ndo era possivel afirmar se as
celulases eram oriundas dos térmitas ou de sua flora intestinal. Nesta época ja era um fato

bem conhecido a auséncia de flagelados em espécies de Termitidae.

Atualmente, com a ajuda de técnicas moleculares foi possivel avancar bastante no
conhecimento sobre as simbioses entre microrganismos e térmitas. As bactérias sdo
extremamente diversas e abundantes no tubo digestivo dos térmitas, tanto inferiores quanto
superiores. Foram observadas inclusive simbioses tripartites, ou seja, com trés organismos

diferentes, envolvendo térmitas, protozoarios flagelados e bactérias aderidas aos protozoarios.

e Protozoarios

A associacao entre cupins e protozodrios flagelados celuloliticos € um exemplo classico e
bem estudado de simbiose. A maior parte desses flagelados estéa restrita ao tubo digestivo dos
térmitas inferiores e baratas que se alimentam de madeira (Aquino, Correia, e Menezes 2008).
Estes protistas pertencem a Classe Parabasalea (incluindo as ordens Trichomonadida e
Hypermastigida) e a ordem Oximonadida (Aquino, Correia, e Menezes 2008).

Esta simbiose é de tal forma importante para os térmitas que uma grande porcdo do
volume do intestino posterior (0 que equivale a cerca de um ter¢o do peso corporeo do cupim)
é colonizada por flagelados. As particulas de madeira que séo fragmentadas pelo térmita séo
fagocitadas e degradadas pelo protozoario (Brune e Friedrich 2000, apud Aquino, Correia, e
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Menezes 2008). As operarias carregam o alimento digerido para o ninho e o regurgitam para
alimentar as ninfas, soldados e reprodutivo. Este processo chamado trofolaxis é um
mecanismo comportamental que também garante a inoculacdo dos flagelados (Grassé 1982

apud Aquino, Correia, e Menezes 2008).

e Bactérias

Apesar de seu pequeno tamanho, os térmitas abrigam em seu intestino uma diversidade
impressionante de microrganismos. Um dos fatores que contribui para isso € o fato de que o
tubo digestivo desses insetos € altamente compartimentalizado conforme figura 13, com um
forte gradiente de condicdes fisicos quimicas, tais como pH e oxigénio dissolvido (Yang et al
2005). Mesmo nos térmitas que se alimentam de madeira e que ndo possuem uma
compartimentacdo tao evidente, ainda assim a diversidade associada é consideravel. (Aquino,

Correia, e Menezes 2008).

Figura 13: Tubo digestivo isolado do térmita australiano Mastotermes darwinenses. Barra 5 mm, F intestino
anterior com glandulas salivares, es6fago, moela e papo; M intestino médio; MT Tubulos de Malpighi; H
intestino posterior; P1 seguimento proctodeal seguido pela valvula entérica; P3 panca; P4 colon; P5 reto
(modificado de Konig 2006).
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Warnecke et al. (2007) realizaram uma analise metagenémica da comunidade
bacteriana residente na porcdo do intestino posterior conhecida como panga do térmita
xiléfago Nasutitermes sp., que revelou a ocorréncia de representantes de 12 filos e 216
filotipos de bactérias. Dentre estes, os 24 filotipos mais frequentemente recuperados
pertenciam ao género Treponema ou ao Filo Fibrobacteres. Alem disso, neste mesmo estudo,
12 gens homdlogos nifH foram identificados, evidenciando a presenca de bacterias fixadoras
de N associadas a este inseto.

Em outro estudo sobre a diversidade da comunidade bacteriana em quatro espécies de
térmitas superiores pertencentes a varios grupos funcionais, foi observada a dominancia de
Firmicutis (Clostridia e Bacilli), embora a composicdo filogenética tenha variado entre as

espeécies de térmitas, (Aquino, Correia, e Menezes 2008).

e Simbiose Tripartites

Uma das descobertas mais importantes e surpreendentes em estudos sobre a ecologia
microbiana do tubo digestivo dos térmitas € a simbiose entre protozoarios flagelados do
intestino de térmitas e bactérias. E uma simbiose tripartite que envolve o térmita, o
protozoario e a bactéria simbionte intracelular do protista (Noda et al.,2007). Essas bactérias
descritas pela primeira vez em um trabalho de Ohkuma & Kudo (1996) representam um grupo
designado "Termite Group I", muito abundante no tubo digestivo de térmitas, que ndo tem
representantes culturaveis e que tem sido propostos como um candidato a um novo filo de
bactérias (Ohkuma, et al 2007).

Além disso, alguns estudos tem relatado tambem a presenca de ectosimbiontes destes
protistas, principalmente espiroquetas do género Treponema. Em termos funcionais algumas
dessas bactérias sdo capazes de realizar acetogénese a partir de CO2, o que tem um efeito
benéfico para o térmita, no caso especifico de Zootermopsis angusticollis, o acetato é a sua

principal fonte de carbono e energia (Aquino, Correia, e Menezes 2008).
e Fungos

A primeira mencdo a ninhos de cupins em que foram observados cultivos de fungos, em
inglés "fungus combs” ou "fungus gardens™ foi feita por J. G. Koning em 1779, nnos
arredores da vila de Tanschaur, na india (Grass¢, 1982).
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Atualmente sdo conhecidas 330 espécies de térmitas que cultivam fungos simbioticamente
em seus ninhos, distribuidas em 12 géneros da subfamilia Macrotermitinae, familia
Termitidae (Aanem et al., 2007).

Até 0 momento todas as espécies conhecidas sdo originarias da Africa ou da Asia, ndo
possuindo nenhum representante das Américas. As operarias alimentam-se de material
celulésico, portanto rico em carbono, usam as fezes para construir as estruturas dos ninhos,
que por sua vez, é colonizada por fungos basidiomicetos do género Termitomyces. Apos
algumas semanas, o fungo comeca a produzir estruturas vegetativas, chamadas noédulos, que
sdo consumidos pelos cupins. A biomassa do fungo é um material muito mais rico em
nitrogénio do que a matéria vegetal. Desta forma, este tipo de simbiose é uma das solucbes

encontradas pelos térmitas para garantir um aporte de nitrogénio satisfatorio.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Coleta dos Isopteros

A seis coletas de cupinzeiros ocorreram de forma aleatéria. Os isOpteros (cupins)
foram retirados de arvores e de solo localizados na estrada Coari Itapéua e no Centro de
Apoio a Pesquisa do Médio Solimdes localizada na referida estrada, situada no municipio de

Coari, Estado do Amazonas, com coordenadas geogréficas conforme a tabela 02:

Tabela 2: Denominacao preliminar, habitats e coordenadas geogréaficas das coletas de is6pteros

Coleta | Denominacdo | Habitat dos | Coordenadas geograficas | Elevacdo | Azimute
Preliminar térmitas

1 UPC 1 Arvore S04°06.880' / W 063°07.751' | 37 m 250

2 UPC 2 Arvore S04°06.948 /W 063°06.485" | 40 m 250

3 UPC 3 Solo 41'm 250
S04°07.134' /| W 063°04.457"

4 UPC 4 Arvore 34m 250
S04°07.158' / W 063°04.452'

5 UPC5 Solo 42m 250
S04°07.242' /| W 063°04.401"'

6 UPC 6 Solo 51m 250
S04°07.277' | W 063°04.407"

Os ninhos de cupins (cupinzeiros) foram armazenados em sacos plasticos,
identificados e transportados ao laboratério de Microbiologia do Instituto de Saude e

Biotecnologia da Universidade Federal do Amazonas em Coari.

4.2.  Tratamentos iniciais e Introducéo do macerado de cupins em meio Mineral
Minimo BH

Os microrganismos associados aos cupins foram obtidos através dos processos de
separacdo dos ninhos e solo, pesagem de aproximadamente 3 gramas de cupins e maceragéao
em 10 mL de BH (Bushnell Hass Broth, 37g/L, ph 7) conforme as figuras 13, 14, 15 e 16.
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Figura 16: Maceragdo de cupins em 10 mL de BH

Figura 17: Macerag&o de cupins
Os cupins foram macerados em 10 mL de BH (meio minimo) em almofariz e pistilo,

em seguida a mistura de cupim foi depositado em um erlemeyer de 250 mL contendo 0 meio
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nutritivo constituido 87 mL de meio de BH, 3 % de petr6leo (3 mL) e 10 mL da solugédo
macerada de cupins, conforme a tabela 3.

O petroleo foi utilizado como fonte de carbono, conforme Cergueira (2007) que relata
que a fonte de carbono é um dos fatores mais importantes para a producédo de todo e qualquer
biossurfactante, a composi¢édo do meio de cultivo vai influenciar diretamente a quantidade e
as propriedades dos biossurfactantes a serem produzidos. As fontes de carbono que
normalmente sdo wusadas podem ser divididas em trés categorias: carboidratos,

hidrocarbonetos e 6leos vegetais, Vaz (2013).

O controle abiotico utilizado nesta etapa serviu para comparagdes como: espessura da
camada de 6leo; turvacdo; e possivel producdo de biossurfactantes. No controle foram usados
97 mL de BH e 3 mL de petrdleo.

Tabela 3: Denominacéo preliminar, habitat, composi¢do do meio.

