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POTENCIAL BIOTECNOLOGICOS DE RIZOBIOS COMO BIOEMULSIFICANTE
E BIOSSORVENTE DE COBRE E CROMO

RESUMO

As estruturas e alguns compostos produzidos pelos microrganismos
apresentam elevada quantidade de cargas como, por exemplo, parede celular e
biopolimeros. Os exopolissacarideos (EPSs) de bactérias pertencentes a ordem
Rhizobiales apresentam biopolimeros que tém sido muito estudados. Os EPSs
sdo moléculas que apresentam grupos polares, esta caracteristica € capaz de
reduzir a tensdo interfacial de mistura agua/dleo e Oleo/agua. A formacdo de
emulsbes € um fator importante para a biodegradacdo de Oleos e
hidrocarbonetos. As cargas presentes na parede celular das células bacterianas
sdo de natureza predominantemente anidnica. Estas estruturas sao capazes de
interagir fortemente com cations metalicos e desempenham um papel importante
no sequestro ou imobilizacdo de ions no ambiente. A aplicacdo dos isolados de
rizobios sao interessantes ferramentas biotecnolégicas no processo de
biorremediagéo, por estes microrganismos ndo apresentarem toxicidade a saude
e ao meio ambiente. Dos isolados de rizébios pertencentes ao Laboratorio de
Bioquimica de Microrganismos e Plantas, da FCAV/UNESP, foram selecionados
quatro, que demonstraram elevada producao de goma ‘in vitro’. Este trabalho teve
como objetivo investigar o potencial biotecnoldgico, de isolados de Rhizobium
spp. (SEMIA 4064 e JABG6) e dois isolados de Mesorhizobium spp. (LMG 6125 e
LMG 11892), como bioemulsificantes e biossorventes. Para a identificacdo dos
isolados foi sequenciada a regido 16S rRNA (1500pb). Foram estudados a
producdo de EPS e aplicacdo desses biopolimeros como bioemulsificantes de
Oleos e hidrocarbonetos. Investigando a Reologia e a composicdo dos
monossacarideos dos EPSs. Estes isolados foram explorados quanto a
sensibilidade de células vivas e o processo de remocao por células mortas dos
fons cobre (Cu®") e cromo (Cr®"). O sequenciamento demonstrou que os isolados
LMG 6125 e LMG 11892 ndo eram condizentes com 0 género e espécies
descritos anteriormente. De acordo com os dados obtidos pelo sequenciamento,
estes dois isolados pertencem ao género Sinorhizobuim. Os resultados

demonstraram que dos isolados estudados, o JAB6 foi o maior produtor de EPS.
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Todos o0s EPSs estudados, apresentaram altas porcentagens dos
monossacarideos, galactose e glicose, presentes nas moléculas polissacaridicas.
O EPS produzido pelo isolado SEMIA 4064 foi o que apresentou maior
viscosidade. O EPS deste mesmo isolado, na concentracédo 5 mg mL™, evidénciou
maiores taxas de emulsificagdo para 6leo diesel, tolueno, hexano, éleo de soja,
6leos de girassol e 6leos de oliva. A influéncia dos fons Cu?* e Cr®" sobre as
células vivas dos isolados de Rhizobium spp. e Sinorhizobium spp. demonstraram
ter efeito tanto no desenvolvimento celular quanto na producédo de EPS. Todas
amostras de células mortas, dos isolados, foram capazes de remover os fons Cu**
e Cr®, no entanto, as maiores taxas de remocao foram apresentadas pelo isolado
LMG 6125.

Palavras-chave: bioemulsificante, exopolissacarideo, biossorvente,
Sinorhizobium spp., Rhizobium leguminosarum, biorremediacao
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BIOTECHNOLOGICAL POTENTIAL RHIZOBIA AS BIOEMULSIFIER AND
BIOSORBENT OF COPPER AND CHROMIUM

SUMMARY

The structures and some compounds produced by microorganisms have a
high amount of charges such as, for example, cell wall and biopolymers. The
exopolysaccharides (EPSs) of bacteria belonging to the order Rhizobiales have
biopolymers that have been widely studied. The EPSs are molecules that have
polar groups, this feature they are can to reduce the interfacial tension of water/olil
and oil/water. The formation of emulsions is important factor for the biodegradation
of oils and hydrocarbons. The charges present in the cell wall on the bacterial cells
are predominantly of anionic in nature. These structures are capable of interacting
strongly with metal ions and play an important role in sequestering or
immobilization of ions in the environment. The application of the populations of
rhizobia are interesting biotechnological tools in bioremediation process, these
organisms do not present toxicity to health and the environment. Rhizobial isolates
belonging to the Laboratory of Biochemistry of Plants and Microorganisms, FCAV /
UNESP, four were chosen that demonstrated high gum production in vitro. This
work aimed to investigate the potential of biotechnology of the isolates of
Rhizobium spp. (SEMIA 4064 and JAB6) and two strains of Mesorhizobium spp.
(LMG 6125 and LMG 11892), as biosorbents and bioemulsifiers. For the
identification of the isolates were done sequencing of the gene 16S rRNA
(1500pb). The production and application of these EPSs were studied as
bioemulsifiers of oils and hydrocarbons. Investigating the monosaccharides
composition and rheology of the EPSs. These isolates were explored for sensitivity
of live cells and the process of removal of dead cells by copper ions (Cu®**) and
chromium (Cr®"). The sequencing showed that the isolates LMG 6125 and LMG
11892 were not consistent with the genus and species previously described.
According to the data obtained by sequencing, these isolates belong to the genus
Sinorhizobuim. The results showed that the isolates studied, the JAB6 was the
largest producer of EPS. All EPSs studied showed high percentages of
monosaccharides, galactose and glucose in the polysaccharide molecules. The
EPS produced by isolated SEMIA 4064 showed the highest viscosity. The EPS
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this same isolate, concentration 5 mg mL™, showed higher rates of emulsification
for diesel oil, toluene, hexane, soybean oil, sunflower oil and olive oil. The
influence of Cu®* and Cr®" on the living cells of isolates of Rhizobium spp. and
Sinorhizobium spp. demonstrated effect on both cell growth and in the production
of EPS. All samples of dead cells, of the isolates, were able to remove Cu®* and

Cr®*, however, the highest rates of removal were isolated presented by LMG 6125.

Keywords: bioemulsifier, exopolysaccharide, biosorbent, Sinorhizobium spp.,

Rhizobium leguminosarum, bioremediation.



