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sedimentos marinhos antarticos. 65 paginas. Dissertacdo de mestrado do Programa
de Pés-Graduacdo em Biociéncias — Universidade Federal da Integracdo Latino-
Americana, Foz do Iguacu, 2022

RESUMO

No processo de extracdo, transporte e uso do petréleo, podem ocorrer derrames
acidentais que contaminam o ambiente terrestre e aquatico, prejudicando a fauna
e a flora, causando desequilibrio ecoldgico e problemas a populacdo humana. A
biorremediagao tem sido considerada uma alternativa promissora na tentativa de
descontaminar ambientes contaminados com compostos derivados do petroleo,
pois espécies microbianas sintetizam enzimas que degradam estes compostos. Os
microrganismos encontrados na Antartica possuem caracteristicas peculiares,
como sobrevivéncia em baixas temperaturas e alta exposicao a radiacdo UV. Esta
adaptacao é suportada pela capacidade destes organismos em sintetizar enzimas
e/ou metabdlitos diferenciados dos produzidos por microrganismos de ambiente
mesofilicos. Assim, 0s microrganismos antarticos e seus mecanismos de
sobrevivéncia ainda precisam ser investigados de maneira mais efetiva quanto
a capacidade de sintetizar compostos que possam auxiliar importantes processos
como a biorremediacdo de ambientes frios contaminados com derivados do
petréleo. O objetivo desse estudo foi investigar a capacidade de bactérias e fungos
isolados de amostras de sedimento marinho Antartico em sintetizar enzimas e/ou
metabolitos capazes de transformar/degradar hidrocarbonetos derivados do
petroleo. Foram isolados 168 microrganismos, 144 bactérias e 24 fungos
filamentosos. As bactérias isoladas com enriquecimento e os fungos isolados sem
enriquecimento foram submetidos a ensaios de tolerancia a compostos derivados
do petréleo e potencial produtor de compostos biossurfactantes. Sete isolados
bacterianos (10%) apresentaram capacidade de tolerar a presenca de 6leo diesel
(um deles também foi tolerante a gasolina). Dezoito bactérias (26%) e trés fungos
filamentosos (12,5%) apresentaram capacidade biossurfactante sendo que duas
linhagens bacterianas apresentaram mais de 10% de indice de emulsificacao.
Todos os fungos filamentosos foram submetidos a ensaios de descoloracdo do
corante RBBR, sendo que oito isolados (33,3%) foram capazes de descolorir o
corante em meio solido e dois isolados (8,3%) descoloriram mais de 60% do
corante em meio liquido. Os isolados FAR18 (Cladosporium sp.), FAD28 (néo
identificado), BADL15 (n&o identificado) e BADL17 (Psychrobacter sp.) foram os
isolados que apresentaram os melhores valores em tolerancia ao hidrocarboneto e
derivados do petroleo e atividade enzimatica. Ensaios de massa seca mostraram
que BADL17 (0,05 g.mL!), BADL15 (0,02 g.mL?), FAR18 (0,2 g.mL!) e FAD28 (0,1
g.mL1) foram tolerantes a presenca do composto pireno. Os mesmos isolados
apresentaram atividade da enzima lacase variando de 0,005U.L* até 0,1 U.L't. Os
resultados do presente estudo demonstram o potencial que microrganismos
recuperados de amostras marinhas do continente Antartico podem apresentar em
processos de biorremediacdo de ambientes frios contaminados com compostos
derivados do petréleo bem como corantes sintético.

Palavras-chave: Biorremediagdo. Microrganismos  Antarticos. Lacase.
Biossurfactantes. Pireno.
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ABSTRACT

In the process of extraction, transport and use of oil, accidental spills can occur that
contaminate the terrestrial and aquatic environment, harming the fauna and flora,
causing ecological imbalance and problems for the human population.
Bioremediation has been considered a promising alternative in an attempt to
decontaminate environments contaminated with petroleum-derived compounds, as
microbial species synthesize enzymes that degrade these compounds. The
microorganisms found in Antarctica have peculiar characteristics, such as survival at
low temperatures and high exposure to UV radiation. This adaptation is supported by
the ability of these organisms to synthesize enzymes and/or metabolites different
from those produced by microorganisms in a mesophilic environment. Thus, the
Antarctic microorganisms and their survival mechanisms still need to be investigated
more effectively regarding the ability to synthesize compounds that can help
important processes such as the bioremediation of cold environments contaminated
with petroleum derivatives. The aim of this study was to investigate the ability of
bacteria and fungi isolated from Antarctic marine sediment samples to synthesize
enzymes and/or metabolites capable of transforming/degrading petroleum-derived
hydrocarbons. A total of 168 microorganisms, 144 bacteria and 24 filamentous fungi
were isolated. Bacteria isolated with enrichment and fungi isolated without
enrichment were submitted to tests of tolerance to petroleum-derived compounds and
potential producer of biosurfactant compounds. Seven bacterial (10%) isolates were
able to tolerate the presence of diesel oil (one of them was also tolerant to gasoline).
Eighteen bacteria (26%) and three filamentous fungi (12,5%) showed biosurfactant
capacity and two bacterial strains showed more than 10% of emulsification index. All
filamentous fungi were submitted to RBBR dye decolorization assays, and eight
isolates (33,3%) were able to decolorize the dye in solid medium and two isolates
(8,3%) decolorized more than 60% of the dye in liquid medium. The isolates FAR18
(Cladosporium sp.), FAD28 (not identified), BADL15 (not identified) and BADL17
(Psychrobacter sp.) were the isolates that presented the best values in tolerance to
hydrocarbons and petroleum derivatives and enzyme production. Dry mass assays
showed that BADL17 (0.05 g.mL1), BADL15 (0.02 g.mL1), FAR18 (0.2 g.mL"*) and
FAD28 (0.1 g.mL-1) were tolerant to the presence of the pyrene compound. The same
isolates showed laccase enzyme activity ranging from 0.005U.L-1 to 0.1 U.L'1. The
results of the present study demonstrate the potential that microorganisms recovered
from marine samples from the Antarctic continent can present in bioremediation
processes of cold environments contaminated with compounds derived from
petroleum as well as synthetic dyes.

Keywords: Bioremediation. Antarctic microorganisms. Laccase. Biosurfactant.
Pyrene.
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1 INTRODUCAO

Os microrganismos de ambientes extremos como a Antéartica tem sido
alvos de estudos cientificos, devido as suas caracteristicas peculiares de sobrevivéncia em
ambientes inOspitos. Protecdo contra a alta taxa de radiacdo ultravioleta, adaptacdo
enzimatica ao frio e compostos anticongelantes sdo algumas das principais caracteristicas
estudadas a partir dos microrganismos da Antartica (LAMILLA et al, 2018).

Dentro desse contexto, a capacidade de sintese de enzimas adaptadas ao
frio por essas células microbianas tem sido investigada por suas aplica¢des industriais e
em processos de biorremediacdo de ambientes contaminados por petrdleo. Algumas
espécies microbianas apresentam potencial para produzir enzimas que degradam petréleo,
utilizando-o como fonte de carbono e reduzindo-o em compostos menos téxicos (CRUZ &
MARSAIOLI, 2012).

Além disso, outras caracteristicas importantes como a producdo de
biossurfactantes também sédo indicativos de potenciais biorremediadores, ja que tais
metabdlitos podem facilitar o acesso das células microbianas na utilizacdo de compostos
derivados de petréleo como fontes de carbono (SCHULTZ et al, 2022).

O conhecimento de microrganismos que possam atuar na biorremediacéo
precisa ser explorado para otimizar a descontaminacgdo de areas ambientais afetadas por
petréleo e seus derivados, especialmente no ambiente antartico, onde devem ser utilizados
apenas microrganismos autdctones. Neste sentido, o presente estudo teve como objetivo
avaliar o potencial biotecnolégico de microrganismos isolados de sedimentos marinhos
coletados no continente Antéartico, quanto a producao de compostos aplicaveis a processos
de biorremediacao incluindo biossurfactantes e enzimas bem como avaliar a tolerancia

frente a compostos derivados do petréleo.

1.1 REVISAO DA LITERATURA

1.1.1 Contaminacdo ambiental por petréleo e seus derivados

O petroleo € uma substancia oleosa, inflamavel, resultado de condicdes
especificas de pressdo e longos periodos de tempo onde a matéria organica sofre
decomposicdo, a partir da sobreposicdo de varias camadas de sedimentos. Sua
composicdo quimica € formada por uma mistura complexa de hidrocarbonetos policiclicos

aromaticos (HPAs), nafténicos e alifaticos associados a oxigénio, nitrogénio e enxofre
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(MARTINS et al, 2015).

Muito utilizado para a producéo de combustiveis, o petréleo é a base para
a producao de gasolina, 6leo diesel, lubrificantes e combustiveis para aviacdo e navegacao,
além de plasticos, asfalto, tecidos, cosméticos, entre outros compostos (MORAIS FILHO &
CORIOLANO, 2016).

Com a larga utilizacdo desses combustiveis na sociedade atual, observa-
se que durante o processo de beneficiamento, transporte, armazenamento e uso, ocorrem
contaminacdes do ambiente terrestre e aquatico, tais como derramamento de petréleo no
ecossistema aquatico, contaminacdo do solo com produtos derivados do petrdleo e
acidentes com navios cargueiros (MARTINS et al, 2015).

Essa contaminacdo é potencialmente perigosa, principalmente por causa
dos HPAs presentes em sua composi¢ao. Esses compostos apresentam estrutura ciclica
com anel aromético (Figura 1), e normalmente sdo produtos de combustéo incompleta da
matéria organica, processos industriais ligados ao aluminio e aco e rejeitos solidos
industriais. S&o altamente toxicos, mutagénicos, cancerigenos, heurotoxicos e
imunotéxicos (NETO et al, 2000), constituindo um risco para as pessoas e para o
ecossistema. Além disso, possuem alta recalcitrancia no ambiente, provocando

contaminacao por longos periodos de tempo na natureza (FAIZULINA et al, 2019).

Figura 1 — Estrutura quimica dos 16 HPAs incluidos na lista prioritaria de agentes
poluentes da Agéncia de Protecdo ambiental dos EUA (MEIRE et al, 2007).
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Assim, a contaminacao por HPAs pode gerar diversos efeitos negativos na
natureza como a destruicdo de populacdes de corais, morte de animais aquaticos por
asfixia e intoxicagdo, contaminagcdo de manguezais causando morte de animais nos
estagios de vida mais jovens, levando a um desequilibrio ecoldgico (JACQUES et al, 2007).
Esse desequilibrio ecoldgico ocorre pois, muitas espécies podem ser afetadas diretamente,
acarretando a morte, decorrente do contato direto com o petréleo e indiretamente, quando
seu alimento € contaminado ou seu habitat (MOREIRA & ASSIS, 2006).

Um dos maiores desastres ambientais envolvendo contaminagdo por
petréleo no Brasil ocorreu em 2019, no litoral brasileiro, quando manchas de petréleo cru
comecaram a aparecer no nordeste e se espalharam até o litoral sudeste (PENA et al,
2020). Junto com as manchas também surgiram tartarugas, aves marinhas e peixes
contaminados com o petréleo em suas narinas, boca e outras partes do corpo, causando
asfixia e intoxicacdo. Alguns desses animais foram resgatados e tratados em centros de
pesquisas ambientais, mas uma grande parte morreu decorrente da contaminacao (PENA
et al, 2020). Além disso, recifes de coral foram contaminados, bem como a flora marinha, o
gue causou um grande dano ecoldgico, jA que esses seres servem como alimento para
diversas espécies (MIRANDA et al, 2022).

As pesquisas sobre o impacto da contaminagdo de petréleo nas cadeias
alimentares marinhas mostram que os moluscos bivalves, que sao filtradores, tém altas
taxas de HPAs em seus organismos. Além disso, a presenca dos HPAs no ambiente
maritimo modifica as caracteristicas fisico-quimicas, alterando a turbidez e a quantidade de
oxigénio dissolvido (ARAUJO et al, 2020). O fitoplancton é primordialmente afetado pela
menor entrada de luz na agua, o que diminui sua taxa de fotossintese, afetando também o
zooplancton, uma vez que, esses organismos se alimentam de fitoplancton (MARTINS et
al, 2015).