Identificacdo | Origem das | Composicdo nos Erlemeyer
preliminar espécies de
cupins

UPC 1 Arvore 10 mL de solucdo de microrganismos, 87 mL de BH, 3
mL de petrdleo

UPC 2 Arvore 10 mL de solucdo de microrganismos, 87 mL de BH, 3
mL de petrdleo

UPC 3 Solo 10 mL de solugdo de microrganismos, 87 mL de BH, 3
mL de petrdleo

UPC 4 Arvore 10 mL de solugdo de microrganismos, 87 mL de BH, 3
mL de petrdleo

UPC 5 Solo 10 mL de solugdo de microrganismos, 87 mL de BH, 3
mL de petrdleo

UPC 6 Solo 10 mL de solugdo de microrganismos, 87 mL de BH, 3
mL de petrdleo

Controle 97 mL de BH, 3 mL de petroleo.
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Figura 18: In6culos contendo meio minimo BH e macerado de cupins

Os erlemeyers contendo as solucGes de microrganismos foram depositados em
plataforma de agitacdo (Shaker S L 222, marca Solab) com rotacdo de 150 rpm a 30° C,
evitando que a camada de 6leo impeca a entrada de oxigénio para organismos aerébios. De
acordo com Tonini, Rezende e Gravitol (2010) em bactérias aerdbias, 0 oxigénio ndo é apenas
aceptor terminal de elétrons para a conservacdo de energia respiratdria, mas também um

reagente indispensavel no mecanismo de ativacao.

4.3.  Producédo de Biossurfactantes em consorcio

Os biossurfactantes apresentam caracteristicas macroscopicas que se assimilam a
presenca de sabdo nas paredes dos recipientes. Esta condicdo € uma das propriedades dos
biossurfactantes que consiste na formacédo de um filme molecular organizado nas interfaces,
reduzindo as tensdes (Nitschke & Pastore, 2002).

Os recipientes denominados UPC1, UPC 2, UPC 3, UPC 4, UPC 5 e UPC 6, contendo
as composigdes descritas na tabela 03, contidos no shaker foram observados diariamente e
caracteristicas como turvacdo e possivel producdo de biossurfactantes eram constantemente

anotados.

4.4,  Selecéo da coleta com microrganismos com potencial produtor de
Biossurfactantes

As seis coletas iniciais foram mantidas em condicbes de cultivo semelhante. Apos
observacdes diarias, em especial a partir do quinto dia de cultivo, foram selecionados 0s
meios que apresentavam a producgdo de biossurfactantes através da formacdo de micelas que
se assemelhavam a presenca de sabdo nas paredes das vidrarias onde 0s meios estavam sendo

mantidos.
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4.5.  ldentificagdo e classificacdo das espécies de cupins

Apo0s a selecdo da coleta de cupins que resultaram em producdo de biossurfactantes,
foi realizada a identificacdo dos cupins das referidas coletas. Individuos destas coletas

permaneciam conservados em eppendorf em alcool 70 %.

Figura 19: Cupins conservados para a identificacdo da espécie.

A identificacdo ocorreu no laboratério de Zoologia da Universidade Federal do
Amazonas, onde a morfologia dos cupins preservados foi observada pela entomdloga Doutora
Ana Claudia Kaminskl. Os individuos foram visualizados em lupa e suas familias foram
relacionadas a visualizacdo morfoldgica da fontanela, pronoto, e por chaves dicotdmicas

conforme Constantino (2012).

Figura 20: Morfologia externa de isopteros

4.6. Técnicas utilizadas para a obtencéo de linhagens bacterianas

4.6.1. Técnica de Diluicao Seriada e Esgotamento em Estrias nos meios PCA

Os meios de cultura identificados selecionados passaram pela técnica de dilui¢do
seriada, plaqueamento em triplicatas, e incubacdo visando a contagem de UFC (unidades

formadoras de coldnias) para visualizacdo de distintos morfotipos presentes em cada meio de
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cultura (figura 20), visando uma posterior selecdo. Nesta técnica utilizou-se: Solugdo Salina
na concentragio de 0,85%; placas com meio Agar padrdo para contagem (PCA), utilizadas no
plagueamento e nas técnicas de esgotamento por estrias; alca de platina; 1 mL da solucéo
contendo os microrganismos; vidrarias, fluxo laminar e estufa bacteriologica para incubacéo.
Apbs esta etapa as placas contendo os microrganismos foram encubadas em estufa
bacterioldgica a 30° C e observadas a partir de 24 horas.

Segundo Pelczar, Chan & Krieg (1997) durante a incubacdo do meio inoculado, as
células individuais comecam a se multiplicar e produzem um grande nUmero de
microrganismos unidos formando colénias. As unidades formadoras de col6nias (UFC) estéo

expostas na figura 20.

Figura 21: Plaqueamento em PCA ap0s incubacéo de 48h da triplicata 10°*.

As distintas colbnias obtidas pelo processo de plaqueamento passaram por técnicas
para obtencdo de culturas puras a fim de determinar as caracteristicas macroscopicas e
microscopicas de cada linhagem. A técnica utilizada para o isolamento dos microrganismos e

obtencdo de cultura pura foi 0 método de esgotamento por meio de estrias (figura 21-22).




47

O esgotamento por meio de estrias € a técnica que se executa com o auxilio da alca de
platina, onde, retira-se uma algada de microrganismos da colonia anteriormente isolada e
repica-se em 6 a 7 linhas, flambando em chama a cada giro da placa conforme a figura 21 e
22.

4.7. Caracterizagbes macroscopica, microscopica e presenca de capsula do

consorcio selecionado.

As coletas de cupins selecionadas resultaram no isolamento de linhagens puras de
microrganismos. Suas nomeacdes preliminares, origens, caracteristicas macroscépicas e

microscopicas estdo descritos no item 4.2 e resumidos na tabela 3.

Os itens observados para a caracterizacdo macroscopicas dos morfotipos consistiram
em: tamanhos das coldnias, coloragéo, bordas, relevo, umidade, odor, escassez e abundancia.
Ja os itens utilizados para a caracterizagcdo microscépica consistiu na técnica de coloracao de

Gram que classifica as bactérias em dois grupos: Gram positivas e Gram negativas.

O objetivo na coloracdo de Gram consiste na identificagdo microscépica de detalhes
como forma e arranjos caracteristicos das céelulas. Neste processo utilizaram-se esfregacos
bacterianos que foram lavados por corantes em sequéncia. O primeiro é o corante purpura
cristal violeta, em seguida o esfregaco é banhado pela solucéo de iodo (substancia que fixa o
corante no interior da célula), posteriormente usa-se o alcool (como removedor do corante em
algumas bacteérias), e por ultimo o corante vermelho, chamado safranina (Pelczar, Chan &
Krieg 1997).

Neste processo retirou-se da placa purificada uma al¢ada de microrganismo e fez-se o

esfregaco sobre uma lamina de vidro contendo uma gota de &gua destilada, em seguida
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flambou-se a parte inferior da lamina fixando a amostra. Posteriormente seguiu-se o protocolo
denominado Conjunto para coloracdo de Gram do fabricante Laborclin (Produtos para

laboratérios ltda).

Depois de coradas os morfotipos foram visualizados no microscopico. Os
microrganismos que retém o corante cristal violeta e aparecem coradas em violeta escuro
(parpura escura) sdo classificadas como bactérias Gram-positivas. As coradas em tons
avermelhados foram classificadas em Gram-negativa, (Pelczar, Chan & Krieg 1997). As

visualizacdes estédo detalhadas nas figuras 23 e 24.

' Figura 24: Coloracéo de Gram

Figura 25: Detalhes dos arranjos celulares

Para a realizagdo do teste para deteccdo da presenca de capsula bacteriana, preparou-se
ldminas contendo uma algada do microrganismo proveniente de cultura pura, sobre esta
ldmina adiciona-se 2 pL de tinta nanquim, seguindo para a coloracdo pelo método de

coloragé@o de Gram, conforme figura 25 e 26.
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Figura 27: Lamina corada para a detécgéo de Cépsula

4.8. Preservagao de Microrganismos em Glicerol

Todas as linhagens provenientes das coletas selecionadas foram conservadas em
glicerol. Para esta preservacdo utilizou-se 13,0 g/L de caldo nutriente (Nutrient Broth). Para o
preparo de 200 mL de glicerol utilizou-se 2,6 g de caldo nutriente dissolvidos em 170 mL de

agua destilada e 30 mL de Glicerol.

Foram adicionados 1,8 mL do preparo de glicerol em eppendorf de 2 mL, em seguida
com a alca de platina retira-se uma algada da placa onde os microrganismos encontram-se
puros, macerando até que eles estejam no soltos no glicerol, seguindo para o congelamento
(figura 27).

Figura 28: Criotubos contendo microrganismos conservados em Glicerol
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Em todos os morfotipos encontrados a conservacdo em glicerol ocorreu em triplicatas

para garantir sua manutencao.

4.9.  Teste individual de producéo de Biossurfactantes

O teste de producdo Individual de Biossurfactante consistiu no inéculo constituido por
meio BH (Bushnell Hass Broth) (97 mL), 3 % de petroleo (3 mL), 100 puL de LB (Luria
Bertani), e cinco alcadas do microrganismo provindo de cultura pura anteriormente obtida
através de esgotamento por meio de estrias. Apds a inoculacdo a cultura foi mantida em
incubadora shaker a 150 rpm visando a producdo de biossurfactante com observacao a cada
24 h. A figura 28 mostra as culturas em fase inicial de cultivo.