CAPITULO 1 — Consideracdes gerais

1. INTRODUCAO

Derramamentos de hidrocarbonetos (petréleo), outros Oleos e metais
pesados utilizados na agricultura e industrias, tém sido fonte significativa de
poluicho ambiental. A contaminacdo de aguas com residuos organicos,
hidrocarbonetos, 0Oleos e elevadas concentragbes de metais pesados é
interesse ambiental. Estes compostos sao persistentes e capazes de se
acumular nos ecossistemas, levando a seérios riscos ambientais e a saude (Al-
SALEH e OBUEKWE, 2005; SANDRIN et al., 2000; SHARMA et al., 2001). A
presenca de metais pesados pode inibir a microbiota envolvida na degradacéo
de compostos orgéanicos afetando as taxas de biodegradacdo. O nivel de
inibicdo depende da concentracdo, disponibilidade, estado de oxidacdo dos
metais pesados e das comunidades microbianas presentes na area. Os metais
pesados inibem os microrganismos, bloqueiando grupos funcionais essenciais,
interferindo na incorporagdo de ions metéalicos fundamentais para moléculas
biologicas, embora alguns microrganismos sejam resistentes a doses elevadas
de alguns metais pesados (AMOR et al., 2001).

Como forma de remover, hidrocarbonetos, 6leos e metais pesados in
situ, processos convencionais, tais como, uso de surfactantes sintéticos,
precipitacdo quimica; oxireducdo; filtracdo; técnicas eletroquimicas e
sofisticados processos de separacdo com membranas, sdo utilizados. Estes
processos sdo geralmente onerosos, 0 que estimula a busca por métodos
biotecnoldgicos alternativos, visando a reducéo dos custos e menores impactos
ao ambiente (DA COSTA e DUTA, 2001). Um médoto alternativo para
ambientes contaminados com estes tipos de residuos € a utlizacdo de
biomassa viva ou morta, incluindo também produtos microbianos como as
substancias poliméricas extracelulares (EPS). Estes podem ser aplicados como
bioemulsificantes (CAMEOTRO e MAKKAR, 2010; CHOWDHURY et al., 2011;
HUANG et al., 2012; ZHENG et al.,, 2011) e biossorventes, respectivamente
(MOHAMAD et al., 2012; RAAMAN et al., 2012; XIE et al., 2013). A utilizac&o
de biomassa néo-viva é preferida por facilitar o processo de tratamento. Uma

vez que, o tratamento de areas contaminadas e residuos pode apresentar



toxicidade aos microrganismos vivos, pela presenca de elevadas
concentragbes de hidrocarbonetos e metais. (PACWA-PLOCINICZAK et al.,
2011; SCHNEIDER et al., 1999).

Células microbianas e seus biopolimeros apresentam em suas
estruturas moleculares uma abundancia de grupos quimicos carregados
negativamente. Estes grupos disponiveis sdo responsaveis pela formacao de
micelas (emulsdes), reduzindo a interface das misturas de liquidos imiciveis
(SOUZA MONTEIRO et al., 2012; WANG et al.,2011; ZHENG et al., 2011);
além de formar complexos com ions metélicos por meio de interagbes
eletrostaticas (HUANG et al ., 2013; MOHAMAD et al., 2012; SUTHERLAND,
2001; XIE et al., 2013). Estes processos de emulsdo e complexacdo séo
afetados por uma série de fatores, incluindo pH, temperatura e as cargas
presentes nos bioemulsificantes e biossorventes (HUANG et al., 2012; ZHENG
et al., 2011). Diversos estudos tém sido realizados quanto a utilizacdo de
biopolimeros como exopolissacarideo (EPS), lipopolissacarideo (LPS), entre
outros, na aplicacdo como bioemulsificantes. Entretanto, poucas pesquisas tém
sido relatadas estudando a biomassa ndo viva como biossorvente de ions
metalicos. No entanto, é amplo o espectro de microrganismos em estudos com
fungos filamentosos (KAUSHIK e MALIK, 2013), leveduras (HUANG e LIU,
2013) e bactérias (HUANG et al., 2012; MOHAMAD et al., 2012; XIE et al .,
2013; ZHENG et al., 2012).

A busca por microrganismos com maior potencial de producgéo de EPSs,
buscando moléculas bioestruturadas, com elevada presenca de cargas e alta
viscosidade, entre outras caracteristicas necessarias. Ainda pouco se conhece
da aplicacédo destes biopolimeros como emulsificantes e as interacfes destas
moléculas com os diversos tipos de hidrocarbonetos e 6leos, em diferentes
condi¢cbes de pH, salinidade e temperatura, entre outros fatores. Raros séo os
estudos relatando o uso de biomassa nao viva como biossorvente na remocéo
de diferentes metais pesados. E importante a pesquisa sobre as aplicacdes de
EPS e células como biorremediadores efetivos, tanto como tenso ativos no
processo de emulsificacdo de contaminantes como hidrocarbonetos e 6leos,
guanto na adsorcao ions metalicos. Considerando-se que nenhum dos a e -
rizobios mostraram-se patogénicos, até agora, este tipo de pesquisa €

importante para avaliar o potencial de exopolissacarideos de outras espécies



de Rhizobium para aplicacdo industrial como bioemulsificantes e como agentes
biossorvente.

CASTELLANE, (2004) e CAMPANHARO, (2006) utilizando espécies
pertencentes as familias Rhizobiaceae e Phyllobacteriaceae, que sintetizam
grandes quantidades de polissacarideos extracelulares diante dos resultados
obtidos por estes autores foram selecionados quatro isolados para o
desenvolvimento deste trabalho, Rhizobium leguminosarum (SEMIA 4064),
Mesorhizobium loti (LMG 6125), Mesorhizobium plurifarium (LMG 11892) e
Rhizobium sp. (JAB6). Os objetivos com o trabalho foram: estudar a producao
da EPS dos quatro isolados, além de confirmar a identificacdo dos mesmo;
avaliar a acdo destes polimeros como bioemulsificantes de hidrocarbonetos e
Oleos e a aplicacdo de células mortas dos isolados como biossoventes de

cobre bivalente (Cu®*) e cromo hexavalente (Cr®).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Importancia dos exopolissacarideos bacterianos

O termo exopolissacarideo (EPS) € amplamente utilizado para nomear
polimeros de carboidratos encontrados no exterior das ceélulas, sendo uma
estrutura altamente diversificada, com propriedades fisicas e composicdes
guimicas extremamente variadas (Sutherland, 2001). Diversos estudos
demonstraram que nas bactérias gram-negativas os EPSs sdo sintetizados
intracelularmente, utilizando acucares difosfato nucleotideos, que fornecem as
formas ativadas de monossacarideos, fornecendo a célula bacteriana um meio
de interconversdo dos varios monossacarideos através de reacdes de
epimerizagdo, desidrogenacdo e descarboxilacdo (Sutherland, 2001). Este
processo é muito complexo, regulado tanto por niveis pos-traducional como
transcricional, e dependente da atividade de um complexo de proteinas, ambos
localizados nas membranas interna e externa, abrangendo 0 espacgo
periplasmatico entre elas (MOREIRA et al., 2000; SHORUPSKA et al., 2006).