No solo, a presenca de derivados de petréleo impregna as raizes de plantas,
impedindo-as de obter agua para a producédo de energia através da fotossintese, causando
morte das plantas e afetando os animais que se alimentam delas e as tem como habitat
(MARTINS et al, 2015).

1.1.2 Antértica: aspectos gerais e presenca de petroleo

A Antartica € um continente localizado no polo sul do planeta, que ocupa

aproximadamente 10% da superficie da Terra, € composta de uma grande area continental,
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uma area peninsular, e um conjunto de ilhas. Grande parte do continente é
permanentemente congelado, por causa das baixas temperaturas, possuindo um clima
extremamente seco por causa da baixa pluviosidade (WENTZEL et al, 2019).

O continente Antartico possui caracteristicas extremas que incluem
temperaturas entre -20 °C e -50 °C no inverno, e cerca de 0 °C no verao, alta incidéncia de
raios ultravioleta no verdo e longos periodos de escuriddo no inverno, ciclos de
congelamento e derretimento, ventos fortes e altas taxas de evaporacdo e sublimacao
(DUARTE et al, 2018).

Ao norte do continente Antértico esta localizado o arquipélago Shetland do
Sul, onde estédo as ilhas Rei George e Deception. A ilha Rei George € a maior ilha do
arquipélago e esta a 130 km a noroeste da peninsula Antartica (WENTZEL, 2017). Nessa
ilha estdo as estacfes de pesquisa Antartica de varios paises, entre eles Brasil, Argentina,
Russia, Polbnia, e outros.

Deception é uma ilha vulcanica, onde se encontra um vulcdo em atividade,
com 7 km de raio. Suas condic@es incluem glaciacédo e vulcanismo, criando um ambiente
Unico para estudos cientificos (NETO et al, 2004). Além disso, a ilha Deception recebe cerca
de 15.000 turistas por ano e abriga duas esta¢des cientificas em seu territério (GEYER et
al, 2019).Por ser um ambiente extremo, muitas vezes na Antdrtica os ciclos biogeoquimicos
sdo assumidos pelos microrganismos, que estdo mais bem distribuidos, inclusive nas
regides mais indspitas do continente, gracas as suas caracteristicas (MARTORELL et al,
2018). Tais formas de vidas microbianas abrigadas no ambiente Antartico tém sido mais
amplamente pesquisadas, principalmente para utilizacdo como ferramentas
biotecnolégicas, por causa de suas adaptacdes ao habitat extremaofilo (LAMILLA et al,
2018).

Dentre as utilizagbes destes microrganismos, a biorremediacédo tem sido
bastante estudada, ja que a Antartica tem sofrido com as intervencbes humanas, sendo
encontrado poluicdo marinha, introducdo de espécies invasoras e contaminagdo por
compostos derivados do petréleo (RIZZO et al, 2019; HABIB et al, 2018).

Os contaminantes derivados de petréleo chegam através de navios e
avides que acabam contaminando sedimentos e o ecossistema marinho. Outra fonte de
contaminacdo € a geracdo de energia que é feita através da queima de combustiveis
derivados do petroleo, que acidentalmente se derramam no ambiente, atingindo
principalmente o entorno da localizagdo dos geradores que sao utilizados para gerar

energia nas estacdes de pesquisa na Antartica (ZAKARIA et al, 2021).
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Na década de 1980, um acidente com derramamento de 20.000 L de dleo
diesel artico (DFA — combustivel diesel modificado para evitar que gelifigue em condicbes
de clima frio) nas proximidades da estacdo Antartica brasileira Comandante Ferraz, na ilha
Rei George mostra bem a recalcitrancia dos componentes quimicos do petréleo, com a
persisténcia do cheiro forte do 6leo diesel, mesmo depois de mais de 30 anos do ocorrido
(JURELEVICIUS et al, 2021; DE JESUS et al, 2015).

Puasa e colaboradores (2021) mencionaram quatro acidentes com
derramamento de derivados de petréleo na Antartica, o primeiro deles aconteceu em 1989,
guando o navio Bahia Paraiso sofreu danos e derramou cerca de 510 toneladas de 6leo
diesel em Arthur Habour. O segundo foi na regido de Cape Hallett, em 2001 e o terceiro em
2007, quando o navio MS Explorer derramou petréleo no mar, e o quarto em 2011, com o
navio Oliva. O estudo mostra o0 impacto que os acidentes tiveram na fauna local,
especialmente sobre os pinguins que habitavam as areas.

A contaminagdo por petréleo também tem sido registrada em outros
ambientes polares, como no Artico, onde as ac¢des antropogénicas no turismo e nas
pesquisas cientificas, bem como o crescente interesse pela exploracdo petrolifera na
regido, principalmente por causa das mudancas climaticas que tem deixado as
temperaturas mais amenas, aumentam o risco de derramamentos de petrdleo e seus
derivados na natureza (VERGEYNST et al, 2018). Além disso 0 acidente com 0 nhavio
petroleiro Exxon Valdez, em 1989, quando 50 milhdes de galdes de petréleo foram
derramados na regi&o do Artico, ainda causa prejuizo ao ecossistema, pela dificil remoc&o
da contaminacao no ambiente (Verasoundarapandian et al, 2021).

A ocorréncia de acidentes como esses € agravada pelas condic¢des polares,
gue envolvem ciclos de congelamento e derretimento, bem como frequentes baixas
temperaturas que tornam a contaminacédo por combustiveis fésseis ainda mais persistente,
demorando mais tempo para sofrer decomposicdo (HABIB et al, 2018). Esse cenario
contribui para a busca de espécies de bactérias e fungos que sejam capazes de utilizar os

HPAs como fonte de carbono e transforma- los em compostos menos toxicos.

1.1.3 Biorremediagao microbiana de contaminantes oriundos do petroleo

A contaminagcdo ambiental por petroleo e seus derivados pode ser
considerada um desastre ambiental que irA perdurar por longos anos, isso devido a

natureza recalcitrante dos componentes quimicos encontrados no petroleo, especialmente
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0os HPAs (FAIZULINA et al, 2019). Nesse contexto, a biorremediagdo aparece como um
meétodo eficaz para viabilizar o processo de degradacdo do petrdleo e seus derivados
através de agentes biologicos, podendo ocorrer no proprio local da contaminacgao (in situ)
ou fora do local de contaminagéao (ex situ) (MORAIS FILHO & CORIOLANO, 2016).

Na biorremediacao, os componentes do petréleo sao utilizados como fonte
de carbono e energia em processos metabdlicos de microrganismos e plantas, que
degradam tais componentes em produtos menos complexos. Dentre os métodos de
remediacdo de solo usados em contaminacdo ambiental por petrdleo e derivados, a
biorremediacdo tem se mostrado a alternativa mais barata quando comparada com
métodos como incineracao, oxidacao quimica e aterro (ANDRADE et al, 2010).

Além disso, métodos fisicos como a extracdo de vapores do solo, tém
como desvantagem que os contaminantes apenas mudam de um lugar para o outro, nao
deixando de existir, enquanto que a biorremediacdo consegue transformar os
contaminantes potencialmente perigosos em compostos de menor toxicidade (ANDRADE
et al, 2010).

Um aspecto importante que pode ser encontrado em alguns
microrganismos biodegradantes de petroleo € a producdo de biosurfactantes. Pesquisas
mostram que a presenca de biosurfactantes no ambiente contaminado facilita a
biodegradacao, pois o contaminante passa mais rapidamente da fase organica para a fase
aquosa, onde normalmente ocorre a degradacédo, além de solubilizar o contaminante e
facilitar a absorcéo do contaminante pelo microrganismo (ANDRADE et al, 2010; JACQUES
et al, 2007).

1.1.4 Degradacéao de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

A degradacdo de HPAs pode ocorrer através da volatilizacao, lixiviacao,
adsorcao (NEVES, 2002), e da acao de elementos fisicos como a luz e a temperatura, que
desestabilizam sua estrutura quimica e promovem a quebra das ligacdes moleculares
(JACQUES et al, 2007).

A degradacdo dos HPAs também pode ser feita por microrganismos e
outros seres vivos que sdo tolerantes a essas substancias e que produzem enzimas (do
citocromo P450 e/ou ligninoliticas) capazes de oxida-las e usa-las como fonte de carbono
(KOSHLAFF & BALL, 2017). Essa degradacao € chamada de biodegradacao.

A biodegradacéo é a rota mais eficiente de eliminacdo destes compostos
no ambiente natural (NEVES, 2002), produz menos danos ao ambiente (KOSHLAF & BALL,
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2017) e pode ser considerada menos dispendiosa quando comparada com outras maneiras

de remediacdo, como a remediacao quimica (CHANDRAN, 2010).

1.1.5 Enzimas intracelulares (Citocromo P450)

A capacidade que os microrganismos apresentam na degradacdo da
matéria organica é possivel gracas a produgédo de enzimas que sdo capazes de promover
a mineralizacdo ou a transformacé&o de produtos contaminantes em compostos menos
toxicos (VASCONCELOS et al, 2019).

Dentre essas enzimas estdo as intracelulares do citocromo P450, que
representam uma superfamilia ampla e diversificada de proteinas responsaveis por oxidar
um grande numero de substancias para torna-las mais polares e hidrossolaveis, que tem
em sua composicdo o grupamento heme, estando presentes em bactérias, archaea e
eucariotos (ZANPHORLIN, 2019). O grupamento heme se liga ao oxigénio molecular e
possibilita a oxidacdo do substrato (OLIVEIRA & MANTOVANI, 2009). Nos fungos nao-
ligninoliticos e nas bactérias, as enzimas intracelulares fazem parte do complexo de
enzimas do citocromo P450 e podem degradar os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(VASCONCELOS et al, 2019).

Essa degradacao (Figura 2) ocorre pela oxidacdo do anel aromatico, que
€ catalisada pela enzima monooxigenase do complexo Citocromo P450, produzindo éxido
de areno (MAGRINI, 2012), depois séo transformados em trans-diidrodidis, através da acédo
das enzimas epoxido hidrolases, ou podem se transformar em fenol e ter um dos anéis

rearranjados dando origem a o- glicosideos ou o-glicoronideos (JACQUES et al, 2007).

Figura 2 — Degradacé&o de hidrocarbonetos policiclicos arométicos por bactérias e

fungos aerdbios pela via do citocromo P450 (SILVA, 2007).
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As bactérias aerdbicas utilizam as dioxigenases para reconhecer o anel
aromatico, adicionando dois atomos de oxigénio e promovendo a degradacdo do anel
aromatico, formando cis-dihidrodio, que sofrerd acdo de uma desidrogenase e sera
transformado em um composto diidroxilado (Figura 2). Depois, outras oxidagoes
possibilitam a abertura do anel aromatico e o surgimento de &cido pirdavico, que sera usado
para a utilizacdo de carbono e energia pelas células microbianas (JACQUES et al, 2007,
MAGRINI, 2012).

1.1.6 Enzimas extracelulares ligninoliticas

As enzimas ligninoliticas ou ligninases, tem como funcdo primaria a
degradacao da lignina, porém nao sao especificas, conseguindo assim degradar varias
substancias quimicas recalcitrantes, incluindo os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(MAGRINI, 2012; PASSARINI et al, 2011). Essas enzimas degradam a liginina, quebrando
suas estruturas aromaticas e as ligagcbes entre suas unidades bésicas (Figura 2)
(WENTZEL, 2017).

Assim, os fungos e bactérias ligninoliticas produtores dessas enzimas sédo
capazes de degradar varios compostos poluentes e persistentes no ambiente, pois além de
sua nao especificidade, tais enzimas sao extracelulares, o que auxilia na oxidagdo dos
HPAs (MAGRINI, 2012).

Dentre as ligninases, trés enzimas tém destaque pela degradacdo da
lignina e pela sua utilizacdo na industria biotecnolédgica, especialmente na producao de
papel e na producao de medicamentos (WENTZEL, 2017). S&o elas: manganés peroxidase,
lignina peroxidase e lacase.

As lacases podem ser encontradas em plantas, insetos, bactérias e fungos.
Elas degradam preferencialmente compostos fendlicos, e sdo produzidas por grande parte
dos fungos, especialmente os chamados fungos da podriddo branca (PASSARINI et al,
2015). Por nao terem especificidade, degradam grande variedade de substancias poluentes
e recalcitrantes, e por isso tem sido largamente estudadas e utilizadas em setores
industriais e na biorremediacdo (PASSARINI et al, 2015).