Figura 29: In6culos contendo microrganismos isolados

Durante esta observacao selecionou-se a linhagem com maior evidéncia na produgéo
de biossurfactante, e ap06s esta selecdo os demais morfotipos que ndo apresentaram bons
resultados foram eliminados nesta etapa da pesquisa. O morfotipos selecionado seguiu para as
etapas posteriores como: identificagdo molecular e testes de producdo de biossurfactante

através da reducdo da tensdo superficial.

4.10. Ildentificacdo Molecular

A identificacdo molecular dos microrganismos coletados foi possivel através da
técnica como PCR (reacdo em Cadeia Polimerase) e sequenciamento do gene do RNA

ribossomal 16 S.

Segundo Doublet et al (2008) a PCR por ser uma técnica altamente especifica, a PCR
pode ser realizada utilizando o DNA cromossomal ou mesmo o DNA plasmidial, sendo assim
possivel tracar o perfil genético de um organismo a partir de genes conhecidos e Unicos para a

espécie
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O sequenciamento do gene do RNA ribossomal 16S possui importante relevancia na
identificacdo de microrganismos, ele é usado como indicadores taxondmicos e filogenéticos
(BECKER et al. 2004) e é considerado o método de referéncia para a identificacdo bacteriana
(LANGE et al, 2011).

4.10.1. Preparo do Lisado Celular

Para este estudo primeiramente foi realizada a extragdo do DNA de uma cultura
previamente preparada conforme método de Extracdo por Fenol/Cloroférmio (Sambrook e
Russel 2001). Para esta extracdo foram primeiramente aquecidos banho maria nas
temperaturas de 37° a 55° C; e preparado tampao de digestdo de lisozima, para 200 mL do
tampdo de digestdo/amostra, neste foi adicionado lisozima para uma concentracao final de 20

mg/mL.

Em seguida foi centrifugada a cultura celular em centrifuga a 12.000g por 2 minutos,
seguindo pela ressuspensdo do palet em 180 pL do tampédo de digestdo da lisozima, para a
mistura completa utilizou-se o vortex, em seguida a mistura foi incubada a 37° C por 30

minutos.

Adiciona-se 20 pL de proteinase K seguindo para a mistura no vortex, apos a mistura
adicionou-se 200 pL de tampéo de lise Purelink Genomic (kit de extracdo e misture bem
utilizando o vortex, seguindo para incubacgdo a 55 © C por 30 minutos. O préximo passo foi a
adicdo de 200 pL de etanol (96 % - 100%) ao lisado, misturando bem por 5 segundos no

vortex, obtendo assim uma solucdo homogénea.

4.10.2. Ligacdo do Dna

Para a ligagdo do Dna foi posicionada uma coluna (Purelink Spin) no tubo de coleta,
em seguida carregou-se o lisado (640 pL) com o tampao de lise e etanol e adicione 200 pL de

etanol (96 % - 100%) ao lisado, misturando bem por 5 segundos no vortex.

Posteriormente a coluna preparada é centrifugada a 10.000xg por um minuto a
temperatura ambiente, em seguida descarta-se o tubo de coleta e posicionou-se a coluna em

um novo tubo de coleta.
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4.10.3. Lavagem do DNA

Lava-se a coluna com 500 pyL de tampédo de lavagem 01, em seguida realiza-se a
centrifugacdo da coluna a 10.000xg por 1 minuto a temperatura ambiente. Em seguida
descarta-se o tubo de coleta e posiciona-se um novo tubo de coleta. Lava-se a coluna com 500
pL do tampdo de lavagem 2, centrifugando-a e seguida na velocidade méxima por trés

minutos a temperatura ambiente descartando o tubo de coleta em seguida.

4.10.4. Eluigédo do Dna

Para a eluicdo do dana primeiramente posiciona-se a coluna em um tubo novo de 1,5
mL, em seguida eluir o Dna com 25 a 200 pL de tampé&o de elui¢do PureLink, encubando a
coluna em temperatura ambiente por um minuto, seguindo para a centrifugacéo na velocidade
maxima por um minuto tambem em temperatura ambiente. Em seguida foi realizado a analise
de Dna por eletroforese em gel de agarose, podendo tambem ser quantificado por

espectrofotometria.

4.10.5. Anélise de Dna por eletroforese em gel de Agarose

Nesta esta etapa adicionou-se 0,4 gramas de agarose para o preparo de 50 mL em
erlemeyer de 250 mL. Em seguida levou-se a agarose para fundir em forno micro-ondas em
alta temperatura ate que a solugdo se tornou homogénea ou transparente. A terceira etapa
ocorreu quando a temperatura da agarose baixou em torno de 50°C. Quando foi alcancada esta
temperatura adicionou-se brometo de etideo em um volume apropriado, obtendo a

concentragéo final entre 0,1-0,5 pg/mL.

Apbs esta etapa verteu-se o volume do erlemeyer no molde de gel, eliminando as
bolhas que surgiram durante o processo, colocando tambem o pente para a formacdo dos

pocos conforme a figura 29.
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Figura 30: Pentes para a formag&o dos pogos

Ap0s este processo deixou-se gelificar a temperatura ambiente por 30 a 40 minutos.

4.10.6. Procedimentos para a Eletroforese

Apds a etapa de preparo do gel de agarose, transferiu-se 0 mesmo para uma cuba de
corrida, vertendo tambem tamp&do em quantidade necessaria para que o gel ficasse totalmente
submerso. Posteriormente aplicaram-se as amostras de DNA ja contendo o tampao de amostra
com o auxilio de uma pipeta automatica conforme figura 30. Posteriormente tampou-se a cuba
conectando-a aos cabos a fonte de tensdo de maneira que a migragdo ocorra do polo negativo
para o polo positivo. Vale frisar que foi de extrema importancia a verificacdo da voltagem
conforme a especificacdo da cuba, e que o acompanhando da corrida foi feito usando como

referéncia a coloracdo azul de bromofenol.

Figura 31: Aplicacdo das amostras de Dna na Cuba

A migracdo das bandas ocorreu em um intervalo entre 30 a 40 minutos, finalizando
esta etapa no desligamento da fonte de tenséo, remocao do gel da cuba, e analise do padrdo de

migracdo expondo o gel a luz UV.

4.10.7. Reacdo em cadeia Polimerase (PCR) e amplificacao genica utilizando Primer
16 S

A primeira etapa consistiu na realizacdo da PCR, que foi realizada a fim de possibilitar

a amplificacdo dos fragmentos génicos anteriormente tratados.

COX, DOUDNA, O'DONNELL (2012), abordam que quando sabemos pelo menos a
sequencia das por¢oes terminais do segmento de DNA no qual estamos interessados, podemos
amplificar enormemente o numero de cdpias de tal segmento com a reacdo em cadeia da

polimerase (PCR), um processo concebido por Kary Mullis em 1983.



Neste procedimento utilizou-se o iniciador abaixo:

Tabela 4: Iniciador utilizado na PCR
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Iniciador

Sequéncia

16 S Reverse

R (5- TGA CTG ACT GAGAGC TCT ACCTTGTTACGM YTT - 3))

A segunda etapa condiz no preparo da mistura de reacéo de acordo com a tabela 05.

Tabela 5: Reag

entes utilizados

Reagentes do | Tubo 1 (Tubo teste) | Tubo 2 (Controle | Preparo da mix para
Sistema negativo) trés tubos
Agua 14,2 L * 14,2 * 45,6 pL
Tampdo 10 X 2,5 L 2,5puL 7,5 uL
MgCl2 (25 Mm) 2,5 uL 2,5 uL 7,5 uL
dNTPs (2,5 mm) 2,5 uL 2,5 uL

Primer(F) 1,0 uL 1,0 uL 3,0 uL
(5pmoles/ug)

Primer(R) 1,0 uL 1,0 uL 3,0 uL
(5pmoles/ug)

Taq (5U/uL) 0,3 uL 0,3 uL 0,9 uL
DNA 1,0 uL ** -- XXX
Volume Total 25,0 pL 75,0 uL

Em que * indicava a utilizacdo do volume necessario para completar o volume final

desejado de 25 pL, ** indicava a utilizacdo do volume necessario para aproximadamente 10

ng de Dna molde, - - ndo adicionar Dna, utilizando &gua (1,0 uL) e xxx ndo adicionar nenhum

reagente.

Obedecidos estes critérios, prosseguiu-se o experimento transferindo 24 uL da mistura

de reagédo preparada mix para os tubos identificados como 1 e 2. No tubo 1 foi adicionado 1uL

de Dna e ao tubo 2 a adicéao foi de 1 mL de agua conforme especificado na tabela 05.

Em seguida programou-se o termociclador com as condi¢des de ciclagem de

amplificacdo da PCR descritos na tabela 06. Posteriormente colocaram-se os tubos no

termociclador deixando que a reacdo de amplificacdo seja concluida.
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Tabela 6: Etapas, evento, temperatura e tempo

Passo Temperatura (°C) Evento Tempo

1 950 Desnaturacéo Inicial | 2 minutos

2 940 Desnaturacéo 40 segundos
3 X0 Anelamento dos | 1 minuto

iniciadores ao DNA

molde

4 72° Elongacéo pela | 2 minutos
DNA Polimerase

5 72° Elongacédo Final pela | 5 minutos
DNA Polimerase

6 40 Término de reacdo Tempo Indeterminado

As passos 2,3,4 e 5 ocorrem em 35 ciclos, seguindo para a andlise do produto de
reacdo por eletroforese em gel de agarose como descrito no item 4.10.5. Em seguida foram

utilizados 1/10 a 1/5 do volume de reacéo para analise em eletroforese.