Dois sao os principais tipos de EPSs encontrados na superficie exterior
da membrana bacteriana: os EPSs liberados no meio e as B-glicanas ciclicas.
As B-glicanas ciclicas geralmente sdo referidas como uma categoria separada,

enquanto que os polimeros extracelulares livres (EPSs) sdo os de maior



interesse devido sua facilidade de obtengédo (DONOT et al, 2012; FRAYSSE et
al., 2003).

Os exopolissacarideos de origem bacteriana tém diversas funcdes na
natureza, além de que, sua producdo também é influenciada por fatores
nutricionais como quantidade de enxofre, nitrogénio e fosfato (PEIX et al.,
2010). O EPS é importante para o rizébio, uma vez que esta substancia
desempenha diferentes papéis durante os eventos de pré-infeccéo na rizosfera,
podendo: (a) funcionar como molécula receptora do micro simbionte, fazendo
uma interagdo ceélula/célula e desencadeando o processo de nodulagdo
(KIRICHENKO et al., 2004); (b) induzir a formacéo de nédulos e micro coldnias
(BECKER e PUHLER, 1998); (c) aumentar a adesdo da bactéria, promovendo
seu crescimento nos espacos intercelulares necessarios tanto para a
nodulacdo bem como organogenia da raiz (KOSENKO et al., 2001); (d) agir
como sinal molecular durante o desenvolvimento do nédulo (KOSENKO et al.,
2001); (e) impedindo as reacdes de defesa vegetal (CRESPO-RIVAS et al.,
2009); (f) auxiliar na interacéo entre rizobios e leguminosas (CRESPO-RIVAS
et al., 2009); (g) proteger contra metais de ions toxicos (DEVI e VIJAYENDRA,
2011). E sabido que devido a presenca de monossacarideos acidos na
composicao da maioria dos EPSs rizobianos, mesmo em baixa concentracdo, o
biopolimero torna 0o ambiente em que esta sendo cultivado mais acidificado.
Esta acidez faz com que o heteropolissacarideo fique altamente anidnico e,
assim, pode atuar como resina de troca ibnica, concentrando minerais e
nutrientes ao redor da célula (WHITFIELD, 1988).

Os microrganismos produtores de EPS vém sendo estudados para
utilizagdo na tecnologia de biobarreiras para biorremediacdo in situ de areas
contaminadas. As barreiras biolégicas, formadas pelas bactérias e os EPSs por
elas produzidos, separam areas adjacentes do ambiente subterraneo,
impedindo que uma camada contaminante se propague (KIM, 2004) e auxiliam
na agregacdo e estabilidade do solo (ZEVENHUIZEN, 1997). Constituem
ainda, uma importante classe de polimeros com elevado interesse
biotecnolégico, que apresentam propriedades U(nicas como agentes
espessantes, estabilizantes, emulsificantes e gelificantes (SUTHERLAND,
2001).



2.2. Rizobios e a Producao de Exopolissacarideos

Bactérias fixadoras de nitrogénio sao geralmente produtoras de
polissacarideos extracelulares (EPSs) (BECKER e PUHLER, 1998). Dentre
estas, as alfaproteobactérias da ordem Rhizobiales, pertencentes as familias
Rhizobiaceae  (géneros  Rhizobium,  Sinorhizobium e Ensifer) e
Phyllobacteriaceae (Mesorhizobium) sintetizam grandes quantidades de EPSs
(BECKER e PUHLER, 1998; CASTELLANE, 2007). A familia Rhizobiaceae
possui certamente o maior nimero de espécies descritas que produzem EPS,
dentre 0os mais estudados estdo algumas espécies pertencentes aos géneros
Rhizobium, Bradyrhizobium, e Agrobacterium (HISAMATSU et al., 1980). No
entanto, as informacdes sobre EPS produzidos por rizébios ainda nédo esta
totalmente disponivel, o que representa uma ampla gama de possibilidades
inexploradas.

Rizobios sédo bactérias gram-negativas de vida livre presentes no solo,
capazes de formar interacdo simbidtica com plantas leguminosas, tendo como
contribuicAo a fixacdo de nitrogénio. Este processo simbibtico requer
sinalizacdo quimica especifica entre os parceiros simbiéticos (COOPER, 2007).
O hospedeiro libera flavondides que atraem as rizobactérias que em resposta
as moléculas liberadas pela planta as células bacterianas comecam a
expressar 0s genes nod, e assim, inicia-se a producdo de fatores que
estimulam formacgé&o de nédulos (GEURTS et al., 2005). Além dos flavonoides e
fatores Nod que iniciam o programa simbidtico, os exopolissacarideos (EPS),
lipopolissacarideos (LPS), polissacarideos capsulares (KPS) e B-(1,2)-glucanas
ciclicas tem papéis essenciais para a formacdo do corddo de infeccdo no
desenvolvimento de nédulos (FRAYSSE et al., 2003).

A composicao quimica de um numero consideravel de EPS rizobianos ja
foi determinada (BECKER e PUHLER 1998; CASTELLANE e LEMOS, 2007;
MONTEIRO et al., 2012; CASTELLANE et al., 2014). Na literatura h& poucas
informacdes sobre o processo de biossintese dos diferentes tipos de EPS.
Entretanto, os genes envolvidos no processo de biossintese do EPS em rizébio
foram melhores estudados na espécie Sinorhizobium meliloti. Extensivos
estudos genéticos nesta bactéria resultaram na identificagdo de diversos

reguladores da sintese do EPS | e EPS Il por ela produzidos, conhecendo-se



bem a biossintese dos nucleotideos de agucar e montagem das unidades
repetitivas (BECKER e PUHLER, 1998; MOREIRA et al., 2000). Contudo, os
passos finais da sua biossintese do EPS ainda ndo estdo bem definidos.