Um exemplo de degradacéo de hidrocarboneto policiclico aromatico por
fungo ligninolitico é a rota metabdlica do Pleorotus ostreatus na degradacdo do fenantreno,
gue é oxidado e passa a ser 9,10-fenantreno-quinona e, apos clivagem do anel, se
transforma em 2,2’ difenato. Posteriormente, pode ser formado 2,2’ bifenildimetanol ou CO2
(JACQUES et al, 2007) (Figura 2).
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As enzimas adaptadas aos ambientes frios possuem maior eficiéncia
catalitica e melhor estabilidade no frio, gracas a sua estrutura de conformacao proteica, que
€ mais flexivel por ter mais alfa-hélices em sua estrutura secundaria, tendo uma interacao
intra-molecular menos intensa (SILVA et al, 2022), assim enzimas como as lacases, podem
estar ativas e participar da degradacdo de HPAs, mesmo no frio intenso, tornando os
microrganismos que as produzem, potenciais biorremediadores de contaminacfes nos
ambientes polares.

Além disso, a producdo de enzimas como a lacase, pode ser utilizadas em

processos biotecnoldgicos industriais para otimiza-los e torna-los menos dispendiosos.

1.1.7 Producéo de biosurfactantes

7z

Os surfactantes sdo substancias anfifilicas, isto €, com uma porcéo
hidrofébica e outra hidrofilica, que tem a capacidade de reduzir a tensdo entre as fases
aguosa e organica, tornando os compostos alvos biodisponiveis (HANANO et al, 2017)
(SOUSA, 2016).

A utilizacdo dos surfactantes se aplica a diversas areas da industria como
petroquimica, alimenticia, cosméticas, entre outras. Além disso, a atuacao dos surfactantes
€ bastante presente nos processos quimicos que envolvem a degradacao de poluentes
oleosos como os derivados de petréleo (XU et al, 2018). Os surfactantes podem ser
produzidos quimicamente ou biologicamente por microrganismos. Os surfactantes quimicos
sao eficientes em sua funcéo, porém sao téxicos ao ambiente, por terem o petréleo como
origem e nao serem biodegradaveis (CHAVES, 2017).

Os biossurfactantes sao produzidos por microrganismos, animais ou plantas, e
possuem baixa toxicidade quando comparados aos surfactantes quimicos, além de serem
biodegradaveis e com ampla utilizacdo biotecnolégica (CHAVES, 2017). Quando
produzidos por microrganismos tem como fung¢do biolégica emulsificar e solubilizar
hidrocarbonetos (ou outra molécula apolar) que antes eram insollveis, tornando possivel
sua utilizacdo como fonte de carbono e o crescimento de tais microrganismos (SOUSA,
2016).

A producao de biossurfactantes pelos microrganismos € um bom indicativo de
tolerabilidade as substancias derivadas do petroleo e de capacidade de degradacdo de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (SOUSA, 2016).

Em ambientes de frio extremo, como na Antartica, os biossurfactantes

desempenham importante papel nos ciclos biogeoquimicos, pois atuam na disponibilizacéo
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de compostos pouco soluveis, e viabilizam sua utilizacdo em diferentes estados fisicos, tais
como gelo, compostos hidrofébicos e agua (RICCARDI et al, 2022).

Neste contexto, a busca por moléculas biossurfactantes oriundas do continente
Antértico pode se tornar uma alternativa aplicavel a processos de biorremediacdo em

ambientes extremos encontrados nas regides polares.

1.1.8 Uso de microrganismos da Antartica na biorremediacéo

Os microrganismos da Antartica sdo adaptados a um habitat que apresenta
condi¢cOes extremas envolvendo baixas temperaturas, alta incidéncia de luz ultravioleta no
verdo, baixa incidéncia de luz solar no inverno, pouca oferta de nutrientes, e sendo
resistentes a essas situacoes de estresse ambiental podem ser utilizados em situacées de
descontaminacéo de ambientes frios, se apresentarem potencial biorremediador (ZHANG
et al, 2020).

Os microrganismos psicrofilicos (capazes de crescer em baixas
temperaturas) possuem enzimas com conformacéo proteica flexivel, o que possibilita
reducdo de entalpia na ativacdo e entropia negativa de ativagdo, quando comparado a
microrganismos mesofilicos (crescem em temperatura ambiente). Isso quer dizer, que as
enzimas desses microrganismos demandam menos energia para sua ativacao e suas
moléculas se mantém mais organizadas (DUARTE et al, 2018). Além disso, as enzimas
de tais microrganismos conseguem catalisar reacfes quimicas, com bom desempenho,
mesmo quando expostas a baixas temperaturas (BAWEJA et al, 2016).

Caracteristicas como essas sdo consideradas um diferencial para a
utilizacdo desses microrganismos na biorremediacéo de regides frias. Segundo RIZZO et
al (2019), as baixas temperaturas e o ciclo luminosidade-escuriddo podem diminuir as
ferramentas abioticas que atuam no processo de degradacdo de poluentes, e por isso, 0s
microrganismos adaptados a essas condi¢des teriam os elementos necessarios para fazer
a biodegradacéo, mesmo em situacdes adversas.

Além disso, as proteinas das células desses organismos possuem
adaptacdes, como desestabilizacdo do sitio ativo ou da proteina inteira, que permitem o
nao-congelamento e o funcionamento do sistema catalitico, mesmo em baixas
temperaturas (CHAVES, 2017).

Orellana et al (2018) mostram em sua pesquisa, que foram encontrados

genes de alcano hidroxilases e outras enzimas ligadas a degradacgéo de alcanos de cadeia
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longa em bactérias psicrofilicas. Isso pode indicar que bactérias de ambiente frio podem
ser eficientes na biorremediacdo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos. Além disso,
este estudo também relata que em varios estudos foram encontradas bactérias capazes de
degradar petréleo bruto, mesmo em temperaturas abaixo do ponto de congelamento e, na
espécie bacteriana Oleispira antarctica, foi encontrados uma diversidade de genes de
degradacédo de alcanos, e um conjunto de proteinas que funciona como uma barreira
térmica protegendo a reacao de hidroxilase dos efeitos negativos das baixas temperaturas.

Outro aspecto importante a ser considerado € que o ambiente Antartico tem
sido cada vez mais atingido por poluentes antrépicos, inclusive por derivados de petrdleo,
e para o desenvolvimento de técnicas de biorremediacdo em ambientes polares, o uso de
microrganismos nativos da Antartica é o mais viavel (ORELLANA et al, 2018).

Pesquisas realizadas na Antartica mostram a existéncia de espécies
nativas com capacidade de degradacéao de hidrocarbonetos como naftaleno e fenantreno e
crescimento expressivo em areas fortemente contaminadas com HPAs (VAZQUEZ et al,
2017; GRAN- SCHEUCH et al, 2017).

Um estudo de LAMILLA et al (2018), demonstrou que a linhagem
Streptomyces sp. SO 3.2, isolada de solo Antartico (proximo a bases cientificas e militares)
foi capaz de produzir biossurfactantes, o que torna viavel seu uso para biorremediacéo de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e outros compostos derivados do petréleo.
Ademais, estudos anteriores também mostraram que outras espécies de microrganismos
antarticos sdo produtores de biossurfactantes, tais como as bactérias dos géneros
Pseudomonas, Bacillus, Pantoea, Rhodococcus, e a levedura Candida antarctica (LAMILLA
et al, 2018).

A producdo de enzimas de aplicacdo biotecnolégica por microrganismos
Antarticos tem sido reportada em estudos como o de MARTORELL et al (2017), onde
leveduras foram isoladas de diferentes pontos de solo Antartico, incluindo areas proximas
a tanques de combustiveis derivados de petréleo, e foi verificado crescimento da espécie
Pichia caribbica em meio contendo hidrocarbonetos bem como producdo de
biossurfactantes (JOSHI-NAVARI et al, 2014).

Isso indica que tais microrganismos podem ter potencial para
biorremediacdo em areas contaminadas por derivados de petrdleo por sua tolerancia a
esses compostos e pela sintese de enzimas ligadas a degradacéo de HPAs. Outros estudos
demonstraram a producao de lacase e lignina peroxidase por fungos isolados de solo

Antértico (WENTZEL et al, 2017) e a producdo de ligninase por bactérias de pontos diversos
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do ambiente Antartico (LOPERENA et al, 2012).

A existéncia de microrganismos com potencial para biorremediacdo de
contaminantes derivados de petréleo no continente Antartico, tem sido descrita na literatura,
porém os estudos realizados ainda sdo escassos, sendo necessario mais estudos, em
especial sobre as enzimas e biossurfactantes envolvidos no processo de biodegradacgao

em ambientes frios.

1.2 JUSTIFICATIVA

A utilizac&o do petréleo e seus subprodutos para producédo de combustiveis
e derivados ocasiona acidentes ambientais em todas as areas do planeta, inclusive nos
ambientes polares. A contaminacdo por substancias derivadas do petréleo tem sido
encarada com preocupacao, por causa da recalcitrancia dos hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos que compfem essas substancias, que sdo consideradas neurotoxicas,
carcinogénicas, teratogénicas, dentre outras complicacdes da saide humana e animal.

Dentro desse contexto, 0s microrganismos polares tem sido estudados por
sua capacidade de produzir enzimas e moléculas com potencial biotecnolégico, com
eficiéncia mesmo em condi¢des extremas de baixas temperaturas, escassez hidrica, alta
salinidade e pouca matéria organica.

Dessa forma, as pesquisas envolvendo o potencial biorremediador de
microrganismos Antarticos tem importancia crucial, dada a eficiéncia desse método e a

necessidade da utilizacdo de organismos nativos de regides polares para esse fim.



26

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

O presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial biorremediador
de microrganismos isolados de sedimentos marinhos antarticos, coletados das llhas Rei
George e Deception, através de ensaios de tolerancia a presenca de hidrocarbonetos
aromaticos bem como avaliar a atividade da enzima lacase e de compostos

biossurfactantes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Isolar fungos e bactérias de sedimentos marinhos das ilhas
antérticas Rei George e Deception.

e Selecionar dentre os isolados fungicos e bacterianos espécies
tolerantes a derivados do petréleo através do crescimento na presenca de gasolina, 6leo

diesel e corantes; e também:

Verificar a producéo de biossurfactantes.

Investigar a produgéo da enzima lacase.

Investigar a degradacdo do composto pireno.

Identificar por ferramentas moleculares as espécies com potencial

biorremediador.



3 METODOLOGIA

3.1 COLETA DAS AMOSTRAS

As amostras de sedimento marinho foram coletadas na llha Rei George

(Baia do Almirantado, em frente a tanques de combustivel da Estacdo Antartica
Comandante Ferraz - 62°05'025"; 058°22'628") e Ilha Deception (Whalers Bay - S 62° 58°
52,0"; W 60° 39" 52,9") (Figura 3), na logistica adotada pelo Programa Antartico Brasileiro
durante a expedicdo OPERANTAR XXXVII (verdo 2018/2019). A coleta da amostra da Ilha

Rei George foi realizada no dia 05 de dezembro de 2018, em uma profundidade aproximada

de 48 metros. A coleta da amostra da Ilha Deception foi realizada no dia 04 de dezembro
de 2018 a 95,4 metros de profundidade.

Figura 3 — llhas de amostragem do sedimento marinho Rei George e Deception no
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Fonte: PEREIRA, 2015.

ISOLAMENTO DOS MICRORGANISMOS

O isolamento dos microrganismos foi realizado em duas etapas. Na primeira,

foi preparada uma solucdo com 10 g do sedimento marinho de cada ilha e 50 mL de agua

peptonada 0,5%, incubada por 7 dias a 15 °C. Na segunda etapa, o isolamento foi realizado

a partir de uma solucdo de 100 mL de agua contendo peptona (5%), gasolina (10%), oleo
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diesel (10%), glicose (0,5%) e 10 g de sedimento de cada ilha separadamente, incubada
por 7 dias a 15 °C.