4.11. Teste de Sensibilidade a Antimicrobianos

O teste de sensibilidade a antibioticos foi realizado segundo as Normas de
Desempenho para Testes de Sensibilidade Antimicrobiana (Anonymous, NCCLS, 2005).
Inicialmente foi preparada uma cultura nova, cultivada em meio LB mantida em shaker a 30 °
a 150 rpm por 24h, desta cultura foram retirados os microrganismos e plagueadas em meio
Mueller-Hinton soélido por meio de esgotamento em estrias. Apds o crescimento de 24 h,
alcadas de microrganismos foram retiradas e ressuspendidas em solu¢do salina 0,85% estéril

em eppendorf.

A proxima etapa consistiu na medi¢cdo da densidade celular em espectrofotémetro a
600 nandmetros e ajustou-se o volume da suspensdo para 0,1 de absorbancia (equivalente a
0,5 McFarland). Mergulhou- se hastes com algoddo estéril nesta suspensdo de células por
alguns instantes pressionando a haste nas paredes para eliminacdo de excesso de liquido. Em
seguida, inoculou-se em placas (140 mm de didmetro) contendo 0 meio Mueller-Hinton

solido (70 mL) por trés vezes girando a placa 60° a cada esfregaco.
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As placas foram deixadas em repouso por trés minutos a fim de absorver o excesso de
umidade. Em seguida com o auxilio de uma pinca foi colocada uma unidade de multidiscos de
antibioticos (Laborclin) sobre a placa, pressionando-a suavemente para assegurar 0 contato
completo. A placa foi incubada a 30° C por 24 h. Os halos foram medidos utilizando uma

régua e considerou-se o halo de inibigdo a &rea sem crescimento detectavel a olho nu.

Os diametros dos halos, detalhados na figura 31, foram interpretados como:

resistentes, resistentes intermediarios e sensiveis no item 5.5.

Figura 32: Halos de inibicdo em placa contendo os antimicrobianos

4.12. Perfil de Crescimento Microbiano

A curva de crescimento microbiano foi realizada no objetivo de detectar os periodos
referentes as fases lag (aclimatacdo do microrganismo), log (crescimento exponencial),
estaciondria e de declinio do microrganismo isolado, uma vez que em sua fase exponéncial

ocorre a maior producdo do biossurfactante.

Esta etapa ocorreu primeiramente com o preparo do pré-indculo. Neste utilizaram-se 6
mL do meio nutritivo LB e 100 pL do caldo contendo os microrganismos, inoculados em
tubos de ensaio de 10 mL com tampa rosquedvel. Os tubos foram adaptados em uma
inclinacdo de aproximadamente 30 °© sob agitacdo na incubadora shaker a 150 rpm, a 30 ° por
24 horas.

Apds este tempo, a cultura contida no tubo de ensaio foi transferida para eppendorf de
2 mL que foram centrifugados a 12.000 rpm por 4 minutos, descartando ao término o
sobrenadante. Em seguida os palets contidos nos eppendorf foram ressuspendidos em 1 mL de
BH, transferindo-se 200 uL destes para novos eppendorf contendo 1,8 mL de BH estéril,
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totalizando assim 2 mL da cultura. Em seguida retirou-se 1 mL dos ultimos eppendorf para a
leitura da densidade celular a 600 nanémetro em espectrofotdmetro de luz visivel.

Os resultados obtidos da densidade celular foram multiplicados por 10, em seguida
dividiu-se o denominador 1000 pelo resultado da densidade multiplicada, este procedimento
garantiu que a cultura possua uma concentragao inicial de 0,01 de densidade celular. O valor
obtido desta divisdo, foi pipetado dos eppendorf e inoculados em cinco erlemeyer de 250 mL
contendo Bh estéril e uma concentracdo de 3% de fonte de carbono (petréleo) cada. Os
erlemeyer foram incubados em incubadora shaker a 30 © a 150 rpm e sua densidade celular foi
medida a cada 24 horas em espectrofotdmetro por 70 dias.

4.13. Teste de Atividade Emulsificante

Nesta etapa preparou-se o pré-inoculo e o indculo nas mesmas condi¢Bes do perfil de
crescimento microbiano em trés experimentos independentes. As culturas contidas em
erlemeyer ao alcancarem sua fase exponéncial revelada pelo perfil de crescimento
microbiano, foram transferidas para tubos falcon de 50 mL, seguido para centrifugacédo
refrigerada a 4000 rpm a 4° por 30 minutos afim de se recuperar 0s sobrenadantes. A retirada
do petroleo restante ocorreu com o uso de papel toalha estéril por imersdo na camada superior
do sobrenadante. Tubos de ensaio de 10 mL com tampa rosqueavel foram utilizados, nestes
foram depositados 4 mL de sobrenadante e sobre eles foram adicionados 4 mL dos solventes
organicos, Xileno e Hexano. A mistura foi vortexada vigorosamente por 5 minutos e deixou-
se descansar. As medidas da altura da fase oleosa, aquosa e emulsificada foram medidas em

24 h para a obtencdo dos indices de emulsificacao.

O indice de emulsificagdo foi calculado usando a férmula E % = He / Ht x 100, onde
He é a altura da emulsdo e Ht é a altura total. O experimento foi realizado em trés
experimentos independentes e como controle da atividade emulsificante foram meio de
cultura Bh estéril, Triton X- 100 e Tween 20, a 0,5 % (Ismael e Dadasnia, 2015;
Camacho-chab et al., 2013; Ortega-Morale et al, 2007; Bouchotroch et al., 2000). Seus dados

sdo discutidos no item 5.8.
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4.14. Teste de Hidrofobicidade Celular.

Para a realizacdo do teste de Hidrofobicidade celular, a cultura bacteriana foi
preparada nas mesmas condigdes do perfil de crescimento microbiano. Esta etapa foi realizada

quando a cultura microbiana atingiu sua fase exponéncial.

Nesta etapa a cultura foi transferida para falcons de 50 mL e seguiram para a
centrifugacdo refrigerada a 4000 rpm a 4° por 30 minutos. Apds este processo 0 sobrenadante
foi descartado. As células recuperadas foram ressuspendidas em meio BH estéril em uma
densidade celular final de 0,50 a 600 nandmetros de comprimento de onda no aparelho
espectrofotdbmetro. Deste volume, foram adicionados 1,2 mL em um tubo de vidro de 10 mL.
Em seguida foram adicionados 500 pL dos substratos hidrofébicos e petrleo sobre a
suspensdo que em seguida foi vortexada por 2 minutos. Os tubos foram entdo deixados para
descansar por 1 hora para a completa separacdo das fases. Apos o tempo, toda a fase aquosa
foi recuperada com o auxilio de uma pipeta Pasteur e colocada em tubos eppendorf. A
absorbéancia da fase aquosa foi medida a 600 nm de comprimento de onda usando uma cubeta
de acrilico, tendo como o branco o BH estéril. A Hidrofobicidade celular foi expressa como %
de aderéncia celular no éleo, a qual foi calculada usando a formula: BA (%) = (1- ( Abs / 0,5))
x 100, onde BA é aderéncia celular, Abs € a absorbancia da suspensao apos a agitacao e 0,5 €
a absorbancia da suspensdo antes da agitacdo. O experimento foi realizado em trés
experimentos independentes. Foram utilizados os solventes: Hexano e Xileno (Ismail e

Dadasnia, 2015) e seus resultados estdo descritos no item 5.7.

4.15. Teste de deteccédo da producéo de Biossurfactante (colapso de gota)

O teste de producdo de biossurfactante ocorreu primeiramente com o preparo do
indculo bacteriano como descrito para o perfil de crescimento bacteriano. Quando a cultura
alcancou a fase exponéncial de crescimento, a cultura foi transferida para falcons de 50 mL
seguindo para a centrifugacdo, obtendo a recuperacdo da cultura bacteriana. Apos esta etapa 0
sobrenadante foi reservado e deixado por uma hora em refrigeragcéo a 4 °, visando uma boa
separagdo do petroleo. Com o auxilio de uma pipeta Pasteur, a cultura foi separada do 6leo e
entdo centrifugada por 3 minutos a 10.000 rotagdes por minuto para a separagdo das células.
O sobrenadante foi filtrado usando filtro de 0,20 um de didmetro (Millipore) no intuito de
reter as celulas bacterianas. Apos o filtrado, foram retirados 135 mL do sobrenadante livre de
células com uma pipeta e aplicado sobre parafilme que foi estendido sobre uma superficie
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plana para verificar a retencdo da configuragéo da gota. Cada gota feita com o sobrenadante
foi comparada as gotas feitas na mesma quantidade do controle. As gotas foram feitas em
triplicatas e o experimento foi realizado em trés experimentos independentes. Foram usados
como controle: agua destilada, SDS (dodecil sulfato de sédio) nas concentracdes de 0,1, 1, e

10 % (modificado em Jain et al., 1991) e seus resultados estéo descritos no 5.9.