A producgdo de EPS por S. meliloti é simbioticamente importante, cujos
biopolimeros, succinoglicano e EPS Il, podem funcionar no processo de
invasdo do nédulo, embora seus papéis exatos ainda sejam desconhecidos
(GLENN et al., 2007). O succinoglicano é um polimero formado por arranjos de
octassaccarideos repetidos, constituidos de residuos de uma unidades de
galactose e sete unidades de glicose substituidos por grupos acetil, succinil e
piruvil na proporcdo de 1:1:1 (REINHOLD et al.,, 1994). A presenca de
succinoglicano pode ser observada com a utilizagdo do corante calcofltor, que
liga-se ao succinoglicano e sob luz UV, gerando fluorescéncia (LEIGH et al.,
1985). Varios mutantes na biossintese do succinoglicano foram isolados com
base na sua incapacidade para fluorescer ou na alteracdo fenoétipa fluorescente
em meio suplementado com calcofluor (LONG et al., 1988). Este fato conduziu
a descoberta de um grupo de genes posteriormente designado como exo,
envolvido em processos, tais como a sintese e modificacdo das subunidades
octassacarideas, polimerizagdo e transporte do exopolissacarideo; existe
também uma glicanase envolvida na despolimerizacdo do polimero (LONG et
al., 1988; YORK e WALKER, 1997). A analise do agrupamento de genes exo,
bem como os intermediarios lipidicos biossintéticos foram encontrados por
acumularem-se em varios mutantes deficiente de succinoglicano, o que
conduziu a um modelo para a biossintese de succinoglicano (REUBER e
WALKER, 1993). O primeiro residuo de acucar, galactose, é adicionado ao
transportador lipidico, produto do gene exoY. Os sete residuos restantes de
glicose sdo posteriormente adicionados pela glicosiltransferases especificas e
as modificagbes no octassacarideo sdo incorporadas durante o processo de
biossintese. Por fim, a polimerizacdo e transporte do polimero ocorrem
(REUBER e WALKER, 1993).

Outras andlises demonstraram que o0 succinoglicano é produzido em
duas dimensdes bem definidas com base na massa molecular. Uma fragdo do
succinoglicano contém elevada massa molecular que consiste em mais de
2.000 subunidades de octassacarideos (GONZALEZ et al., 1998). A segunda

fracdo dos succinoglicano com baixa massa molecular consiste em



mondmeros, dimeros, e trimeros de subunidades do polimero (GONZALEZ et
al., 1998). As fracdes de baixa massa molecular do succinoglicano podem ser
produzidas tanto por polimerizacéo parcial ou despolimerizacéo de produtos de
elevada massa molecular, por acdo de endoglicanases especificas
(GONZALEZ et al., 1998). A polimerizac&o direta do succinoglicano ¢ mediada
por produtos dos genes de exoP, exoT, e exoQ (GONZALEZ et al., 1998). A
proteina ExoP esta envolvidas na determinacédo do comprimento da cadeia do
polimero (BECKER et al., 1995). A biossintese das moléculas do
succinoglicano constituidas pela fracdo de baixa massa molecular (dimero e
trimero) sdo determinadas pelas proteinas ExoP e ExoT. As proteinas ExoP e
ExoQ agem em conjunto para produzir a fragdo do succinoglicano com elevada
massa molecular (GONZALEZ et al., 1998). A despolimerizacdo do
succinoglicano é mediada pela acédo de duas endo-1,3-1,4-B-glicanases, ExoK
e ExsH .

A producdo de EPS é influenciada por diversos fatores como, por
exemplo, a relacédo das fontes de carbono e nitrogénio (CAMPANHARO, 2006).
Estes fatores também influenciam a estrutura e as propriedades reolégicas do
EPS (STAUDT et al.,, 2012). As propriedades reolégicas e de localizacéo
periférica do EPS sugerem que sao responsaveis pela protecédo das bactérias
contra o estresse ambiental (FRAYSSE et al., 2003), que contribui para as
fungdes intrinsecas dos EPSs bacterianos (POTTS, 1994).

2.3. Rendimento de EPS em diferentes fontes de carbono e nutrientes

Rizébios, sdo bactérias quimiorganotréficas que podem metabolizar
varios tipos de matéria organica carbonacea além de varias fontes de
nitrogénio (NOEL, 2009). A fim de comparar a melhor fonte de carbono para a
produgéo de EPS e o crescimento bacteriano, foram usadas diferentes fontes
organicas, inorganicas e de vitaminas. A concentracdo de fosfato também
influencia o tipo de EPS produzido, uma vez que foi demonstrado que
concentracOes altas de fosfato e baixas de nitrogénio e enxofre estimulam a
biossintese do EPSI, enquanto que a biossintese do EPSII é estimulada por
baixo nivel de fosfato (JANCZAREK e SKORUPSKA, 2011).



A fonte organica, a concentracdo ideal para que ocorra 0 aumento da
producdo de EPS foi de 1,5% de sacarose, ja o manitol foi o que induzium
maior crescimento bacteriano. Vitaminas e o0 acido nicotinico em uma
concentracdo de 3 mg mL™ induziu a quantidade maxima de EPS (GHOSH et
al., 2011). Staudt e colaboradores (2012) testaram seis diferentes fontes de
carbono, a fim de comparar o rendimento e a composicdo do EPS de
Rhizobium tropici cultivados nestes diferentes meios. As fontes foram
arabinose, glicose, sacarose, manitol, frutose e glutamato, no entanto, o meio
com frutose foi 0 que apresentou crescimento de célular bacteriano mais lento.
O meio com glutamato permaneceu mais translicido, indicando pouca
producdo de EPS quando comparada as outras fontes de carbono. Castellane
(2007) também estudou a producdo de EPS a partir de duas estirpes de
Rhizobium tropici cultivadas com diferentes fontes de carbono em meio liquido
definido para rizobio. Em seu trabalho verificou que a alteracdo da fonte de
carbono pode interferir tanto na producdo, bem como na propor¢cdo dos
monossacarideos presentes na composicdo dos EPS produzidos. Neste
trabalho foi observado que quase 90% do EPS produzido pela estirpe SEMIA
4077 foram formados durante a fase de crescimento estacionaria, sendo que a
outra estirpe, SEMIA 4080 teve producédo abundante do polimero durante todo
o tempo de cultivo, mostrando que a producdo de EPS est4 relacionada ao
crescimento bacteriano.