Nas duas etapas, os microrganismos foram isolados nos meios de cultura
Agar Batata Dextrose — PDA (10 g L™ de glucose, 15 g L' de agar em 1000 mL de infus&o
de batata, sendo adicionado 500 mg L de cloranfenicol), Agar Nutriente — NA (3 g L de
extrato de carne, 5 g L"* de peptona, 15 g L™ de &gar, sendo adicionado 100.000 U L de
nistatina) e R2A (0,5 g L™ extrato de levedura, 0,5 g L* de peptona, 0,5 g L™ de hidrolisado
de caseina, 0,5 g L' de glucose, 0,3 g L™ piruvato de sédio, 0,5 g L™* de amido, 0,3 g L' de
fosfato de potassio, 0,025 g L™ ! de sulfato de magnésio, 15 g L™ de 4gar em pH 7), acrescido
de cloranfenicol (para isolamento de fungos) e nistatina (para isolamento de bactérias) em
guantidades iguais as descritas anteriormente na composi¢cdo dos meios PDA e NA. As
placas foram acondicionadas a 15 °C por 15 dias. As colbnias foram purificadas e p
reservadas a -80 °C em 20% de glicerol.

Os isolamentos foram realizados em duplicata para cada amostra e para
cada diluicdo (10! a 10). Para pesquisa de fungos, o isolamento foi realizado sem diluic&o

e na diluicdo 10 e para pesquisa de bactérias, nas diluicdes 103 e 10

3.3  AVALIACAO DA DESCOLORAGCAO DO CORANTE RBBR
3.3.1 Descoloracdo em meio sélido

Os fungos filamentosos foram inoculados (trés discos de micélio de
aproximadamente 0.5 cm de diametro) em placas de Petri contendo o meio de cultivo PDA
e duas concentracdes do corante RBBR separadamente (500 mg.L* e 1000 mg.L?), sendo
incubados a 15 °C por 14 dias. A formacédo de halos de descoloracdo ao redor de cada

colonia microbiana, foi considerado resultado positivo (BERNAL et al, 2021).

3.3.2 Descoloragdo em meio liquido

Os fungos filamentosos que apresentaram halo de descoloracdo em meio
soélido foram selecionados para o teste de descoloracdo em meio liquido. A descoloragao
do corante RBBR em meio de cultura liquido foi realizada de acordo com Da silva et al.
(2008), com modificacdo. Trés discos miceliais de cada fungo foram cultivados em meio
minimo durante 7 dias, sob agitacdo de 150 rpm a 15 °C. Ao meio de cultivo foi acrescido
o corante RBBR na concentragdo de 500 mg.L™.

Aliguotas de 1 mL das culturas foram coletadas e centrifugadas a 12.000
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rpm por 2 minutos e o sobrenadante diluido 10 vezes com 4gua destilada. A partir dessas
diluicbes foi verificada a reducdo da absorbéancia em relacdo ao tempo zero, em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 580 nm (DA SILVA et al., 2008). A eficiéncia

da descoloracéo foi expressa através da formula:

Aninicial - Anfinal
Descoloragéo (%) = x100

Aninicial
Al inicial = absorbancia inicial e Axfinal = absorbancia final

Experimentos de controle foram conduzidos utilizando meio minimo, com
indculo, isento de RBBR (branco) e meio minimo isento de células com adicao de RBBR.
Todos os ensaios foram conduzidos em triplicata. Os isolados que apresentaram 60% ou

mais de descoloragéo foram avaliados quanto a capacidade de producéo da enzima lacase.

3.3.3 Avaliacao de adsorcdo do RBBR ao micélio fungico

Os isolados fungicos que descoloriram o corante em mais de 60% foram
submetidos ao teste de adsorcdo do corante ao micélio. Assim, os isolados foram cultivados
em frascos Erlenmeyer contendo meio de cultura minimo com adicdo de RBBR na
concentracdo de 500 mg L. Os frascos foram incubados em estufa rotatéria durante 7 dias,
sob agitacao de 150 rpm a 15 °C.

Aliquotas de 1 mL das culturas foram coletadas e centrifugadas a 12.000
rpm por 2 minutos e o sobrenadante diluido 10 vezes com 4gua destilada. A partir dessas
diluicdes foi verificada a reducdo da absorbancia em relacdo ao tempo zero, em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 580 nm (DA SILVA et al., 2008).

As culturas foram trituradas utilizando o sistema Ultra — Turrax segundo
Passarini et al. (2011). As amostras permaneceram em repouso até separacao das fases
sélidas - liquidas. Aliquotas da fase liquida foram coletas com auxilio de uma micropipeta,
centrifugada a 12.000 rpm por 2 minutos e o sobrenadante diluido 10 vezes com agua
destilada. A partir dessas diluicbes foi verificada a redugdo da absorbancia em
espectrofotometro no comprimento de onda de 580 nm (DA SILVA et al.,, 2008). A
absorbancia antes da trituracdo e apoés trituracdo foram comparadas para verificar a

possibilidade de adsor¢cdo do corante RBBR no micélio.
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3.4 AVALIACAO DA TOLERANCIA A DERIVADOS DO PETROLEO

Todos os isolados foram avaliados quanto a tolerédncia aos compostos 6leo
diesel e gasolina de acordo com RIBEIRO et al. (2016), com modificacdo. Os compostos
foram incorporados ao meio de cultura Meio Minimo (MM) (0,2 g L't MgSO4, 0,02 g L
CaClz, 0,7 g L' KH2PO4, 0,7 g L't KH2PO4, 0,5 g L (NH4)2S04, 0,5 g L~ NaNOs em tubos
de ensaio nas propor¢fes de 3,2 mL de MM acrescidos de 6leo diesel e gasolina (20%),
separadamente. Os isolados (fungos e bactérias) foram inoculados aos tubos e foram
incubados em estufa rotatdria a 15 °C sob agitacao de 150 rpm, por 14 dias. O experimento
foi conduzido em triplicata. Para o controle os isolados foram inoculados em tubos de ensaio
contendo 800 microlitros de meio de cultura (PDB: Infuséo de batata 4 g L™, dextrose 20 g
Lt e NB: 3 g L' de extrato de carne, 5 g L™! de peptona) e 3,2 mL de MM. Foram
considerados tolerantes os isolados que apresentaram absorbancia maior ou igual ao
controle.

Os considerados tolerantes foram submetidos ao teste de viabilidade
celular de acordo com a metodologia desenvolvida por BROWN et al (2013) modificado. Os
isolados bacterianos foram cultivados em placas de 96 pogos contendo 200 uL de meio
liquido MM na presencga de 20 uL de 6leo diesel e gasolina, separadamente. Os isolados
bacterianos tiveram densidade Gtica ajustada para 0,08 a 0,10 nm antes do cultivo. Os
isolados fangicos foram cultivados em tubos de ensaio, contendo 3,2 mL de meio liquido
MM e 800 pL de 6leo diesel e gasolina, separadamente. Depois do crescimento, 220 uL
dos extratos fungicos foram transferidos para uma placa de 96 pocos. ApGs 7 dias
(bactérias) e 14 dias (fungos) de crescimento a 15 °C, foi adicionado em cada pogo 20 pL
de TTC (Cloreto de trifenil tetrazolio) 0,5% a fim de revelar a atividade de crescimento
microbiano através da mudanca de cor do meio de crescimento para purpura. A leitura foi

realizada em espectrofotébmetro (450 nm). Os ensaios foram realizados em triplicata.

3.5 AVALIACAO DA PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES

3.5.1 Teste inicial do colapso da gota

Os ensaios da verificagdo da capacidade produtora de biossurfactantes
foram realizados com todos os isolados utilizando o teste de Colapso da Gota (BODOUR et
al., 2003). Para isso os isolados foram cultivados em meio de cultura liquidos PDB ou NB a

15 °C por 14 e 5 dias, para fungos e bactérias respectivamente. Os ensaios foram realizados
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em tampas das placas de 96 pocos (TPP®). Para cada poco da tampa, foi aplicada uma
camada de Oleo de motor automotivo. As tampas foram mantidas estaticas durante 24 h a
25 °C. ApOs este periodo, aliquotas de 7 pL (~1 gota) do meio de cultura + 2 pL de azul de
metileno foram adicionadas no centro de cada poc¢o que continha o 6leo de motor. O teste
foi considerado negativo quando a gota (sobrenadante), adicionada em cima do Oleo,
permaneceu intacta ou positivo, quando a gota se espalhou ou colapsou. Os testes foram
realizados em triplicatas. Os meios sem inéculo foram utilizados como controle negativo e

uma solugéo de Tween 2 % foi utilizada como controle positivo.

3.5.2 Teste de emulsificagao (Teste E24)

O ensaio de emulsificacdo (Teste E24) consistiu na formacdo de uma
camada de emulséo entre o extrato enziméatico e o 6leo comercial. A avaliacdo da atividade
emulsificante (E24) foi realizada de acordo com 0os meétodos descritos por Cooper &
Goldenberg (1987) e Fleck et al. (2000). Os isolados foram cultivados em 5 mL de meio
mineral de cultivo (extrato de levedura 5 g mL?; (NH4)2SO4 1 g L'; Na2HPO4 6 g L;
KH2PO4 3gL*; NaCl 2.7 g L't; MgS04.7H20 0.6 g L; 6leo de soja 1 % v/v) por 7 (bactérias)
e 14 (fungos) dias a 15 °C sob agitagdo de 150 RPM. As culturas foram transferidas para
microtubos de 2 mL e centrifugadas a 3.000 rpm por 10 min, 4 °C. Em seguida, 2 mL de cada
extrato foi transferido para tubos de rosca contendo 2 mL de 6leo diesel. Os tubos foram
agitados em vortex na maxima velocidade por 2 minutos. As medidas ocorreram apos 24 h.
O indice de emulsificacdo (E24) foi calculado pela medida da altura da camada de
emulsificacao, dividido pela altura total da cultura, multiplicado por 10. Solugao de Triton 2%
foi utilizada como controle positivo e 0 meio mineral sem o in6culo foi utilizado como controle

negativo.

3.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DE LACASE

Os isolados fangicos que apresentaram 60% ou mais de descoloracdo do
corante RBBR e os isolados bacterianos com melhores resultados na tolerancia a 6leo
diesel foram selecionados para os ensaios de producdo da enzima lacase. Os
microrganismos foram cultivados em Erlenmeyers contendo 50 mL dos meios
(concentracdo 50%) PDB para fungos por 7, 14 e 21 dias e NB para bactérias por 5, 10 e
14 dias, a 15 °C, em triplicata. O extrato enzimatico (1.800 pL) foi adicionado a uma mistura

de 900 pL de tampéao de acetato de sodio 0,1 M (pH 5,0), 300 pL de solucéo 2,2-azino-bis-



32

etilbentiazolina (ABTS). A partir dessa mistura foi verificada a absorbancia em
espectrofotbmetro no comprimento de onda de 420 nm, em seguida, incubada por 10
minutos a 15 °C, e novamente verificada a absorbancia no mesmo comprimento de onda.

A atividade da lacase foi determinada pela oxidagdo do 2,2-azino-bis-
etilbentiazolina (ABTS) de acordo com BUSWELL; CAI; CHANG (1995), medida por
monitorizagdo do aumento da absorbancia. Uma unidade de atividade enzimatica foi
definida como a quantidade de enzima necesséria para oxidar 1umol ABTS por minuto
utilizando o coeficiente de extingdo molar de 36000 Mt cm™ (E420= 3.6 x 104 M t.cm 1)

(BOURBONNAIS; PAICE, 1988).

(AA)(V)(10°)
uLt=
® (B) (Vs)

Quando:
U = Atividade da enzima (umol mintL™?)

AA = Absorbancia final — Absorbancia inicial)

Vit = Volume total da reagao (mL)
108 = fator de correcéo (umol moL™)
t = tempo da reacao (min)

E = coeficiente de extin¢do molar (L moL*cm™)

Vs = Volume da amostra

3.7 AVALIACAO DA TOLERANCIA E DEGRADACAO DO HIDROCARBONETO
PIRENO

3.7.1 Avaliagéo de tolerancia ao hidrocarboneto pireno

Os isolados fangicos que apresentaram 60% ou mais de descoloracdo do
corante RBBR e os isolados bacterianos com melhores resultados no ensaio de tolerancia
ao Oleo diesel e gasolina foram submetidos aos testes de tolerancia ao pireno. Os isolados

foram cultivados em Erlenmeyers de 150 mL contendo 50 mL dos meios PDB (fungos) NB
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(bactéria) em 3 periodos de tempos: 5, 10 e 14 dias para bactérias e 7, 14 e 21 dias para
fungos, sob agitacdo de 150 RPM a 15°C, em triplicata.