Figura 33: Formacao das gotas pela adi¢do do sobrenadante em parafilme

4.16. Teste da reducgdo da Tensdo Superficial

Vaérios procedimentos laboratoriais podem ser realizados para determinar a produgéo
de biossurfactante, no entanto para a validacdo desta afirmacéo a tensao superficial precisa ser
reduzida. Segundo BUENO (2008) surfactantes eficientes possuem uma baixa CMC
(Concentracdo Micelar Critica), isto é, menor quantidade de surfactante é necessaria para o

decréscimo da tensdo superficial.

O método para esta investigacdo consiste no teste de reducao da tensao superficial que
utiliza o equipamento denominado Tensidmetro Kruss utilizando o método do anel de Du

Nouy a 20° conforme Matsuura 2004.

Para esta etapa a cultura bacteriana foi preparada como descrito para o perfil de
crescimento bacteriano, item 4.12. Foram preparadas triplicatas dos tempos de cultivo
referente aos tempos: 1, 7 e 12 dias de cultivo, contemplando desta maneira a fase inicial ou

aclimatacao, fase exponencial e estacionaria da cultura bacteriana.
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Figura 34: Cultivo de UPC 3 em 7 dias para a realizagdo dos testes de reducéo da Tensdo Superficial

O teste de reducdo da tensdo superficial ocorre com o uso do sobrenadante livre de
células e de residuos de 6leo, para isso a cultura foi centrifugada a 4000 rpm a 4° por 30
minutos, em seguida a camada submersa de Gleo foi retirada com papel filtro estéril e o
sobrenadante foi transferido para tubos falcon de 50 mL, a centrifugacdo ocorreu por trés

vezes na intencdo de eliminar as células e o petréleo.

Ap0s estas etapas o sobrenadante de tempo 1 dia, foi filtrado em filtro de 0,20 um de
didmetro (Millipore) e dos tempos de 7 e 12 foram primeiramente filtrados em filtro de 45 pm
de diametro (Millipore) em seguida em filtro de 0,20 um de didmetro devido ao grande
nameros de células que dificultaram a filtragem. Este processo tem como objetivo eliminar

células e residuos que podem alterar o resultado da reducdo da tenséo superficial.

Os falcons contendo os filtrados foram transportados em caixa de isopor esterilizada e
lacrada até a Universidade do Estado do Amazonas, na central Analitica da Universidade de

tecnologia EST- UEA sob a orientacdo do professor Doutor Sérgio Duvoisin Junior.

Para o inicio desta etapa ligou-se o equipamento Tensiébmetro, conforme as
especificacbes, e acoplou-se neste o anel de platina que ird submergir na solucdo
anteriormente filtrada. O método selecionado para esta analise foi o0 método do Anel de Du
Nouy conforme Matsuura (2004).

Primeiramente mede-se em triplicata a densidade celular da agua, a fim de usa-la
como controle, em seguida da mesma maneira foram medidas as tensfes superficiais do meio
BH ao qual as bactérias foram cultivadas, e posteriormente foram medidas as tensdes
superficiais dos filtrados dos tempos 1, 7 e 12 dias. Para esta andlise os filtrados foram

colocados no suporte para liquido do tensibmetro, e medidas cinco vezes as tensdes
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superficiais pelo equipamento que finaliza retirando a média aritmética final. Todas as

amostras foram feitas em triplicatas em experimentos independentes.

Os resultados obtidos pelo teste de reducdo da tensdo superficial sdo descritos e

discutidos no item 5.10.

4.17. Tratamentos Estatisticos

O tratamento de dados referente ao item 4.12, foram tratados pelo Microsoft Excel. Ja
os itens 4.13, 4.14, 4.16 foram tratados por one-way ANOVA (andlise de variancia) a 5 % de

significancia através do programa Past 3.12.



62

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre as seis coletas de cupins realizadas no Centro de apoio a pesquisa do Médio
Solimdes, foi selecionada a coletas UPC 3 (cupins da terceira coleta) retirada do solo, a
mesma foi selecionada ap0s observacgoes diarias que apresentavam caracteristicas de producéo
de biossurfactante pelo consorcio ali presente conforme descrito no item 4.4 e resumidos na
tabela 07.

Tabela 7: Producdo de Biossurfactantes em funcéo do tempo

Tempo UPC1 |UPC2 |UPC3 UPC 4 UPC5 |UPCGB
24 horas ++ + + +
48 horas

72 horas

96 horas +++

> 96 horas ++++ + +

Ap6s 96 horas ++++ ++ + + +++

+ 4+ + +: Alta producéo de biossurfactante; + + +: Média producéo de biossurfactantes; + + Producéo
intermediaria de biossurfactantes.

As caracteristicas relevantes para a selecdo do consércio UPC 3 consistiram na
observacao preliminar acerca da camada de petréleo contida no meio de cultivo e formacéo de
espuma, que diante as demais coletas apresentou primeiramente mudancas fisicas nesta
camada. A camada oleosa foi transformada ap6s o 7° dias de cultivo, 0 meio apresentou
solubilizac&o e grande turvagéo indicando crescimento da biomassa bacteriana. A partir deste
dia (7°. Dias de cultivo) o consorcio UPC 3 também apresentou aspecto semelhante a
producdo de biossurfactante. Ao 12° dias de cultivo foi observada uma acentuacdo
consideravel indicando aumento na producdo de biossurfactantes. Retirada uma aliquota de 1
mL do cultivo e transferido para um novo meio nas mesmas condi¢gdes o consorcio UPC 3
manteve suas caracteristicas iniciais e ao 21° dia além da producéo de biossurfactante também
apresentou total biodegradacdo da camada de petréleo. Segundo Ciapina (2008) os
biossurfactantes podem ser produzidos “in situ” e ainda, a partir de substratos renovaveis,
como por exemplo, Gleos vegetais, residuos agroindustriais e subprodutos da industria do

petrdleo e alimenticia.

J4 a transformacgdo da camada oleosa deve-se a capacidade que alguns microrganismos
possuem em degradar este tipo de poluente (NITSCHKE; PASTORE, 2002).
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Os morfotipos presentes em UPC 3, produziram biossurfactantes no objetivo de
facilitar a biodegradacdo dos compostos hidrofobicos presentes no petréleo. Bueno (2008)
cita que muitas vezes os microrganismos produzem substancias anfifilicas que sdo lancadas
para fora da célula, a fim de facilitar a entrada de compostos pela membrana celular ou para
aumentar a biodisponibilidade de um substrato no meio. As figuras 34 e 35, mostram o
aumento da biomassa em um cultivo de tempo 7 dias do consércio UPC 3 em comparag¢ao ao
controle, e um cultivo de tempo 12 dias mostrando a auséncia da camada oleosa e grande

turvacdo do meio.

Figura 36: UPC 3 em seu 12° dias de cultivo

5.1.  Caracterizagdo macroscopicas, microscopicas, e presenca de capsula do
consorcio UPC 3

As linhagens microbianas provenientes de UPC 3 foram obtidas apds processo de
cultivo, diluicdo seriada e esgotamento por meio de estrias em meio PCA (meio agar padrdo
para contagem). Nesta coleta foram obtidos 3 morfotipos distintos ap6s diluicdo seriada na
placa 1074, realizada em triplicata. Suas caracteristicas macroscopicas, denominacéo, origem

e detalhes das unidades formadoras de col6nias (UFC) estdo listados na tabela 08.



Tabela 8: Denominagdo e Caracterizagdo macroscopicas das colonias

Denomina | Habitat | Nome  dos | Caracteristicas Macroscépicas
¢do Inicial morfotipos
UPC3 A Colbnias médias, bordas regulares,
crescimento abundante, com relevo,
coloracéo bege.
UPC 3B Colbnias pequenas, esféricas, sem
UPC 3 Solo Peq
relevo, cor amarelo bege, escassa em
PCA.
UPC3C Colbnias grandes, espalhadas, bordas
irregulares, sem relevo, cor amarelo
claro.
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A coloracdo de Gram permitiu a identificacdo dos microrganismos que em colbnia

podem apresentar formas esféricas (cocos), cilindricas (bacilos) ou espiraladas (espirilos).

Nesta analise tambem foi investigada a presenca ou ndo de capsula nos morfotipos

selecionados. Os detalhes revelados pela coloracdo de Gram dos morfotipos encontrados nos

cupins da coleta UPC 3 estdo descritos na tabela 09.

Tabela 9: Resultado da Coloragéo de Gram em alguns microrganismos

Coleta | Linhagens | Coloracdo de | Morfologia das | Arranjos Cépsula
Gram células caracteristicos
UPC3 A + Bacilos Bacilos isolados | Auséncia de
Cépsula
UPC . -
UPC 3B + Bacilos Bacilos Presenca  de
3 .
Cépsula
UPC3C — Bacilos Bacilos isolados | Presenca  de

capsula




Figura 37: Teste de Cépsula detectando sua auséncia em UPC3 A

Figura 38: Caracterizagdo microscopica em UPC3 C

Figura 39: Caracterizagdo microscopica em UPC3 A

Figura 40: Detalhes dos arranjos em UPC3 B
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Figura 41: Teste de capsula detectando sua presenca em UPC3 C

O teste para a verificacdo de cépsula revelou que o morfotipo UPC3 A ndo possuem
capsula. Em contrapartida, os microrganismos denominados UPC3 B e UPC3 C ¢
encapsulado.

Mesmo em condi¢bes semelhantes de cultivo contendo petréleo, os microrganismos se
diferenciam em amplos sentidos, onde UPC3 A pode ter ao longo do processo evolutivo,
adquirido ou perdido habilidades conforme sua condicéo e necessidade do meio onde viviam.