Existem evidéncias de que o desenvolvimento bacteriano e a producéo
de EPS sejam dois processos competitivos, uma vez que 0S precursores para a
sintese de EPS sdo os mesmos usados para fungdes celulares primarias. Vias
biossintéticas bacterianas incluem a absor¢cdo do substrato, via metabdlica
central e sintese de EPS. Dependendo do tipo de substrato, que pode ser
absorvido pela célula através de um sistema de transporte passivo ou ativo,
apos ser catabolizado por fosforilagéo intracelular, ou pode ser transportado e
oxidado através de uma via periplasmatica oxidativa direta. A via
periplasmatica oxidativa existe apenas em certas bactérias, enquanto que a via
fosforilativo intracelular € onipresente entre bactérias. Ambos sistemas tém sido
relatados em varias estirpes produtoras de EPS, que pode funcionar
simultaneamente, se houver disponibilidade do substrato. No citoplasma, o

7

substrato é catabolizado através da glicolise e os metabdlitos primarios



formados sado utilizados como precursores para a sintese de pequenas
biomoléculas (por exemplo, aminoacidos ou monossacaridos). A sintese de
polissacarideos requer a biossintese de precursores ativados que s&o
monossacarideos ricos em energia, principalmente acglcares nucleosideo
difosfato (NDP-acUcares), que s&o derivados de acucares fosforilados.
(FREITAS et al., 2011).

2.4. Classificacdo e Propriedades Fisico-Quimicas de Polissacarideos

Extracelulares Aplicados como Bissurfactantes

A caracterizacdo dos EPS microbianos é importante na determinacdo da
aplicabilidade desses biopolimeros. Entre as metodologias adotadas na
caracterizacdo dos EPS, a avaliacdo reologica destaca-se por fornecer
informacdes a respeito da estrutura molecular e de possiveis aplicacdes
biotecnolégicas (KACI et al., 2005). A reologia é a ciéncia que estuda a
deformacédo e o fluxo dos materiais sobre influéncia de tensdes. Dentro deste
contexto, a matéria pode estar no estado liquido, sélido ou gasoso (DAK et al.,
2007). A reologia considera dois materiais como ideais: o sélido elastico e o
liquido viscoso. No solido elastico a propriedade de maior interesse é a
elasticidade, ou seja, um material com forma definida quando deformado por
uma forca externa, dentro de certos limites, retornard a sua forma e dimensdes
originais, apés a remocao dessa for¢a. Ja no liquido viscoso a propriedade de
maior interesse € a viscosidade, que tem como caracteristica ndo possuir forma
definida, escoando irreversivelmente com a aplicacdo de uma forca externa
(BRETAS e D'AVILA, 2005).

Os liquidos pseudoplasticos apresentam uma diminuicdo da viscosidade
com o aumento da taxa de deformacédo, que depende principalmente da
orientacao/alinhamento de moléculas ou particulas na direcdo do fluxo,
superando o movimento Browniano de moléculas. Em taxas de deformacao
muito baixas, o movimento Browniano das moléculas as mantém em uma
ordem interna irregular, sem alteracdo significativa da estrutura tridimensional,
apesar dos efeitos iniciais da orientacdo de cisalhamento. Deste modo, o
liquido apresenta um comportamento semelhante ao dos liquidos Newtonianos,

com a viscosidade independente da taxa de deformac&o. Quando o
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cisalhamento excede o efeito aleatorio do movimento Browniano, a viscosidade
cai drasticamente pela indu¢do do alinhamento das moléculas na direcdo do
fluxo. Em taxas de deformacéo extremamente altas, a viscosidade se aproxima
de um nivel finito constante. Os fluidos pseudoplasticos, durante o
escoamento, podem apresentar trés regides distintas de taxas de deformacéao:
baixa, média e alta. Na regido newtoniana ou de baixas taxas de deformacéo, a
viscosidade aparente (no), chamada de viscosidade limitante a taxa de
deformacédo zero, ndo varia com a taxa de deformacéo aplicada. Na regido de
taxas de deformagdo médias, a viscosidade aparente (n) diminui com o
aumento da taxa de deformag&o (comportamento pseudoplastico) e, na regiao
de altas taxas de deformacdo, a viscosidade aparente (n«) volta a ficar
constante e é chamada de viscosidade limitante a taxas de deformacé&o infinitas
(TONELI et al., 2005).

Dentre os liquidos pseudoplasticos estdo diversas substancias de alta
importancia técnica e comercial, tais como solu¢des poliméricas, emulsdes,
suspensdes ou dispersdes (VRIESMANN, 2008). As substancias com
comportamento  pseudoplasticos sdo apontadas como  potenciais
biossurfactantes. Ao contrario de surfactantes quimicamente sintetizados, que
sao classificados de acordo com o seu padrdo de dissociacdo em agua, 0S
biossurfactantes sao categorizados por sua composi¢do quimica, massa
molecular, propriedades fisico-quimicas e modo de acao e origem microbiana.
Com base no massa molecular, sdo divididos em biossurfactantes de baixa
massa molecular, incluindo glicolipideos, fosfolipideos e lipopéptideos e,
biossurfactantes/bioemulsificantes de elevada massa molecular contendo
polissacarideos, proteinas anfipaticas, lipopolissacarideos, lipoproteinas ou
misturas complexas destes biopolimeros. Os biossurfactantes de baixa massa
molecular séo eficientes na reducdo das tensdes interfaciais e de superficie,
enquanto biossurfactantes de alta massa molecular sdo mais eficazes na
estabilizacdo de emulsdes de 6leo/agua (CALVO et al., 2009). O Quadro 1
apresenta a producdo de biossurfactantes e seus produtores. Os
biossurfactantes acumulam-se na interface entre dois fluidos imisciveis, ou
entre um liquido e um solido. Ao reduzir a tensdo superficial (ar-liquido) e

interfacial (liquido-liquido) reduzem as forcas de repulséo entre as duas fases



SeOIWRO SAUI)