Para o teste de tolerancia ao pireno, o extrato fermentativo de cada
Erlenmeyer foi transferido para um tubo Falcon de 50 mL sendo centrifugado a 10.000 rpm
por 5 minutos. Depois, 15 mL desse sobrenadante foi retirado para a avaliagdo da atividade
enzimatica de lacase. Nos cultivos de bactérias, o restante do sobrenadante foi desprezado
e o tubo com pellet foi reservado. Nos cultivos de fungos, o restante do sobrenadante foi
fitrado com o auxilio de papel filtro e aparelho de bomba a vacuo, onde o micélio ficou
retido no papel filtro. O pellet bacteriano e o micélio no papel filtro foram mantidos em estufa
de secagem a 70 °C por 72 horas. Depois da secagem, foram pesados em balanca analitica
para obtencdo de peso seco da biomassa celular bacteriana e fungica. Os tubos Falcon e

o papel filtro utilizados foram pesados antes e ap0s a secagem.

3.7.2 Preparacgéao e condicéo da cultura para degradacao

Os isolados com melhor potencial biorremediador foram cultivados em meio
de cultivo especifico para bactérias (NB) e/ou fungos (PDA). As bactérias tiveram densidade
Otica ajustada para 0,08 a 0,10 nm e no caso dos fungos, trés discos miceliais foram
retirados e transferidos para frascos Erlenmeyer contendo 50 mL de Caldo Batata Dextrose
(PDB). Os frascos foram incubados em estufa rotatéria a 15 °C sob agitacdo de 150 rpm
por 24 h. Depois de 24 h, foram adicionados 2 mg de pireno (dissolvido em 0,5 mL de
dimetilsulféxido, analiticamente) e incubados novamente a 15 °C sob agitagéo de 150 rpm,
durante 7 dias para bactérias e 14 dias para fungos, no escuro. O experimento foi realizado
em triplicata. O controle (indculo sem pireno) foi incubado seguindo as mesmas condicdes
das culturas com pireno. Outros dois frascos (tempo zero) contendo os meios PDB e NB,
os discos de micelio, indculo bacteriano, separadamente, e pireno nao foram incubados, e

seguiram para o procedimento de extracado (PASSARINI et al., 2011).

3.7.3 Preparacdo da amostra (Extragdo do Hidrocarboneto) e analises

cromatograficas

A extragao do hidrocarboneto e seus produtos de degradagédo em meio de
cultivo foram realizados usando um sistema de trituracdo Ultra—Turrax, segundo
PASSARINI et al., (2011). Cerca de 50 mL de acetato de etila (PA), foram adicionados em

funil de separacao juntamente com o meio fermentativo sendo colocados em triturador
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(Polytron). O procedimento foi realizado em triplicata. A fase organica foi adicionado 2 g de
Na2S0a4 anidro para desidratacdo da amostra. O material foi submetido a secagem e
suspenso em 2 mL de acetato de etila (grau HPLC). A partir dessa solucéo, 50 pL foram
dispensados em baldo volumétrico com adi¢éo de 4.950 pL de acetato de etila (grau HPLC).
Essa solucao foi submetida a analises em GC-MS para avaliacdo da degradacédo do

composto pireno e deteccao da formacéo de seus metabdlitos.

3.8 IDENTIFICAGCAO MOLECULAR DOS ISOLADOS PROMISSORES

A identificagdo molecular dos isolados com potencial biotecnologico foi
realizada pela empresa GoGenetics, localizada na cidade de Curitiba. Neste sentido, 0 DNA
genbmico dos isolados foi extraido de acordo com protocolos utilizados na empresa. Os
ensaios de amplificacdo foram realizados com primers para a regido espacadora
intergénica (ITS) de fungos e para o gene RNA ribossomal 16S de bactérias. Os
amplificados foram sequenciados em um sequenciador automético. As sequéncias
derivadas do sequenciamento foram comparadas com sequéncias depositadas em bases
de dados de acesso publico Genbank (http:// www.ncbi.nem.nih.gov) usando o programa
BLASTn. As sequéncias foram alinhadas utilizando o programa BioEdit e as analises
evolutivas foram realizadas usando o programa MEGA X com o modelo de Kimura
(KIMURA, 1980). A construcéo filogenética foi realizada com o algoritimo neighbor-joining
(NI) (BERNAL et al, 2021).

3.9 ANALISE ESTATISTICA

As analises foram feitas com os testes ANOVA e Turkey (5% de

significancia) com o programa BioStat 5.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ISOLAMENTO DOS MICRORGANISMOS

Foram isolados 22 fungos filamentosos e 75 bactérias da etapa de
isolamento sem enriguecimento e 69 bactérias e 2 fungos filamentosos da etapa de
isolamento com enriquecimento (Tabela 1).

Os fungos isolados sem enriquecimento foram identificados com as siglas
FAD (da ilha Deception) e FAR (da ilha Rei George) e as bactérias isoladas com
enriquecimento foram identificadas com BADL (da ilha Deception) e BARL (da ilha Rei
George).

Cerca de 80% das bactérias isoladas cresceram no meio de cultivo NA e
70% dos fungos cresceram no meio de cultivo PDA, sendo estes meio de cultivo os que

tiveram maior nimero de microrganismos recuperados.

Tabela 1 — Microrganismos recuperados nas duas etapas de isolamento (com e sem

enriquecimento) dos sedimentos marinhos das ilhas Rei George e Deception. Fonte: a prépria autora.

Isolamento
Sem enriquecimento Com enriquecimento
Rei Deception | Total Rei George Deception | Total
George
Fungos 08 14 22 02 0 02
filamentosos
Bactérias 29 46 75 17 52 69

Apesar de numericamente haver mais isolados da ilha Deception, é
possivel observar a mesma porcentagem de isolados fangicos e bacterianos em ambas as
ilhas, no isolamento sem enriquecimento (figura 4). Isso indica o potencial das duas ilhas
em abrigar possiveis microrganismos biorremediadores de petréleo (JURELEVICIUS et al,
2012), visto sua exposicdo a atuagdo antropica, com a utilizacdo de combustiveis para
producédo de energia em estacdes de pesquisa, na ilha Rei George e a presenca de cinzas
vulcanicas contendo HPAs, na ilha Deception (WONG et al, 2021).

O isolamento de microrganismos nessas duas ilhas Antarticas também foi
demonstrado nos estudos de Santos et al. (2020), que isolaram 309 fungos filamentosos de
amostras de solo da regido de Collins Glacier, na ilha Rei George, Silva et al (2018) que
isolaram 109 bactérias do sedimento marinho de 10 pontos das ilhas Southland do sul,
inclusive as ilhas Rei George e Deception, Nobrega et al (2021) isolaram 1000 linhagens

bacterianas de 6 amostras de solo da ilha Deception e Wentzel et al (2019) que isolaram 24
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fungos filamentosos e 146 leveduras de seis amostras de sedimento marinho da ilha Rei
George, e 399 leveduras e 492 fungos filamentosos de amostras de solo.

No presente estudo, foram isolados 24 fungos filamentosos (sem
enriguecimento), sendo 8 da ilha Rei George e 16 da ilha Deception. A menor quantidade de
fungos isolados pode ser explicada pela localizacdo da amostra na ilha Rei George, proxima
ao tanque de combustivel da Estacdo Antartica Brasileira, como observado no estudo de
Martorell et al (2018), onde foram isolados 51 fungos de distintas areas da ilha Rei George,
e foi verificado que solos com pouca oferta de matéria organica e contaminados com
derivados do petroleo tiveram menos isolados que amostras de solo associadas a liquens,
musgos e dejetos de pinguins.

Curiosamente, o0 isolamento com enriguecimento recuperou apenas 2
fungos da ilha Rei George e nenhum fungo da ilha Deception. Considerando que fungos
Antarticos tem apresentado tolerancia e capacidade de degradacao de 6leo diesel (FERRARI
et al, 2011; WONG et, 2021), talvez o ponto de coleta, onde a amostra foi extraida néo
abrigue espécies tolerantes ao diesel e fungos com essa capacidade possam ser
recuperados em outros pontos das ilhas.

Outro aspecto importante € que em amostras de sedimento marinho, em
geral um namero menor de microganismos é recuperado, como € possivel notar nos estudos
de Wentzel et al (2019) com 24 fungos filamentosos isolados de sedimento marinho e 492

fungos filamentosos de amostras do solo, ambos da ilha Rei George.

Figura 4 — Proporcédo de fungos e bactérias (%) isoladas em cada ilha e nas duas

etapas de isolamento, com e sem enriquecimento. Fonte: a prépria autora.
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A maioria dos microrganismos foi recuperada em meio de cultivo ricos em
nutrientes (PDA e NA), o que favorece o isolamento de maior diversidade de bactérias e
fungos de crescimento rapido (AHN et al, 2019). Resultado semelhante foi observado no
estudo de Ferrari et al. (2011), onde espécies fungicas de solos Antarticos foram melhor
recuperados em meios de cultivos muito nutritivos, como TSA, PDA ou NA. Porém, 0 uso
de meios de cultivo como R2A, com poucos nutrientes, favorece a recuperacdo de
microrganismos de crescimento lento (FERRES et al, 2015) e aumentando a possibilidade
de recuperacao de espécies menos abundantes (RAAD et al, 2021).

A técnica de isolamento microbiano utilizando o enriquecimento pode
facilitar o isolamento de microrganismos tolerantes, porém sem a capacidade de
degradacgéo, como demonstra o estudo de Chang et al (2016), em que um isolamento feito
com pré-enriguecimento de 10 HPAs resultou em linhagens bacterianas sem capacidade
de degradacao dos hidrocarbonetos. Além disso, como observado no estudo de Chang et
al (2016) que deixou as culturas enriquecidas por 6 meses antes de recuperar 0S
microrganismos, caso o periodo de incubacdo (do presente estudo) fosse aumentado
durante o isolamento com enriquecimento, talvez fosse recuperado um numero de
microrganismos mais préximo do niumero de tolerantes reais a 6leo diesel.

Ademais, o isolamento com enriquecimento se mostrou habil para
recuperar bactérias tolerantes a 6leo diesel e gasolina, e o fato de terem sido recuperados
poucos fungos (apenas 2) no isolamento com enriquecimento, mostra que o enriquecimento
teve certa eficiéncia, pois posteriormente testes de tolerancia aos derivados de petroleo
mostraram que o0s fungos recuperados no isolamento sem enriquecimento nao se
mostraram tolerantes a 6leo diesel.

O presente estudo mostrou mais microrganismos isolados da ilha
Deception (112 fungos e bactérias) do que da ilha Rei George (56 fungos e bactérias), isso
talvez seja explicado por causa da acdo antropogénica na ilha Deception ao longo do
tempo: com historico de navios baleeiros que atracavam na regido entre os anos 1912 e
1932, e depois a construcdo de bases militares e cientificas, hoje desativadas por causa da
atividade vulcanica, atualmente a ilha recebe navios trazendo turistas todos os anos
(CENTURION et al, 2019), além disso as cinzas vulcanicas presentes no ambiente da ilha
também pode explicar a existéncia de microrganismos com atividade biorremediadora em
contaminacgao por HPAs (SANTOS et al, 2022).

Essa acdo antropogénica expde o ambiente a diversos compostos que

funcionam como fonte de carbono para os microrganismos da regido, aumentando ndo so
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a riqueza de espécies tolerantes e/ou degradadores de HPAs (em relacdo a areas nao
impactadas ou menos impactadas) como também a variedade de tolerancia e resisténcia a
elementos como metais pesados, biocidas e hidrocarbonetos, como foi relatado no estudo
de CENTURION et al. (2022), em gque a analise metagendmica revelou que a diversidade
microbiana foi mais elevada nas areas impactadas da ilha Deception. No estudo de
Martorell et al. (2018), 93% dos fungos foram isolados de areas mais ricas em matéria
organica e areas impactadas por combustiveis usados na obtencdo de energia e apenas
8% foi isolado de areas mais preservadas, na ilha Rei George.

Apesar de a ilha Rei George abrigar estacfes cientificas e por isso, também
sofrer com a acdo humana, a exposi¢cdo mais prolongada da ilha Deception a essa acéo
favorece mais a existéncia de microrganismos adaptados e, portanto capazes de tolerar

e/ou degradar compostos como os hidrocarbonetos.