O trato digestivo de um cupim era 0 meio onde viviam UPC3 A, UPC3 B e UPC 3C,
mudando drasticamente para um ambiente artificial contendo meio minimo e petréleo. Estas
caracteristicas condizem com a observacdo citada por Neto (2015), diante de dados da
literatura que mostram quando as condi¢cdes no ambiente de biodegradacdo mudam, pode
haver alteracbes na morfologia do microrganismo para garantir melhor utilizacéo das fontes
de energia no seu ambiente.

A cépsula é uma caracteristica evolutiva de microrganismos que vivem em condi¢oes
desfavoraveis, ou em meios contendo petréleo.

Segundo Neto (2015), a capsula é importante para a efetiva colonizagdo, aderéncia e
prevencdo a dessecacdo das células que o possuem. Pesquisas apontam que existe maior
probabilidade das bactérias Gram negativas possuirem este componente, destacando que a
presenca deste item pode Ihes conferir vantagens como: protecdo a desidratacdo, protecdo ao
ataque de bacteriofagos, favorece a aderéncia ao substrato e evita que nutrientes se movam
para fora da célula (NITSCHKE e PASTORE, 2002).

Por possuir capsula e por ser classificada como bactéria Gram negativa, UPC3 C
possui vantagem significativa em termos de competitividade e sensibilidade, conforme
Matsuura (2004) ressalta que bactérias Gram-positivas apresentam maior sensibilidade aos
biossurfactantes, ja bactérias Gram-negativas sdo inibidas fracamente ou ndo sdo inibidas.
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5.2.  ldentificacdo de cupins pertencentes a UPC 3

Os termitas presentes na coleta UPC 3 foram identificados através de observacGes em
lupa de sua morfologia. Estes cupins revelaram caracteristicas como: presenca de fontanela,
espor@es apicais da tibia, mandibula esquerda com um ou dos dentes marginais, asas ndo
reticuladas (reprodutores), escama alar posterior ndo recobrindo a anterior e pronoto em forma
de sela, com um lobo anterior bem definido, segundo Constantino (2012) e figuras 41 e 42.
Portanto os cupins da coleta UPC3 C sdo pertencentes a familia dos Termitidae, reino

Animalia, divisdo Arthropoda, classe Insecta, e ordem Isoptera.

Figura 42: Individuos identificados de UPC 3

Figura 43: Cupins da familia Termitidae presentes em UPC3 C

De acordo com Zanetti (2009), Termitidae é a principal familia de cupins, com
presenca de fontanela; asas com as escamas aladas anteriores curtas ou do mesmo tamanho
das posteriores; soldados com projecdo ou lobo anterior no pronoto em forma de sela;
apresentam dentes mandibulares basais desenvolvidos; constroem diferentes tipos de ninhos e
possuem habitos alimentares variados, como, por exemplo, madeira, folha, himus e etc.
existem espécies que sdo cultivadores de fungos; no entanto, em condices brasileiras isto ndo

ocorre. Os principais géneros sao: Cornitermes, Nasutitermes, Syntermes e anoplotermes.
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Figura 44: Detalhes da morfologia dos Termitidae presente em UPC3 C

Toérax com projecao anterior

Termitidae

Figura 45: Desenho esquematico para identificacdo de Termitidae
Fonte: Zanetti (2009)

5.3.  Selecdo de UPC3 C como consorcio microbiano produtor de Biossurfactante

Do consorcio UPC 3 foram isolados trés morfotipos distintos denominados UPC3 A,
UPC3 B e UPC3 C. Os mesmos foram mantidos em condi¢bes semelhantes de cultivo
conforme o item 4.2. Apés o periodo de incubacdo, o frasco contendo o microrganismo UPC3
C demonstrou maior evidéncia na producdo de biossurfactante baseado na formacdo de

espuma em comparagao aos demais microrganismos.

5.4.  ldentificacdo Molecular de UPC3 C

Esta etapa do processo de identificacdo molecular utilizou o primer 1492 R com
iniciador 16 S Reverse visando a amplificacdo do Dna bacteriano. O tratamento da sequéncia
obtida revelou um fragmento de 463 pares de base. Esta sequéncia foi alinhada no banco de
dados geneéticos NCBI atraves do programa de busca de dados genéeticos BLAST, mostrando
que a linhagem UPC3 C apresenta uma porcentagem de 100% de identidade, e-value 0.0 e

Query Cover 100% para a bactéria Psychrobacillus psychrodurans.
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5.5.  Teste de Sensibilidade a Antimicrobianos de Psychrobacillus psychrodurans

Os microrganismos podem ser classificados como resistentes, resistentes
intermediérios e sensiveis. Esta classificagdo baseia-se no tamanho dos halos contidos nas
placas com o microrganismo. As placas com os antibioticos de multidiscos negativos
contendo a bactéria Psychorobacillus psychrodurans apresentaram os valores numéricos dos
didmetros dos halos no anexo 07. Os antibi6ticos do multidiscos e suas concentra¢fes sao:
cefoxitina 30 pg, amoxicilina 30 ug, cefuroxima 30 pg, cefatotina 30 pg, ampicilina 10 pg,
meropenem 10 pg, ceftazidima 30 pg, cefepima 30 pg, ciprofloxacina 5 pg, sulfametoxazol +

trimetopim 25 pg, amicacina 30 ug, gentamicina 10 pg.

Tabela 10: Resultado em rela¢do ao tamanho do halo

Pardmetros para
resultados
@ 4 o Classe de
s [Sa o) o ko] o
c | Antibiotico g9 | S | ® antibioticos
[} cs | o E | = -
= 526 |SE|Z | |E _
o e g 87 | 9 c 5 o
o ~ —_ [a'd 2 —~ [ — \2 ~
© T sE|gcS |20
(&)
r |E ?
01 Cefoxitina 30 CFO 40 S <14 15-17 =18 Cefalosporinas 4°
geracao
02 Amoxicilina 30 AMC 41 S <13 14-16 =217 Penicilinas

03 Cefuroxima 30 CRX 41 S <14 15-17 =18 Cefalosporinas 2°

geragao

04 Cefalotina 30 CFL 42 S <14 15-17 =18 Cefalosporinas 2°
geragao

05 Ampicilina 10 AMP 40 S <13 14-16 =217 Penicilinas

06  Meropenem 10 MER 32 S <13 14-15 =16 Carbapenens

07  Ceftazidima 30 CAZ 17 R <17 18-20 =21 Cefalosporinas 3 °

geragao
08 Cefepima 30 CPM 29 S <14 15-17 =18 Cefalosporinas 4°
geracao
09 Ciprofloxacina 5 CIP 28 S <15 16-20 =21 Quinolonas
10 Sulfametoxazol 25 SUT 42 S <10 11-15 =16 Inibidores da via
+ trimetopim metabdlica do folato
11 Amicacina 30 AML 34 S <14 15-16 =217  Aminoglicosideo

12  Gentamicina 10 GEN 33 S <12 13-14 =15  Aminoglicosideo
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Figura 46: Detalhes mostrando na margem inferior o halo obtido no disco antimicrobiano de CAZ 30 por
Psychrobacillus psychrodurans

Dentre os antimicrobianos testados os mais eficientes em inibicdo do halo foi o
Sulfametoxazol + Trimetopim e Cefalotina com halos de 42 mm, o segundo mais eficiente foi
foram os antimicrobianos amoxilina e cefuroxima com halos medindo 41 mm cada, seguidos
de Cefoxitina e Ampicilina com halos de inibicdo medindo 40 mm. Os demais

antimicrobianos apresentaram halos medindo entre 17 e 37 mm.

Com isso, dos dados obtidos na tabela 10, observa-se que a bactéria Psychorobacillus
psychrodurans apresentou resisténcia a apenas um antimicrobiano, o Ceftazidina (ordem 7 na
tabela 10) na concentracdo de 30 ug/disco, pois o0 halo de inibi¢cdo mediu 17 mm alcancando a
margem de microrganismo resistente. No entanto os halos obtidos nos demais

antimicrobianos apresentaram sensibilidade do microrganismo, como mostrados na figura 46.

E importante frisar que a introdugao de um microrganismo no meio ambiente, ou em
contato com pessoas ou animais, deve-se primeiramente conhecer sua identidade e sua
resisténcia ou sensibilidade a antimicrobianos. Um microrganismo biodegradador de
compostos de petréleo, por exemplo, deve atender aos requisitos de seguranca, ndo devendo
causar danos ao ambiente e as pessoas. Pensando nisso verifica-se a importancia do teste de
sensibilidade a antimicrobianos, que descreve se determinado microrganismo esta apto ou nao

de ser usado em processos como o de Biorremediag&o.

No entanto em termos de competi¢do, microrganismos produtores de biossurfactantes
destacam-se positivamente em relacdo aos demais microrganismos, pois possuem atividade

antimicrobiana devido a producdo do tensoativo, conforme Santana (2012); a atividade
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antibidtica ¢ uma funcdo demonstrada por varios biossurfactantes, principalmente da classe
dos lipopeptideos e glicopeptideos. A surfactina de B. subitilis e os ramnolipideos de P.
aeruginosa, funcionam como antibioticos solubilizando os principais componentes das
membranas celulares microbianas. Através da excrecdo destes biossurfactantes no meio, 0s
microrganismos adquirem maior chance de sobrevivéncia e maior competitividade na busca

por nutrientes (Lin, 1996).