) esouibnioe ‘sepus)  op  ogdezueod e
600¢ WH3d seuowopnasd ‘eoluedwin euRIqUIBW  * 0911J0IpIH B WE)|Y- eUIWeS091|6|11ooY 0d1uQinjiH opIdy
‘ds snodoo01dans ‘soploa) ap eleyuabuy e teaibojoig apepIANY- 0T X (0'2 —0'T) BOIUQIUY  02IUQININID OPIOY
sopesad
srelawl ap ogioway e
solouaWife sajualpalbul
ap ogdensdeouy e eo1Bojolg SpepIAlY-
5002 “'[e 1® HSOLNIPN Bpejoiuod SO9IX0] OBU ‘SIBAISBWOD-
S T G ‘ds wnuaoeqoify  oedelaql |p  souBWedIpaw ‘enfe wa apepl|ign|osul- i eue|pin)
£} oswelnsdeousy e ‘|99 ap oedewlo) ap sepepIIay-  x o'z — ,0T X o's olnaN 9s02119-a
‘ds snjjioeqoloe SodljeIforewoId SOBIN e ouelUOIMaN
8002 ‘'le 1 LVMYVS ds snao0201dans anbues ap awn|oA ap Josuedxa opinj} ap ouswenodwo)-
‘ds 201souoona] ‘eonngoeuwe) elisnpuj e apepljigelss eog-
sojuswily e 0921UQI OBN- 0T =401 (WIGEN] 9s091|19 ouellxad
aluee)-Ole ap sewbenelq e
g :olpny
TT0Z INTOHN3LVYO ‘ds momc_jmc.mw SOSBA e apepIjigep[ow
ERNEEENEL 1810eq0192ReU0IN|D SopIos) ap eueyusabuy e ‘oedes] B eIOUISISBI  BPEAd|T-
£T0Z “[2 10 NI ‘seplia) op ogdeziyedly e apeplulfeIsLd Bl|y- eulwesoolfneoy ~ EUELISIOE(Q 8S0|N[8D
‘ealpawiolg JUSAJ0S 0INW WS [9AN|OSU|- 0T ~ OANBN  021UQININ|D 0PIy
souibniae ©epe|oJuod
1002 ONIZ @ v4a9VvS seuowopnasd ogdelaq)| ap SOWBWERIIPSN o e|nojjad ap oedewio4- 0le1Ldy
) IIPUR[BUIA ‘seplia) ap ojusLWElel] ‘'SOARIND ‘a1uealyab apeploede)- oogunuepy oppy  OUBlIS10eq 0Yeulb|y
600 WH3d 13198q0J0ZY 21BN BUIDIDBIN ‘enBe Wo [9AN0S- T X (§T-€'0)  BIIUQIUY  02IUQININID OPIdY
9 1SHOHONININTY
eimnouby e apepiulfes s Hd ‘einjesadwsay
[eossad opepind ap exie} eidwe wa apepligeIsI- oreAnlid
600Z ‘HOIMTIN op soinpoid 8 SodNBWS0D e ‘S905R1U32U0D 01e190Y
. suisadwed Bolngoewle elisnpu; e sexieq WS oOwsaw ojusweyfesio 021UQINdN|S OpIdY
600 WH3d seuowoyuey 0ajon8d op eusnpu| e 9p sexel sexieq 8 SpepIS0ISIA Bl|Y- 3s021|9 eueljuex
souswily e ‘enfe wa |aAN|os- LOTX(0'5-02) BOIUQIUY asoue
(eq)
Je|noa|oN
se|ouglajey sowsluefliololIn sagjealdy sredioulid sopepalidold sredioulid BSSeN sebred sajuauodwo) sSd3

souelqoJolw soapliedessijod ap ogdealde ap seale srediouud o sieuoldun) ‘seaiwinb-02isi) sapepaudold ‘T olpend

1



‘0TOZ “'[e 1@ ONVA
800¢""[e 1® OHTVIL

TTOC “[e 18 SYLIFHd
0TOZ “le 1@ SINTV

6002 “[e 18 SY.LI34d
TT0Z "[e 18 SANTVY

£002 “e 18 VHIIAINO
5002 ‘NVHVMIISYNND
3 YVANMTIHLNIS

L00Z “[e 18 NNIT1D

sijiqowione
seuowobuiyds

ds Ja10eqoiaiug

SUeJION03|0
seuowopnasd

SI[I0OW SeUOWOoWAZ

wnuaoeqolby
nojiisw

winiqoziyJouls

‘ds wnigoziyy

¢l

|96 Wwa 8s310j01109[9

9 onnsgns Jebe esinbsaqd e

eoNNgoRWIe
oegdey
sojuswiIy

soap)ieoessobijo

-00N) @ 98s0on) 9p B0 e

E]

09]0 9p oedesadnaay e
BUIDIPAOW 3 BINNQIRWIE] o
SOOQWS0D e

fewiue

euewny oedeluswiy e

$9109ed
0)UBWINSANSY

03]0 ap oedesadnaay
BUIDIP3SN
©eolNgoRWIR]
S02119WIS0D

fewiue

euewny oedeluswily e

eusnpu|
S02119WIS0D
SOjUBWERIIPSIN
opdeuswy
(02n101go.d) souswiy

09]0 ap ogdeladnoay
sojuaWiIy

e|nojjad ap oedewioS-
[9AISIaAB.I0WIR) [9D)-

‘oedeolyjab ap apepioede)-

‘Hd ap exie} ejdwe wa apepljigels3-
{9p10]020.PIH-

9s09n} ap

1081 ok opinap e2160|0Iq apepiAle Y-
oede|noo|4 ap apepioede)-
ajuedlyIs|nwa apeploede)-

e|nojjad ap oedew.loH-

osonbe olaw @ sagnjos wa

0SO0JSIA SOIUBWRY[eSIO ap apepIuly-

oee|naoj) ap apepioedeD-
ajuednIsiNwsa apeploede)-

e[nojjad ap ogdewlo-

sosonbe solsw $893N|0S 0S0ISIA
ousweyes|id  eap  OluswWeuly-

e|nojjad
ap oedewlo} op opepioede)-
‘enlsape edlo4-
‘ololeWRJUI-IUE 3 [elown)-nue
apepiae  eolfigjolq  apeplAny-
enbe wa apepl|ign|os eyy-
9pepISOISIA Bxieg-

Bploe apepl|iqels3-
‘eonejdopnasd apepISOISIA-

012199119
01e192Y

091UQIN3N|D OPIdY

asouwey

OIX0'S  BolQIY 250019

oyeAnlid
01euINs

07e190Y

9502119

8s01oee9

,0T X (0'0T-0'2) eoluoluy 9s00n4

oreAniid
0reuInaNs

01e1P0y

asouwey

9500Nn|9

asouep

LT X (0'5-0°T) BOIUQIUY asojoees

LOTX0'E onnaN asoini

011ANQIX0IPIH-€
o1eANIId

0leuldons

OT X T < MIAIH OJe1R0Y
OTXS > MAT BOIUQIUY 8500119

oween ap erwWo9

j0odo2n4

jodoloees

eueAs’

eueol|fouloons



13

diferentes permitindo que as duas fases se misturem (SOBERON-CHAVEZ et
al., 2011).