4.2 DESCOLORACAO DO CORANTE RBBR

O corante RBBR possui compostos aromaticos, em sua estrutura quimica,
assemelhando-se aos HPAs, conhecidos componentes de substancias derivadas do
petrdleo, por isso a capacidade de descoloracdo tem sido usada como maneira de triagem
para potenciais biorremediadores (DA SILVA et al, 2008).

Dos 24 fungos filamentosos isolados, oito foram capazes de formar halo
(33,3% dos fungos) de descoloracédo discreto em meio sélido com adi¢do do corante RBBR
(Tabela 2 e Figura 5).

Tabela 2 — Fungos filamentosos formadores de halo de descoloragdo do corante

RBBR em meio de cultivo sélido. Fonte: a prépria autora.
Codigo dos | Halo 500 mg.L* | Halo 1000 mg.L™*

isolados (cm) (cm)
FAR18 0,3 0,3
FAR22 0,2 0,2
FAD23 0,5 0,4
FAD24 0,1 -
FAD29 0,5 0,4
FAD28 0,2 0,2
FAR21 0,4 -

FAD27 0,5 0,5
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Os oito fungos que demonstraram algum halo de descoloracao (e mais um
fungo isolado com enriquecimento) foram submetidos a teste de descoloracdo de RBBR

em meio liquido.

Figura 5 — Formacao de halos discretos de descoloracédo do corante RBBR em meio

solido (PDA + corante RBBR) por fungos filamentosos. Fonte: a propria autora.

Dois isolados fungicos FAR18 e FAD28 apresentaram descoloracdo de
mais de 60%, conforme Figura 6. Além disso, FAR18 e FAD28 foram submetidos a ensaios
de adsorcdo do RBBR ao micélio fungico, ensaios que demonstraram a capacidade de
adsorcao do corante de 6,5% e 18,4% , respectivamente.

A biossorcéo de corantes e substancias poluentes € uma das maneiras de
detoxificar contaminantes, em que as células microbianas englobam esses compostos em
grupos funcionais dentro das células, onde sofrerdo processos quimicos como troca iénica
e formacgao de complexos (VIEIRA et al, 2021).

A capacidade de descoloracdo de corantes como o RBBR pode indicar
producéo de enzimas ligninoliticas como a lacase, uma vez que o corante RBBR tem em
sua composi¢cdo HPAs semelhantes aos encontrados na lignina, e tal enzima por ser
inespecifica pode atuar como importante viabilizadora da degradacédo de outros HPAs
(ROVATI et al, 2013).

Por isso, a capacidade de descoloracdo de corantes tem sido usada como
meétodo de triagem de fungos com potencial biorremediador de areas contaminadas com
HPAs, como degradacao de hidrocarbonetos (CHANG et al, 2016) e producao de enzimas
ligninoliticas (KITA et al, 2022).
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Figura 6 — Fungos capazes de descolorir o corante RBBR em meio de cultivo liquido
(MM + corante RBBR) e Controle (MM + Malte). Fonte: a prépria autora.
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No grafico, é possivel observar resultados negativos, que talvez possam
ser explicados pelo fato de os fungos produzirem pigmentos que deixaram o meio de cultivo
depois dos dias de incubagdo, com maior absorbancia que o proprio controle (MM+fungo,
sem corante).

Leveduras Antarticas tem se mostrado habeis em descolorir corantes, no
estudo de Rovati et al (2013) 33% das leveduras isoladas da ilha Rei George apresentaram
descoloracao de quatro corantes (Vilmafix® Blue RR-BB, Vilmafix® Red 7B-HE, Vilmafix®
Black B-V e Vilmafix® Yellow 4R-HE) e no estudo de Ruscasso et al (2022) trés leveduras
isoladas da ilha Rei George, Leucosporidium muscorum F20A, Candida sake 41E e
Cystoflobasidium infrmominiatum F13E demonstraram capacidade de descolorir o corante
RB-5.

Poucos estudos utilizando fungos filamentosos isolados da Antartica com
capacidade em descolorir corantes ja foram descritos. Quatro linhagens de fungos
filamentosos isolados da regido Terra Nova Bay na Antértica, sendo um deles do género
Penicillium, foram capazes de descolorir o corante RBBR e habeis para degradar
hidrocarbonetos (CHANG et al, 2016). Por outro lado, outras duas linhagens de fungos

filamentosos da espécie Penicillium cf. oxalicum, isolados da ilha Deception demonstraram
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habilidade em descolorir o corante Sulphur Indig Blue (KITA et al, 2022). Desta forma, o
presente trabalho demonstra ainda mais o potencial em descolorir corantes por fungos

filamentosos isolados do continente antartico.

4.3 AVALIACAO DA PRODUCAO DE COMPOSTOS BIOSSURFACTANTES

A presenca de surfactantes pode aumentar a viabilidade de degradacao de
hidrocarbonetos por microrganismos, em situagdes de biorremediacdo (CORONEL-LEON
et al, 2015) e a utilizacdo de poluentes hidrofébicos como fonte de carbono (MALAVENDA
et al, 2015).

As 69 bactérias e os 24 fungos filamentosos isolados foram submetidos ao
teste do colapso da gota, em que 18 bactérias (duas da ilha Rei George e 16 da Deception,
26% das bactérias analisadas) e 3 fungos filamentosos (todos da ilha Deception, 12,5%

dos fungos analisados) mostraram potencial atividade biosurfactante (Figura 7).

Figura 7 — Principais resultados do teste Colapso da gota para bactérias e fungos.
Fonte: a prépria autora.

Legenda: Em destaque vermelho, os controles positivo (CP) e negativo (CN). Em

destaque amarelo, exemplo de resultado positivo.

Estudos mostram bactérias polares produtoras de biossurfactantes bem
como capacidade de emulsificagdo, incluindo espécies dos géneros Rhodococcus isoladas
da peninsula Byer na Antartica, com 60% de indice de emulsificacdo (MALAVENDA et al,
2015), Bacillus licheniformis AL 1.1, isolada da ilha Deception apresentando capacidade de
reducdo da tensao superficial da agua e indice de emulsificacdo em diferentes fontes de
carbono (CORONEL-LEON et al, 2015), e 13 linhagens bacterianas dos géneros
Geobacillus, Anoxybacillus e Brevibacillus, isoladas da ilha Deception com indice de

emulsificacdo de mais 50% e resultado positivo no teste colapso da gota (SCULTZ et al,
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2022).

As bactérias e fungos que apresentaram resultados positivos no ensaio do
colapso da gota, foram submetidas ao teste de emulsificacéo. Seis bactérias e dois fungos
apresentaram taxas de emulsificagdo potenciais para uso em processos ambientais, com
destaque para duas bactérias (BADL45 e BADL25) que apresentaram E24 maior que 10%

de emulsificacdo (Figura 8).

Figura 8 — Principais resultados do teste de emulsificacdo (Ez4) de 6leo diesel (indice

de emulsificacdo acima de 5%). Fonte: a propria autora.
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Uma linhagem bacteriana do género Rhodococcus isolada de solo da ilha
Rei George apresentou alto indice de emulsificacdo (91%), além de atividade tensoativa
(IBRAHIM et al, 2020).

No presente estudo, as bactérias com potencial atividade biossurfactante
apresentaram uma baixa capacidade de emulsificacdo em oleo diesel. Talvez a realizacéo
de estudos posteriores com diferentes fontes de carbono (outros hidrocarbonetos) e
diferentes temperaturas possam fornecer condigbes que possibilitem producéo de
biossurfactantes otimizada (MALAVENDA et al, 2015) (TRUDGEON et al, 2020).

De todos os isolados bacterianos que apresentaram resultados positivos
no ensaio do colapso da gota, apenas o isolado BADL17 também foi capaz de tolerar o
composto oOleo diesel. No presente estudo, BADL17 foi identificada como pertencente ao
género Psychrobacter, o qual tem sido isolado de amostras do continente Antartico, sendo

um género ja associado como promissor produtor de compostos biossurfactantes, tendo
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resultado positivo no colapso da gota (STYCZYNSKI et al, 2022), com indice de
emulsificacao de 70% (RICCARDI et al, 2022), e com tolerancia a 6leo diesel e petroleo cru
(TRUDGEON et al, 2020).

Estudos com fungos antarticos produtores de biossurfactantes mostraram
11 linhagens de leveduras, isoladas de solos das ilhas Rei George e Deception, com
resultado positivo para o teste colapso da gota e indice de emulsificacdo (E24) maior que
10%, com destaque para a espécie Candida glaebosa, que teve o melhor desempenho
dentre as 11 linhagens (BUENO et al, 2019) e Moesziomyces antarcticus, isolada do lago
Vanda, na Antartica, conhecida pela producdo de enzimas extracelulares e de
biossurfactantes glicolipidicos (PERFUMO, BANAT e MARCHANT, 2018).

Assim, estudos posteriores devem ser dirigidos a fim de elucidar outras
caracteristicas desses biosurfactantes, incluindo a caracterizagdo estrutural bem como
situacbes de producdo 6tima para fins biotecnolégicos, e também para ampliacdo do
conhecimento de seu potencial biorremediador, através de testes com diferentes poluentes
derivados do petroleo (GRAN-SCHEUCH et al, 2017).

4.4 TOLERANCIA A DERIVADOS DO PETROLEO

Os testes de avaliacdo de tolerancia a 6leo diesel e gasolina (20%)
mostraram que das 69 bactérias isoladas, sete foram tolerantes a Oleo diesel (10% das
bactérias analisadas), sendo uma delas, também tolerante a gasolina. Nenhum fungo se
mostrou tolerante a 6leo diesel ou gasolina. Estudos com microrganismos Antarticos
relatam tolerancia a 6leo diesel em bactérias (DE JESUS et, 2021; ZAKARIA et al, 2021,
WONG et al, 2021) com mais frequéncia do que em fungos, apesar disso fungos
filamentosos e leveduras tém apresentado tolerancia e capacidade de degradacdo de
HPAs, componentes de derivados do petroleo (WONG et al, 2021). No estudo de Ferrari et
al (2011), fungos dos géneros Exophiala, Arthroderma e Penicillium isolados de solo sub-
antartico mostraram crescimento na presenca de 0Oleo diesel SAB (Diesel alternativo de
mistura especial antartica), porém linhagens do género Cladosporium sp., mesmo género
do fungo FAR18 do presente estudo, ndo apresentaram tolerancia a 6leo diesel (WONG et
al, 2021).

Uma linhagem bacteriana do género Artrhobacter (isolada da ilha Rei
George) apresentou tolerancia e capacidade de degradar Oleo diesel (56,45%)
(ABDULRASHEED et al, 2020). O estudo de Wang et al (2014) mostrou a habilidade das
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linhagens bacterianas antarticas Planococcus sp. NJ41 e Shewanella sp. NJ49 para
degradar 6leo diesel em baixas temperaturas, e a linhagem bacteriana Rhodococcus sp.
AQ5-07 (isolada da ilha Rei George) demonstrou capacidade de usar 6leo diesel como fonte
de carbono, mineralizando 57,63% dos hidrocarbonetos constituintes do diesel (ROSLEE
et al, 2020).

O isolado BADL17, identificado como pertencente ao género Psychrobacter
sp., conseguiu crescer na presenca de 6leo diesel, indicando tolerancia a esse composto.
Resultado semelhante foi observado no estudo de Rizzo et al (2020), em que duas
linhagens bacterianas do género Psychrobacter sp., isoladas de solos da Antértica
continental também cresceram na presenca de Oleo disel, utilizando este composto como
Unica fonte de carbono.

No presente estudo, dentre as bactérias tolerantes a 6leo diesel cinco foram
isoladas da ilha Deception e duas da ilha Rei George. A ilha Deception apresenta alta
atividade antropogénica desde o século XIX, quando era visitada por navios baleeiros até
a atualidade, onde é considerada destino turistico recebendo navios e visitantes, bem como
pesquisadores (CENTURION et al, 2022). Além disso, a ilha conta com a presenca de
cinzas vulcanicas, que tem em sua composicdo HPAs (SANTOS et al, 2022). Toda essa
movimentacgao contribui para o aumento de acimulo organico no ambiente, inclusive HPAs,
0 que ocasiona diversidade microbiana (CENTURION et al, 2022), e os HPAs das cinzas
resultantes da atividade vulcénica da ilha podem explicar a existéncia de microrganismos
com habilidades como a tolerancia de hidrocarbonetos, e isso € observado nos resultados
deste estudo, com 98 bactérias isoladas dessa ilha e cinco tolerantes a 6leo diesel. Além
disso, o isolado bacteriano BADL15 apresentou tolerancia a gasolina, configurando uma
habilidade possivelmente encontrada pela primeira vez em microrganismos Antarticos.