5.6.  Perfil de Crescimento Microbiano de Psychrobacillus psychrodurans

A curva de crescimento da bactéria Psychrobacillus psychrodurans teve duracédo de 70
dias. Neste periodo foram conhecidas as fases de crescimento microbiano como aclimatagédo
(fase lag), crescimento exponencial (log), estacionaria e declinio. O objetivo consistia na
deteccdo de inicio da fase exponencial de crescimento, pois segundo Matsuura (2004) em
cultura de microrganismos a maior quantidade de biossurfactante € liberada na fase
exponencial de crescimento. A curva de crescimento microbiano esta representada na figura
47.
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Figura 47: Gréfico do perfil de Crescimento Microbiano

Na figura 47, a linha em verde indica o valor da média aritmética obtida nas leituras
realizadas nas triplicatas referentes aos trés frascos contendo Pschrobacillus psychrodurans

A fase de aclimata¢do do microrganismo iniciou no primeiro dia e finalizou no quinto
dia. Neste intervalo a bactéria Psychrobacillus psychrodurans teve seu crescimento
reprodutivo com valores razoavelmente baixos iniciando com 0,01 no primeiro dia de cultivo,
seguindo de 0,02 no segundo dia de cultivo, valores baseados na média aritmética. A partir do
quinto dia de cultivo houve o inicio da fase exponencial de crescimento que durou

aproximadamente 6 dias. Posteriormente o microrganismo entrou na fase estacionaria de
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crescimento com inicio no 12° dia de cultivo, 0 microrganismo se manteve estavel com

nameros aproximados de reproducdo de individuos e morte.

A fase de declinio ou morte celular nao foi observada, pois ndo era alvo de

investigacdo neste trabalho.

5.7. Teste de Hidrofobicidade Celular

Os testes de hidroficidade celular de Psychrobacillus psychorodurans foram
realizados na fase exponéncial de crescimento microbiano (7° dia), conforme o item 4.14, e 0s
valores da absorbancia estdo descritos em anexo 04, através da equacdo BA (%) = (1— (Abs /
0,5)) x 100, onde BA ¢ a aderéncia celular, Abs refere-se a absorbancia da suspensdo antes da

agitacdo.

O teste de Tukey sinaliza uma diferenca significativa entre 0os experimentais: xileno e

hexano, e petroleo e xileno, conforme a tabela 11, que evidencia valores menores que 0,05 em

p-Value.

Tabela 11: Resultados obtidos baseados no teste de Tukey
Solventes Hexano (p-Value) Xileno (p-Value) Petréleo (p-Value)
Hexano 0,0001297 0,0831
Xileno 9,639 0,0001291
Petréleo 3,182 12,82
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Figura 48: Frascos em repouso apds agitacdo em vortex

A interacdo entre a célula e os compostos apolares pode ser aumentada a partir da
Hidrofobicidade celular da célula em analise. Tal interacdo favorece a disponibilidade do

componente hidrofobico as células microbianas, favorecendo seu crescimento.
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Segundo Obuekwe et al., (2009), a hidrofobicidade celular pode ser compreendida
como uma afinidade da superficie celular a contaminantes organicos apolares. Desde modo,
0S micro-organismos podem aumentar sua hidrofobicidade celular, objetivando uma maior

interacdo com a fonte de carbono e energia, como no caso do petrdleo.
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Figura 49: Grafico de Hidrofobicidade Celular e desvio padrédo

A figura 49 corrobora com a significancia obtida entre o experimental xileno e
hexano, e petroleo e xileno. Os solventes xileno e petréleo sdo compostos de caracteristicas
apolares, similar aos componentes do petréleo utilizado neste teste. No entanto a
hidrofobicidade celular permitiu a interacdo entre as células de Psychrobacilus psychrodurans
aos componentes apolares.

Segundo Nitschke e Pastore (2002) a aderéncia/liberacdo da célula a superficies é uma
das mais importantes estratégias de sobrevivéncia dos microrganismos é sua habilidade em
colonizar um nicho ecoldgico onde possa se multiplicar.

Desta forma, os microrganismos podem utilizar os surfactantes ligados a sua parede
celular para regular as propriedades da superficie celular, visando se aderir ou se desligar de
um determinado local de acordo com sua necessidade para encontrar novos habitats com
maior disponibilidade de nutrientes ou se livrar de ambientes desfavoréveis, (Nitschke e
Pastore 2002).

5.8.  Avaliacdo da producéo de Biossurfactante através da Atividade Emulsificante
de sobrenadante da cultura bacteriana de Psychrobacillus psychrodurans

A atividade emulsificante consiste em um dos métodos de avaliagdo de producdo de
biossurfactante. O indice de emulsificagdo foi calculado usando a formula E (%) = He/Ht x
100, onde He (altura da emulsdo) e Ht (altura total). Os valores medidos de He e Ht estdo
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presentes na tabela em anexo 02. Os valores referentes aos indices de emulsificagdo estéo

descritos na tabela 12.

Tabela 12: Resultados obtidos baseados no teste de Tukey

Solventes Hexano (p-Value) Xileno (p-Value) Petréleo (p-Value)
Hexano 0,5047 0,0006725
Xileno 1,6 0,0001601
Petroleo 6,201 7,801

As emulsdes formadas apds agitacdo dos solventes (hexano e xileno), petroleo e
sobrenadante proveniente da bacteria Psychrobacillus psychrodurans sdo demonstradas nas
figuras 50, 51 e 52, onde observa-se claramente a emulsdo formada na presenca do

sobrenadante bacteriano em comparacao aos controles.

Figura 51: Alturas da emulsdo formada em experimental contendo sobrenadante e solvente Xileno
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Figura 52: Controles

Segundo o teste Tukey, ha diferencas signiificativas entre 0s experimentos petroleo e
hexano e entre petroleo e xileno. Essa afirmacdo consiste nos valores de p-Value menores que
0,05, corroborados em um grafico de barras com respectivos desvios padrées que ndo se

sobrepdem conforme figura 53.

-

. . — l
=
% e
] |
P: 5
=
. 1
= e
_'_‘
& 2o
—
g 1% 3
=
E 10

-

o =i . s L

Hexano Xileno Petroleo

Figura 53: Grafico obtido através do teste de Atividade Emulsificante

Segundo CRUEGER & CRUEGER, 1984; FIECHTER (1992). Os surfactantes apresentam
propriedades que facilitam a formagdo de uma emulsdo devido a capacidade de reduzir a tensdo

superficial entre as duas fases distintas, estabilizando a emulsao formada.

5.9. Deteccao de producéo de Biossurfactante (Colapso de Gota)

O teste de detecgdo de producdo de biossurfactante baseou-se na comparacdo do
tamanho das gotas entre: gotas de agua; experimental C1, C2, C3 (contendo o sobrenadante
de Psychorobacillus psychrodurans) e controles SDS (dodecil sulfato de sddio) em dilui¢des
nas concentracgdes de 0,1 %, 1% e 10 % conforme imagem 54.
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Figura 54: Tamanho das gotas do sobrenadante em comparagéao ao controle SDS

Na imagem 54 percebe-se que o tamanho das gotas de sobrenadante C1, C2 e C3
possuem didmetro maior que a gota de &gua, e diametro similar ao controle SDS 0,1 %. Essa
similaridade ao SDS indica producgéo de biossurfactante de 0,1 % comparado ao surfactante
sintético. Este experimento evidencia reducdo da tensdo superficial entre as moléculas do
grupo experimental devido ao aumento da area superficial das gotas de 6leo, ocasionando o
aumento no didmetro das gotas, permitindo também o acesso dos microrganismos ao

substrato, permitindo o aumento na biomassa bacteriana.

5.10. Teste de Reducédo da Tensdo Superficial

A tensdo superficial do biossurfactante produzido por Psychrobacillus psychrodurans
foi avaliado pelo método do anel de Du Nouy, seus sobrenadantes livres de célula
apresentaram reducdo da tensdo superficial em comparacdo a tensdo superficial da agua com
densidade de 72 mN/m, utilizada como controle. Os valores referentes ao cultivo de 1 dia (24
horas), 7 dias (168 h) e 12 dias (288 h) estdo listados na tabela 13.

Tabela 13: Resultados baseados no teste de Tukey

Tempo 1 dia (p-Value) 7 dias (p-Value) 12 dias (p-Value)
1 dia 0,0002269 0,0002269

7 dias 44,39 0,0002549

12 dias 27,8 16,6

De acordo com o teste de Tukey houve diferencas significativas em termos de reducéo

da tensdo superficial entre os cultivos de tempos 1 e 7 dias, 1 e 12 dias, e entre 7 e 12 dias.

Este fato fica evidente ao observarmos a tabela em anexo 06, que evidéncia a maior

reducdo da tensdo superficial na fase exponencial de crescimento de Psychrobacillus
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psychrodurans, e um aumento da tensdo superficial no tempo de 12 dias referente a fase
estacionaria do microrganismo. Georgiou, Lin e Sharma (1992) em estudos envolvendo
producdo de biossurfactantes por Bacillus licheniformes observaram que o biossurfactante
produzido alcangou seu maximo em termos de producdo até a metade da fase exponencial e
subsequentemente decrescendo rapidamente, provavelmente porque é convertido em um

metabdlito sem atividade surfactante (Matsuura, 2002).