2.5. Atividade de Emulsificacao (E24)

Para a avaliacdo da atividade de emulsificagéo (Ey4) é utilizado o médoto
descrito por Cooper e Goldenberg (1987), que estudaram o efeito do
biosurfactantes produzidos por dois isolados de Bacillus spp. (IAF 343 e
IAF346) na emulsificacdo de toluene e hexano. O E»4 determina a camada de
emulsificacdo apos a mistura do composto hidrofébico com biosurfactante, esta

taxa é determinada por uma equagédo matematica.

Emulsdo € um sistema heterogéneo que consiste em um liquido
imiscivel, completamente difuso em outro, na forma de goticulas. A formacéo
de uma emulsdo, portanto, requer energia para manter as goticulas
dispersadas na fase continua. No entanto, esta reacdo é termodinamicamente
desfavoravel e, por esse motivo, 0 processo mostra estabilidade minima, que
pode ser aumentada pela adicdo de agentes tensoativos de superficie. Os
emulsificantes em geral apresentam um segmento de sua molécula com
propriedades hidrofilicas e outro segmento lipofilico, isto €, sdo compostos
tensoativos anfifilicos, servindo por isso, para compatibilizar a mistura de agua
com oOleos. Esta caracteristica da molécula faz pontes entre esses
componentes, formando emulsdes; esses compostos também sdo conhecidos
como surfactantes, tensoativos, hipotensores e emulsificantes. Alguns
importantes agentes emulsificantes sdo os sabdes, detergentes, goma arabica,
saponinas, Oleos sulfonados, lecitinas e proteinas, entre outros (HOFFMANN e
REGER, 2014; JAMIESON, 1932).

Outra alternativa é o uso dos biossurfactantes, que sdo compostos
tensoativos produzidos por muitos microrganismos incluindo arquéas,
bactérias, leveduras e fungos. Estes compostos tém recebido crescente
interesse nas Ultimas décadas pelas vantagens que possuem sobre o0s
surfactantes quimicos, tais como, biodegradabilidade, baixa toxicidade,
producdo a partir de fontes renovaveis, funcionalidade sob condi¢cdes extremas

de pH, salinidade e temperatura, estabilidade, entre outros (DESAI e BANAT,
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1997; GEORGIOU et al., 1990; apud CHANDANKERE et al., 2013). Portanto
devido as propriedades de seletividade e de degradacdo, o biotensioativo é
uma alternativa ao uso de surfactante sintético, sendo assim, mais adequados
para o controle e recuperacéo de contaminacdes ambientais (DESAI e BANAT,
1997). Os EPSs podem servir como bioemulsificantes fazendo com que
aumente a estabilidade da emulsdo O6leo-agua tornando assim, a mistura
termodinamicamente mais estavel (BACH et al., 2003).

Estudos tém demonstrado a acdo de EPSs produzidos por diversas
bactérias gram-negativas utilizados como bioemulsificantes com potencial na
degradacdo de hidrocarbonetos. Huang e colaboradores (2012) testaram a
otimizacdo da producdo de EPS a partir de trés estirpes isoladas de raizes
Rhizobium miluonense (CC-B-L1), Burkholderia seminalis (CC-IDD2w) e
Ensifer adhaerens (CC-GSB4) e, componentes de meio de cultura e o
desempenho deste na emulsificacdo de 6leo diesel. O estudo demonstrou que
a producdo de EPS pelas trés estirpes foram de 212, 203 e 198 mg L™
respectivamente, em meio de extrato de levedura manitol (YEM); sendo o
indice de emulsificagdo (E.s4) respectitivamente de 66, 64 e 60%. Apos
modificar as condi¢cdes de cultura, houve um aumento do desempenho das
estirpes 22, 21 e 16,7% na producéo de EPS e o0 Ey, foi de 74, 71 e 65%,
respectivamente. O E,4 tem demostrado a importancia dos bioemulsificantes na
emulsificacdo deste compostos insoluveis de dificil degradacdo. Um exemplo
disto, € o estudo da bactéria Pseudomonas aeruginosa (J4) capaz de produzir
eficazmente ramnolipideo de diversas fontes de carbono. A estirpe J4 pode
degradar 6leos vegetal, bem como 6leos minerais (querosene e diesel) para
produzir biossurfactante. Assim, o biossurfactante tem o potencial para ser
aplicado na biorremediacéo de poluentes petroliferos. Ramnolipideo produzido
por P. aeruginosa (J4) tinha uma concentracéo micelar critica de ca. 50 mg L™
exibindo uma excelente atividade de emulsificagdo de diesel e querosene (E24
=70 e 78%, respectivamente) (WEI et al., 2005).

Foi observado por Jain et al. (2012) que bioemulsificantes produzidos
por Klebsiella sp. (RJ-03) emulsificaram 6leos de semente de algodéo, 6leo de
amendoim, Oleo de jojoba e hidrocarbonetos como benzeno, tolueno,

tetracloreto de carbono e diclorometano, revelando altos indices de E,4 entre o
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intervalo de 100% a 62%. Sendo que o0s compostos emulsificados
demonstraram ser dissolvidos facilmente em agua e formar uma solucao clara
em ampla faixa de pH (2-12), bem como uma emulsdo estavel. Alguns
emulsificantes comerciais, particularmente aqueles com componentes de
acidos graxos, ndo produz uma solucao clara e, portanto, ha limitagdo em suas
aplicacdes (GUTIERREZ et al., 2009). A presenca de proteinas e diversos
grupos funcionais presentes nos biossurfactantes fornecem hidrofobicidade
tornando melhor a emulsificagdo dos hidrocarbonetos e 6leos (GUTIERREZ et
al., 2009; SUTHERLAND, 2001).

2.6. Biossurfactantes e Biorremediac&o de Hidrocarbonetos e Oleos

A extensa producéo e utilizacdo de hidrocarbonetos resultou em uma
vasta contaminacdo ambiental por esses produtos quimicos. Devido a sua
toxicidade, ha efeitos negativos persistentes sobre 0S organismos Vivos.
Portanto, os biossurfactantes s&o importantes para degradagdo destes
compostos e consequentemente dos processos de autodepuracdo em locais
poluidos. Os hidrocarbonetos e 6leos, como os produtos quimicos organicos
hidrofébicos, apresentam solubilidade limitada na agua e tendem a dividir a
matriz do solo. Esta particdo pode ser contabilizada em torno de 90-95% ou
mais da massa total de contaminantes. Como consequéncia, 0s contaminantes
de hidrocarbonetos apresentam recuperacdo de moderada a fraca em
tratamentos fisico-quimicos; a limitada biodisponibilidade aos microorganismos;
e disponibilidade limitada de produtos quimicos oxidantes e redutoras quando
aplicado in situ e/ou ex situ.