A ilha Rei George também apresenta alta atividade humana, devido as
estacbes de pesquisa cientifica em seu territorio. Essa regido tem registros de
contaminacao com petroleo, pelo contato frequente com os combustiveis dos geradores de
energia das estacoes, e pelo acidente na década de 1980, que contaminou o solo com 6leo
diesel (JURELEVICIUS et al, 2022). Assim, o ambiente da ilha impds condigcbes que
resultaram na selecdo de microrganismos tolerantes e/ou degradadores de compostos
derivados do petréleo, permitindo a sua sobrevivéncia a existéncia de microrganismos
tolerantes e degradadores de compostos derivados do petrdleo, como observado neste

estudo, com duas bactérias isoladas desta ilha tolerantes ao 6leo diesel.
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4.5 AVALIACAO DA TOLERANCIA AO HPA PIRENO

Duas linhagens bacterianas (BADL15 e BADL17) com melhores resultados
na tolerancia a o6leo diesel e os dois fungos (FAR18 e FAD28) com melhor capacidade de
descoloracao do corante RBBR foram submetidos a testes de tolerancia ao hidrocarboneto
pireno.

As duas bactérias tolerantes ao pireno também foram tolerantes ao 6leo
diesel. Semelhantemente a isso, 53 bactérias isoladas do solo da ilha Rei George
(contaminado com diesel) se mostraram capazes de metabolizar o hidrocarboneto
fenantreno (GRAN-SCHEUCH et al, 2020) e trés linhagens bacterianas, Rhodococcus
erythropolis, Sphingobium xenophagum e Pseudomonas guineae, capazes de degradar
fenantreno (GRAN-SCHEUCH et al, 2017)

A capacidade de tolerancia e crescimento bacteriano na presenca de pireno
e outros hidrocarbonetos de alta toxicidade (em ambientes frios) tem sido relatada em
estudos, como o de ERIKSON, DALHAMMAR & MOHN (2002), em que bactérias isoladas
do Artico, do género Pseudomonas, foram capazes de formar biofilme sobre cristais de
pireno. No estudo de JURULEVICIUS et al. (2012) foi demonstrado a presenca dos genes
alkB, responsaveis pela producdo da enzima alcano monooxigenase, que viabiliza a
degradacéao de alcanos por bactérias dos géneros Mycobacterium, Gordonia, Rhodococcus
e Aeromicrobium, isolados da ilha Rei George.

Rizzo et al. (2020) isolaram linhagens bacterianas de varios géneros,
dentre eles Psychrobacter sp., com capacidade de crescimento na presenca de
hidrocarbonetos como fenantreno e tolueno, como Unicas fontes de carbono. Yumoto et al.
(2020) identificaram uma nova espécie bacteriana, Dietzia psychralcaliphila,
psicrotolerante, com a habilidade de crescer na presenca de alcanos, e utiliza-los com fonte
de carbono de maneira facultativa.

Os quatro microrganimos se mostraram tolerantes ao pireno, sendo que
FAR18 e BADLL17 tiveram resultados um pouco mais expressivos (0,21 g e 0,03 g) em
biomassa celular, ou mais uniformes, com maior crescimento na presenca do pireno
(Figura 11). Porém, os quatro microrganismos apresentaram maior biomassa na presenca
de pireno, em algum momento do cultivo.

Os fungos FAR18 e FAD28 tiveram maior biomassa celular na presenca do
pireno, no 14° dia e no 21° dia de crescimento. E a bactéria BADL17 apresentou maior
biomassa na presenca do pireno no 5° dia e no 10° dia de crescimento, enquanto BADL15

teve maior biomassa no 5° dia de crescimento (Figura 9).
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Figura 9 — Biomassa celular dos microrganismos na presenca do HPA pireno,
cultivados por 7, 14 e 21 dias (fungos) e por 5, 10 e 15 dias (bactérias), a 15° C e 150 RPM. Fonte: a

propria autora.
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Legenda: (a) FAR18, (b) FAD28, (c) BADL17, (d) BADL15. Desvio padrdo +/- 0,05.

Para serem capazes de protagonizar acfes biorremediadoras em éareas
polares, os microrganismos precisam apresentar algumas caracteristicas para sobreviver
ao ambiente indspito dos podlos terrestres, tais como a tolerancia ao frio extremo,
sobrevivéncia a dessecacao e tolerancia ao congelamento (PANICKER et al, 2002).

Nesse sentido, bactérias do género Psychrobacter, como BADL17, tem
sido relatada como psicrotolerante podendo crescer em temperaturas psicrofilicas a
mesofilicas (-10 °C a 30 °C) (BAKERMANS et al, 2006), além de terem sido isoladas de
diversas regides do ambiente Antartico como solo ornitogénico, gelo, sedimento marinho,
solo e gelo oceanico (BOWMAN et al, 1996). Sendo também capazes de produzir proteinas
gue induzem ao escape de agua do meio intracelular, protegendo a bactéria do
congelamento (MOREIRA et al, 2022).

No estudo realizado por KRUCON e colaboradores (2021), os autores

demonstraram tolerancia de trés linhagens bactérias isoladas da ilha Rei George,
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pertencente ao género Psychrobacter, ao hidrocarboneto n-hexadecano e ao 6leo diesel,
bem como producédo da enzima lacase em meio solido suplementado com guaiacol e
producédo de biossurfactantes.

Poucos estudos tem investigado o potencial biorremediador dos fungos
filamentosos Antéarticos. Fungos do género Mollisia e Trichoderma isolados de solo
Antartico, demonstraram tolerancia ao hidrocarboneto dodecano, tendo crescimento igual
ao controle (sem hidrocarboneto) e aumentando o crescimento quando o hidrocarboneto
foi adicionado (Mollisia sp.) (HUGHES, BRIDGES e CLARK, 2007). Fungos do género
Penicillium, isolados de solo Antartico, demonstraram tolerancia e alta capacidade de
degradacéao do hidrocarboneto decano (49%) e baixa degradacao do HPA benzo[a]pireno
(2%) (GOVARTHANAN et al, 2017).

A existéncia de microrganismos tolerantes a hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos na ilha Deception foi observada por Santos et al (2022), que fizeram um estudo
metagendmico no solo da ilha Deception e mostraram um alto indice de genes ligados a
tolerancia a hidrocarbonetos policiclicos arométicos, provavelmente ligados a presenca de
cinzas vulcanicas, que abrigam grandes quantidades de HPAs (SANTOS et al, 2022).

Assim, a presenga de microrganismos tolerantes a HPAs demonstrado no
presente estudo, reforca a importancia de se explorar ambientes extremos como o
Antartico, na busca por células microbianas potencialmente transformadoras de derivados
do petréleo, aptas a serem aplicadas em processos de biorremediacdo de compostos

derivados do petroleo, contaminantes de ambientes frios.

4.6 AVALIACAO DA PRODUCAO DE LACASE

A enzima lacase esta envolvida na degradacédo de lignina, e por sua
inespecifidade podem atuar em compostos com estrutura quimica semelhante a lignina,
como os hidrocarbonetos policiclicos arométicos. Assim, a producdo de lacase por
microrganismos tem sido investigada em potenciais biorremediadores de contaminac¢éo por
petroleo (VIPOTNIK, MICHELIN e TAVARES, 2021).

Os sobrenadantes resultantes dos testes de tolerancia ao pireno foram
submetidos ao ensaio de avaliagao a atividade de lacase utilizando o substrato ABTS.
Todos os isolados foram capazes de sintetizar uma pequena quantidade (0,002 a 0,103 UL"
1) da enzima lacase. Entretanto, o fungo FAR18 teve a atividade da enzima aumentada em

17% e as bactérias BADL17 e BADL15 apresentaram um discreto aumento de 1,8% e 1,7%,
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respectivamente na presenca do pireno.

Foi possivel perceber que BADL17 apresentou maior producéo de lacase
na presenca de pireno, e que BADL15 teve a produgdo de lacase mantida estavel na
presenca do pireno. Observou-se também que o 10° dia, foi 0 pico de producdo enzimatica
para as duas linhagens bacterianas, na presenca de pireno, e depois desse periodo a

tendéncia foi em diminuir a atividade, até cessar a producéo (Figura 10).

Figura 10 - Producgéo da enzima lacase pelos isolados mais eficientes, cultivados a

15° C e 150 RPM de agitacédo. Controle: Cultivo de microrganismo sem pireno. Fonte: a prépria autora.
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Legenda: (a) FAD28, (b) FAR18, (c) BADL17, (D) BADL15. Desvio padré&o +/- 0,06.

Existem poucos estudos relatando a producdo da enzima lacase por
bactérias de ambientes frios (Mukhopadhyay, Dasgupta e Chakrabarti, 2015). No estudo de
Park et al (2021), 73 bactérias foram isoladas de solo Antartico e Artico, sendo 71% delas,
contendo genes ligados a oxidase com regides de ligacdo de ions cobre | e Il, que séo
essenciais para a atividade da lacase. No trabalho de Wang et al (2022), uma linhagem de
Psychrobacter sp. isolada do mar Antartico foi capaz de sintetizar um novo tipo de lacase
adaptada ao frio, com capacidade de degradar polietileno (13,2%). No estudo de Moghdam
et al (2016), 13 linhagens bacterianas de Psychrobacter sp., isoladas do mar e sedimento

marinho Artico, exibiram producéo de lacase (teste com meio sélido contendo guaiacol);
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uma analise gendmica mostrou a presenca de seis genes ligados a oxidase multicopper,
indicando possivel envolvimento com a atividade de lacase observada.

A producdo de lacase também ocorreu com o fungo FAR18, do género
Cladosporium, em que observou-se maior producao de lacase no 14° dia na presenca de
pireno. O estudo de Wentzel et al. (2019) também relatou pequena producao de lacase,
abaixo de 0,2 UL por fungos filamentosos isolados da ilha Rei George, de varios géneros,
incluido Cladosporium.

Producdo da enzima lacase também foi registrada no estudo de
Wi’sniewska et al (2021), em que leveduras Kabatiella bupleuri isoladas da ilha Rei George
mostraram atividade de lacase (215 UL™) sob condicbes otimas, e capacidade de
descoloracao de cristais violeta (40,4%) pela enzima. No estudo de Rovati et al (2013),
leveduras isoladas da ilha Rei George apresentaram producéo de lacase (25%), bem como
atividade ligninolitica (38%) e descoloracéo de corantes (33%).

Outro aspecto importante € a relacdo da atividade enzimatica de
microrganismos psicrotolerantes com o aumento da temperatura nos ambientes polares,
pois nessa situacdo o ambiente favorece a temperatura 6tima para producao e acao dessas
enzimas, sinalizando uma consequéncia das mudancas climaticas ocorridas nos ultimos
anos (PARK et al, 2021; YERGEAU e KOLWALCHUK, 2008).

A atividade de enzimas como a lacase por microrganismos provenientes de
ambientes pobres em lignina como a Antartica, pode indicar que a contaminacdo por
substancias como HPAs, como o que ocorre na ilha Rei George, vem funcionando como
fonte de carbono e substrato para a atuacdo da lacase (WENTZEL et al, 2019. Outra
possibilidade é que a presenca de HPAs oriundas de atividade vulcanica, como na ilha

Deception, também ocasione essa atividade enzimatica (SANTOS et al, 2022).

4.7 AVALIACAO DA DEGRADACAO DO PIRENO

O fungo Cladosporium sp. FAR18 e a bactéria Psychrobacter sp. BADL17
foram submetidos ao teste de degradacdo do hidrocarboneto pireno, porém provaveis
problemas técnicos na execucao dos experimentos geraram resultados inconclusivos.