Outra colaboracdo que explica o aumento da tensdo superficial na fase estacionaria,
segundo Makkar e Rockne (2003) cita que o biossurfactante também é uma fonte de carbono
e muitas vezes mais assimilavel que a fornecida para a sua producéo, portanto, 0 aumento na
tensdo superficial pode ser explicado pelo fato dos isolados possivelmente terem consumido o
biossurfactante por elas inicialmente sintetizado, permitindo assim a continuidade do

crescimento dos isolados, consequentemente aumentando a tensao superficial.

Este fator reforca o que Matsuura (2004) cita sobre a maior concentracdo de
biossurfactantes é liberada na fase exponencial de crescimento de microrganismos,
evidenciando também que certos biossurfactantes sdo produzidos em uma parte do processo
de crescimento, sendo depois desativado ou transformado em outro metabolito sem atividade

surfactante.

E importante frisar que na fase exponencial houve maior reducfo da tensdo superficial
em comparagdo aos demais tempos de cultivo e ao controle, e esta reducdo esta diretamente
relacionada a formacdo de micelas formadas por monémeros de surfactante. Segundo (LIN,
1996); a Concentracdo Micelar Critica (CMC) é o parametro mais utilizado para avaliar a
atividade surfactante, reconhecido como a solubilidade de um surfactante dentro da fase aquosa

ou a concentragcdo minima requerida para atingir a menor tensao superficial (Santana, 2012).
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Figura 55: Grafico referente aos valores de Redugdo da Tensdo Superficial

A figura 55 reforga os valores de reducéo da tenséo superficial evidenciando seus

referidos desvios padrdes.
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CONCLUSAO

Dentre as seis coletas de isopteros realizadas, a coleta UPC 3 evidenciou em 24 h de
cultivo producéo de biossurfactantes na presenca de petroleo dentre as demais coletas;
Os isOpteros coletados pertencem a familia dos Termitidae;

Através da caracterizagdo macroscopica obteve-se 3 (trés) morfotipos distintos
provenientes de UPC 3, denominados UPC3 A, UPC3 B e UPC3 C;

Pela analise individual de producdo de biossurfactantes, a coleta UPC3 C foi
selecionada como microrganismo produtor de biossurfactante;

A analise microscopica revelou que UPC3 C é um microrganismo Gram Negativo, na
forma de bacilos, possuindo coldnias grandes, espalhadas, com bordas irregulares, sem
relevo, e coloragdo amarelo claro;

O teste de presenca de capsula revelou que UPC3 C é um microrganismo capsulado;
Através da identificacdo molecular por sequenciamento do Gene 16S rRNA, obteve-se
a identificacdo da linhagem anteriormente chamada de UPC3 C como a bactéria
Psychrobacillus psychrodurans através da sequéncia obtida e depositada no banco de
dados NCBI;

O teste de sensibilidade a antimicrobianos revelou que Psychrobacillus psychrodurans
é resistente ao antimicrobiano Ceftazidima (CAZ), com concentracdo 30 pg/disco,
com halo de inibicdo de 17 mm, e sensivel aos demais antimicrobianos.

O perfil de crescimento microbiano destacou as fases de crescimento de
Psychrobacillus psychrodurans, onde a fase de aclimatacdo da bactéria a0 meio de
cultivo durou de 1 a 5 dias, a fase exponencial de crescimento foi observada a partir do
quinto dia de cultivo perdurando até o 11° dias de cultivo, seguidos da fase

estacionaria observada até o 70° dias de cultivo. A fase de declinio ndo foi observada.

Na andlise de Hidrofobicidade celular utilizando o teste de Tukey, houveram
evidéncias que sinalizavam uma diferenga significativa entre os experimentais: xileno
e hexano, e petroleo e xileno, através dos valores menores que 0,05 em p-Value.

A avaliacgdo de producéo de biossurfactante através da atividade emulsificante revelou,
segundo o teste de Tukey, diferencas signiificativas entre os experimentos petroleo e
hexano e entre petroleo e xileno, onde observou-se valores menores de p-Value de
0,05.
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A deteccdo de producdo de biossurfactante pelo método do colapso de gota revelou
que a bactéria Psychrobacillus psychrodurans produz biossurfactante a 0,1 %

comparado as gotas de SDS nesta diluicdo.

A reducdo da tensdo superficial pelo sobrenadante de Psychrobacillus psychrodurans
em tensidmetro pelo método do anel de Du Nouy nos tempos de cultivo 1,7 e 12 dias,
evidenciaram reducdo da tensdo segundo teste de Tukey uma diferenca significativa
entre os cultivos de tempos 1 dia e 7 dias, 1 dia e 12 dias e entre 7 dias e 12 dias. Com
destaque ao sétimo dia de cultivo que apresentou em seu 1° dia tensdo superficial de

72 mN/m, reduzindo para 54, 6 mN/m no sétimo dia de cultivo.
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ANEXOS

e ANEXO 01: Sequéncia obtida e

Psychrobacillus psychrodurans pelo banco de dados NCBI

Amostra 5

resultado da identificagio molecular

88

de

GCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTC
GGATCGTAAAACTCTGTTGTGAGGGAAGAACAAGTACGAGAGTAACTGCTCGTACCTTGACGGTACCTCATT
AGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTG
GGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCCTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAAGGTCATTG
GAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGCGGAATTCCAAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTTG
GAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAA
CAGGATTAGATAC

Resultado pela busca em banco de dados NCBI: Psychrobacillus psychrodurans

e ANEXO 02:

Tabela 14: Valores obtidos no teste de Atividade Emulsificante

SOLVENTE HEXANO E SOBRENADANTE

Frasco 1/1 Frasco 1/2 Frasco 1/3
Ht=6 Ht=5,9 Ht=5,9
He=2,8 He =2,6 He=2,8
E % =46,6 E% =44 E% =474
Frasco 2/1 Frasco 2/2 Frasco 2/3
Ht=6 Ht=5,9 Ht=5,8
He=11 He=0,8 He =0,8
E% = 18,3 E% =13,5 E% =13,7
Frasco 3/1 Frasco 3/2 Frasco 3/3
Ht=6,2 Ht=6 Ht=5,9
He=2,2 He=1 He=19
E% = 35,4 E% = 16,6 E% =32,2
SOLVENTE XILENO E SOBRENADANTE
Frasco 1/1 Frasco 1/2 Frasco 1/3
Ht=5,8 Ht=5,8 Ht=5,7
He =3,1 He =3,2 He =3
E% = 53,4 E% = 55,1 E% =52,6
Frasco 2/1 Frasco 2/2 Frasco 2/3




Ht=6 Ht=6 Ht=6
He=21 He=1,7 He=2.3
E% =35 E% = 28,3 E% = 38,3
Frasco 3/1 Frasco 3/2 Frasco 3/3
Ht=6 Ht=5,9 Ht=5,9
He=2,3 He=25 He=2,4
E% = 38,3 E% = 42,3 E% = 40,6

PETROLEO E SOBRENADANTE
Frasco 1/1 Frasco 1/2 Frasco 1/3
Ht=49 Ht=4,9 Ht=5
He=0,5 He=0,3 He=0,4
E% = 10,2 E%=6,1 E% =8
Frasco 2/1 Frasco 2/2 Frasco 2/3
Ht= 49 Ht=4,9 Ht=4,6
He= 0 He=0 He=0
E% =0 E% =0 E% =0
Frasco 3/1 Frasco 3/2 Frasco 3/3
Ht=5 Ht=4,7 Ht=4,9
He=0 He=0,6 He=0
E% =0 E% =12,7 E% =0

ANEXO 03:
Tabela 15: Atividade Emulsificante utilizando o teste de Tukey
S [ - C
= 0, 5047 0, 0pOET 25
B LE —— 0,0001801
= i P L N ) 7,801
ANEXO 04:

Tabela 16: Hidrofobicidade Celular utilizando o teste de Tukey
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A B -
Lo E {0,0001297 0,0831
B G 535 O, 00E1 2591
C 3 182 12,82
e ANEXO 05:
Tabela 17: Teste de Tukey em valores de Reducdo da Tensdo Superficial
A B C
A b :0,0002269  0,0002269
B 44 35 0,0002545
C 278 16,6
e ANEXO 06:

Tabela 18: Valores de Tensdo Superficial obtida nos tempos 1, 7 e 12 dias de cultivo de Psychrobacillus

psychrodurans

Controle Agua

Tensdo superficial 72 mN/m

Experimental 01: | 69,3 mN/m
Sobrenadante
Psychrobacillus
psychrodurans

Tempo: 1dia

69,8 mMN/m 70,1 mN/m

Experimental 02: | 54,2 mN/m
Sobrenadante
Psychrobacillus
psychrodurans

Tempo: 7 dias

55,7 mN/m 54,1 mN/m

Experimental 03: | 60,1 mN/m
Sobrenadante

Psychrobacillus
psychrodurans

Tempo: 12 dias

60,2 mN/m 60,6 mN/m
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e ANEXO07:
Tabela 19: Tabela com os valores obtidos dos halos em disco Antibiograma Gram Negativo de Psychrobacillus
psychrodurans
Gram —
Antibioticos Diametro dos halos
em milimetros
Amc 30 41
Cip5 28
Crx 30 41
Cfl 30 42
Sut 25 42
Amp 10 4
Cfo 30 4
Gen 10 33
Aml 30 34
Mer 10 32
Caz 30 17
Cpm 30 29