No teste com a bactéria, o tempo zero teve a area de pico 4,244x10% e 0
tempo de retencéo do pireno foi de 12,136 min. Apos 7 dias de cultivo, foi observado uma
area de pico 1,890x107 e o tempo de retencdo do pireno foi de 11,962 min. E possivel

perceber que a area do pico correspondente a presenca do pireno esta maior, em
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comparacado que a amostra padrdo. Os tempos de retencdo do pireno confirmam a

presenca desse composto nas amostras (Figura 11).

Figura 11 — Analise da degradacdo do hidrocarboneto pireno pela bactéria

Psychrobacter sp. BADL17. Fonte: a propria autora.
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Legenda: (a) Tempo zero (curva); (b) Cultura bacteriana depois de 7 dias.

Assim, como na cultura bacteriana, a cultura fingica apresentou area maior
na cultura de 7 dias (2,337x107) que a area do pico do tempo zero do pireno (4.724x10°).
O tempo de retencgéo do pireno na cultura depois de 7 dias foi de 12,189 min, e no tempo
zero do pireno foi de 12,138 min, mostrando a presenca do pireno nas amostras (Figura
12).
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Figura 12 - Analise da degradacdo do hidrocarboneto pireno pelo fungo
Cladosporium sp. FAR18. Fonte: a prépria autora.
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Legenda: (a) Padréo pireno (curva); (b) Cultura fingica depois de 14 dias.

Esperava-se que as areas dos extratos fermentativos depois dos dias de
cultivo, fossem iguais, indicando nenhuma degradacédo, ou menores que os valores de area
do tempo zero, indicando degradacdo do hidrocarboneto. Problemas técnicos no
processamento das amostras ou no transporte delas para a empresa que fez a analise
cromatografica, podem ter ocorrido e interferido nos resultados que se mostraram
inconclusivos, pois a area do pireno, depois de varios dias de cultivo se apresentou maior
gue a area do tempo zero, nas culturas do fungo e da bactéria.

Bactérias de ambiente frio tem sido descritas como degradadoras de
hidrocarbonetos. No estudo de Eriksson, Dalhammar e Mohn (2002), dois isolados de solo
artico, do género Pseudomonas foram capazes de crescer e formar biofilme em cristais de
pireno, degradando 20 pug.mL de pireno em 60 dias.

No estudo de Margesin, Moertelmaier e Mair (2013), a bactéria (isolada dos

alpes italianos) Rhodococcus erythropolis foi capaz de degradar fenol (7,5 mM), antraceno
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e pireno (50 mg.L1), a 15 °C. No trabalho de Govarthanan et al (2017), o fungo Penicillium
sp. isolado de solos Antarticos, foi capaz de degradar decano (49%), butilbenzeno (42%) e
dodecano (33%).

Os estudos de degradacao do pireno com o fungo FAR18 Cladosporium
sp. e a bacteria BADL17 Psychrobacter sp. devem ser repetidos futuramente. O potencial
dos microrganismos isolados de regides frias,como a Antartica, para a degradacao de HPAs
deve continuar a ser investigado para ampliar o uso de linhagens microbianas na
biorremediacdo de ambientes polares.

Os microrganismos que tiveram os melhores desempenhos nos ensaios de
tolerancia aos derivados de petréleo, descoloracdo do corante RBBR e producdo de
biossurfactantes e emulsificantes estdo descritos na tabela 3.
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Tabela 3 - Principais resultados avaliados no presente estudo. Microrganismos com
resultados positivos nos testes de tolerancia a 6leo diesel e gasolina, descoloragcao do corante RBBR

e producdo de biossurfactantes (colapso da gota e Ezs)

Microrganismo Toleréncia Descoloracdo RBBR Colapso Emulsificacéo
Diesel Gasolina | Sélido (cm)  Liguido (%) | da gota (%)
BADL1 + 6,4
BADL11 ++ 4,8
BADL12 X
BADL13 X
BADL15 X X
BADL16 X
BADL17 X + 3,6
BADL18 ++ 8,6
BADL19 + 7,6
BADL?2 + 0
BADL25 ++ 11,1
BADL3 + 4,8
BADL45 + 18,2
BADLS + 3
BADL51 + 0
BADL52 ++ 0
BADLG6 + 4,2
BADL7 ++ 2,7
BADLS ++ 3,3
BADLY9 ++ 2,8
BARL12 + 3,9
BARLS + 8,2
FAD23 X
FAD27 X
FAD28 X 83,3
FAD29 X
FAR18 X 68,9
FAR21 X
FAD33 3,7
FAD7 + 5
FAD3
FAD9
FAR22 X
BARL2 X
BARL13 X

Legenda: (+) Gota parcialmente colapsada, (++) Gota colapsada como no controle positivo.
Curiosamente, quase todos 0s microrganismos isolados que apresentaram
algum resultado positivo nos testes realizados tiveram resultado negativo nos outros
ensaios, isto é, os microrganismos com algum potencial biorremediador apresentaram

apenas uma caracteristica analisada.
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4.8 IDENTIFICACAO TAXONOMICA

A identificagdo taxondmica com ferramentas moleculares mostrou que o
fungo FAR18 pertence ao género Cladosporium sp. e a bactéria BADL17 ao género
Psychrobacter sp. (Figura 13).

Figura 13 — Observacdo microscopica dos microrganismos FAR18 e BADL17.
Aumento de 40x e 100x, respectivamente. Fonte: a prépria autora.

FAR18 BADL17

A andlise do gene RNAr 16S da linhagem bacteriana BADL17 mostrou que
ela pertence ao género Psychrobacter sp., com 99% de similaridade, e 100% de
similaridade com as espécies Psychrobacter arcticus (KF424828), Psychrobacter glaciei
(MT309522) e Psychrobacter fozii (KY405997), de acordo com a andlise do banco de dados
GenBank.

A analise da regidao ITS da linhagem flngica FAR18 revelou que a
sequéncia da linhagem tem 100% de similaridade com o género Cladosporium sp. e 96%
de cobertura de consulta com as espécies Cladosporium cladosporioides (MT367262) e
Cladosporium antropophilum (MF472921), assim foi identificado como pertencente ao
género Cladosporium (Figura 14).
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Figura 14 — Analise filogenética dos isolados BADL17 (a) e FAR18(b). Fonte: a
propria autora.

Psychrobacter luti PAMC 27116 (KJ475194)
95 L Psychrobacter fozil LMG 21280 (AJ430827)
Psychrobacter glaciel BBCC264 (MK224789)

ﬁ.{:_ BADL17
Psychrobacterarcticus strain 273-4 type (NR_075054)

L_Psychrobacter okhotskensis BBCC2579 (MK224727)
Psychrobacter sp. DSM 5684 (LN810552)

0.005

Cladosponiumcladosporioides IITRSC219 (MT985562)
Cladosponumcladosponioides CPC:2234 (MF472939.1)
2 Cladosponum cladosporioides HSXSD-13(MT36726)
56 FAR18
Cladosponum anthropophilum KUMCC 19-0202 (CMN412639)
CladosponumtenuissimumCBS:13001 (MHB65597)
Cladosponum colombiae CBS 274.80 (NR_119729)
Cladosponum cladosporioidesCBS 170.54 (MH857281)
b

0.001

Andlise filogenética baseada na sequéncia parcial dos genes rRNA 16S (a) e ITS (b)
dos melhores isolados com potecial biorremediador selecionados no estudo. Valores de bootstrap

(1.000 replicas). Os numeros de acesso do GenBank séo listados ap6s nomes de espécies.

Fungos do género Cladosporium tém sido encontrado em diversos
ambientes Antérticos, como solo (NEWSHAM et al, 2021), gelo, neve, agua do mar (ROSA
et al, 2020), permafrost (KOCHKINA et al, 2012), madeira e outros materiais organicos
(DUNCAN et al, 2008), bem como solos das ilhas Deception (ROSA et al, 2020), Rei George
(SANTOS, MEYER e SETTE, 2020) e sedimento marinho dessa ultima ilha (WENTZEL et
al, 2018).

Esse género fangico € considerado cosmopolita, e muitos de seus
representantes tém demonstrado adaptacbes para o ambiente de frio extremo, 0 que 0s
tornam potenciais portadores de enzimas de uso biotecnoldgico, por causa das diferentes
rotas bioquimicas utilizadas para a sobrevivéncia em baixas temperaturas (ROSA et al,
2019). O estudo de Duarte et al. (2017) mostrou linhagens do género Cladosporium

isoladas da Antartica como produtores das enzimas xilanases, pectinases e catalases.
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Esporos fungicos da espécie Cladosporium cladosporioides foram
encontrados no ar Antértico, e o género Cladosporium foi encontrado como um dos
géneros mais abundantes no ar e na neve em ambiente peninsular Antartico (ROSA et al,
2020b). Cladosporium cladosporioides ja foi encontrado em amostras de madeira, solo
ornitdgenico, algas e plantas Antarticos e solos subantarticos (FERRARI et al, 2011),
podendo crescer entre 0.0 e 32 °C, com temperaturas oOtimas de 20 °C a 28 °C,
caracterizando um microrganismo psicrotolerante (DUARTE et al, 2018).

O género Psychrobacter tem sido descrito como aerdbias, psicrofilicas a
psicrotolerantes (SILVA et al, 2018), habitando diversos ambientes polares como solos
ornitogénicos, neve, permafrost e sedimento marinho (BAKERMANSs et al, 2006). Exibem
caracteristicas como producgéo de biossurfactantes e emulsificantes (RICCARDI et al, 2022)
(TRUDGEON et al, 2020), capacidade de degradacdo de hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos e outros poluentes. Sado capazes de utilizar fontes de carbono diferentes da
glicose, tais como acido Urico, bastante presente em solos ornitogénicos comuns na
Antartica (BOWMAN et al, 1996).

Além disso, possuem adaptacdes para resisténcia ao congelamento
(MOREIRA et al, 2022) e escassez hidrica (NOBREGA et al, 2021), comuns no ambiente
polar e produzem enzimas eficientes em baixas temperaturas (XUEZHENG et al, 2010),
papel indispenséavel para que possam atuar como degradadores de hidrocarbonetos em
ambientes de frio extremo (PANICKER et al, 2002; YUMOTO et al, 2020).

Considerando que o género Psychrobacter abriga diversas espécies com
caracteristica e habilidades diferentes, estudos complementares devem ser realizados para
investigar possiveis capacidades de tolerancia e degradacdo de outros hidrocarbonetos,
atividade biosurfactante e producdo de enzimas ligninoliticas utilizando os melhores
isolados microbianos apontados no atual estudo.

Microrganismos recuperados de amostras marinhas da Antartica
apresentam um grande potencial biorremediador frente a HPAs e corantes, devido a sintese

de enzimas ligninoliticas e/ou compostos com potencial atividade biossurfactante.
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5 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que o continente Antartico abriga uma
comunidade microbiana diferenciada e adaptada a condi¢cdes polares, incluindo baixas
temperaturas e tolerancia a compostos derivados do petréleo. Os isolados recuperados dos
sedimentos coletados na llha Deception apresentaram um maior potencial uso em
processos de biorremediacdo de compostos derivados do petréleo, em comparagcdo com
os isolados recuperados das amostras da ilha Rei George, devido, muito provavelmente ao
histérico das atividades de exploracdo de Oleo de Baleia bem como ao alto impacto
antropogénico oriundo das atividades turisticas e a presenca de cinzas vulcanicas.

A metodologia de enriquecimento do meio de cultivo com 6leo diesel e
gasolina pode ter funcionado como uma pré-triagem para a selecdo de linhagens
bacterianas de ambientes frios potencialmente tolerantes a compostos derivados do
petréleo, incluindo o HPA pireno. Entretanto, ndo foi possivel evidenciar uma real
degradacdo do compostos pireno, na presenca das melhores linhagens potencialmente
bioremediadoras destes compostos xenobidticos.

Os microrganismos que habitam o continente Antartico podem apresentar
potencial biotecnolégico para uso em processos de bioremediacdo de ambientes frios,
impactados com compostos derivados do petréleo, devido a producdo de enzimas
ligninoliticas bem como de compostos com potencial atividade biossurfactante, ambos em
temperaturas baixas.

Os resultados do presente estudo encorajam novos ensaios de
caracterizacao da enzima lacase e dos compostos com potencial atividade biossurfactante
bem como novos ensaios de degradacdo do HPA pireno e/ou outros hidrocarbonetos,
visando deteccdo dos metabdlitos menos toxicos que o composto original e/ou total

mineralizacao destes compostos recalcitrantes.
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