Um meétodo promissor que pode melhorar a eficacia da biorremediacao
de ambientes contaminados por hidrocarbonetos e Oleos é a utlizacdo de
biossurfactantes, que apresentam dois mecanismos para acelerar este
processo. Um mecanismo é através do aumento da biodisponibilidade do
substrato (hidrocarbonetos e 6leos) para os microrganismos. Outro mecanismo,
ocorre quando o biossurfactante envolve a superficie da célula, aumentando a
hidrofobicidade da superficie, permitindo que os substratos hidrofébicos se
associaem mais facilmente com as células bacterianas (MULLIGAN e GIBBS,

2004). Ao reduzir as tensdes superficiais e interfaciais, 0s biossurfactantes
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aumentam as areas da superficie dos compostos insoluveis que conduzem a
um aumento da mobilidade e biodisponibilidade dos compostos. Em
consequéncia deste fato, os biossurfactantes indiretamente melhoram a
biodegradacéo e consequentemente a remocéo de hidrocarbonetos e 6leos. A
adicdo de biossurfactantes pode auxiliar no aumento da biodegradacédo de
hidrocarbonetos e o0leos por mobilizacdo, solubilizacdo ou emulsificacdo
(NGUYEN et al.,, 2008; RAHMAN et al.,, 2003; URUM e PEKDEMIR, 2004;
NEIVAS et al., 2008).

O mecanismo de mobilizacdo ocorre em concentracdes abaixo da
concentracdo micelar critica (CMC) do biotensioativo. Nessas concentracoes,
os biossurfactantes reduzem a tenséo superficial e interfacial entre os sistemas
ar/agua e solo/dgua. Devido a reducdo da forga interfacial, o contato do
biossurfactantes com os sistemas solo/6leo ou agua/dleo, aumenta o angulo de
contato reduzindo a forca capilar. Por sua vez, o processo de solubilizacéo
ocorre acima da CMC do biossurfactante, nessas concentragdes as moléculas
de biossurfactantes se associam formando micelas, aumentando drasticamente
a solubilidade dos hidrocarbonetos e oOleos. As extremidades hidrofébicas das
moléculas de biossurfactantes ligam-se em conjunto no interior da micela
enquanto que as extremidades hidrofilas estdo expostas a agua no exterior.
Consequentemente, o interior de uma micela cria um ambiente compativel para
moléculas organicas hidrofébicas. O processo de incorporacdo de tais
moléculas em uma micela é conhecido como solubilizacdo (URUM e
PEKDEMIR, 2004). Emulsificagdo € um processo que forma um liquido,
conhecido como emulséo, contendo goticulas muito pequenas de gordura ou
6leo suspensas em um liquido, geralmente agua. Os biossurfactantes de
elevada massa molecular sdo agentes emulsionantes eficazes. Muitas vezes
estas biomoléculas sé@o aplicadas como aditivos para estimular o processo de
biorremediacdo e remocdo de substancias como petroleo, hidrocarbonetos e
6leos de ambientes contaminados (PACWA-PLOCINICZAK ET AL., 2011)

A vantagem sobre o papel dos biossurfactantes com relacdo as
interacbes entre os microrganismos e hidrocarbonetos e 6leos é no conteudo
de modulacdo da hidrofobicidade da superficie celular. A alta hidrofobicidade

celular ndo permite os microrganismos de contactar diretamente gotas de 6leos
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e hidrocarbonetos enquanto que, a baixa hidrofobicidade celular permite a
adesdo as micelas ou oOleos emulsionados (FRANZETTI et al., 2010). A
interacdo de microrganismos com hidrocarbonetos e Oleos pode ocorrer por
trés mecanismos: acesso aos 0leos solubilizados em agua; contato direto das
células com grandes gotas de 6leo e contato com 6leo pseudosolubilizado ou
emulsionado. Durante as diferentes fases de crescimento dos microrganismos,
0s biossurfactantes podem alterar os modos de adesdo aos Oleos e
hidrocarbonetos (FRANZETTI et al., 2010). Em estudo com Gordonia sp. (BS
29) cultivadas em hidrocarbonetos, as células ligadas aos biotensoativos
glicolipidicos e bioemulsificantes extracelulares e, durante a fase de
crescimento em hexadecano apresentaram mudancas quanto a hidrofobicidade
de superficie (FRANZETTI et al., 2009; FRANZETTI et al., 2010).

O mecanismo de bioemulsificacdo de n-alcano por ramnolipideos de
Pseudomonas aeruginosa envolvendo a internalizacado de hidrocarbonetos na
célula para a degradacdo subsequente. A acdo do biotensioativo disperso em
microgoticulas do hexadecano aumenta a disponibilidade do hidrocarboneto
para as células bacterianas (CAMEOTRA e SINGH, 2009). Os estudos de
microscopia eletronica indicam que ocorre a absorcdo das gotas de
hidrocarbonetos revestidos pelos biossurfactantes. A internalizagdo em micelas
de goticulas de biossurfactante e hidrocarbonetos ou 6leos ocorre por um
mecanismo similar a pinocitose ativa. (CAMEOTRA e SINGH, 2009). No
entanto, mesmo havendo muitos trabalhos de muitos grupos de pesquisadores
explicando o papel dos biossurfactantes na degradacdo de substratos

imisciveis em agua, a maioria dos processos, ainda ndo séo claros.

2.7. Mecanismos de Biossorgéao

O processo de biossorcdo envolve uma fase sélida (adsorvente ou
biossorvente; material biolégico) e uma fase liquida (solvente, normalmente
agua) contendo uma espécie dissolvida para ser sorvida (sorbato, ions
metalicos). Devido a maior afinidade do adsorvente ao sorbato, maior é atracéo
e, a remocao pode ocorrer por diferentes mecanismos. O processo continua
até que o equilibrio seja estabelecido entre a quantidade de sorbato imobilizado

e a porgcéo remanescente na solugéo. O grau de afinidade do adsorvente com o
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sorbato determina a sua distribuicdo entre as fases liquida e solida
(NILANJANA e KARTHIKA, 2008).

As principais vantagens da biossorcdo em relacdo aos métodos
convencionais de tratamento incluem o baixo custo, alta eficiéncia, minimizacao
da producdo de lodo quimico e bioldgico, regeneracdo do biossorvente e
possibilidade recuperacdo de metais (KRATCHOVIL e VOLESKY, 1998). A
utilizacdo da biossorcao apresenta algumas desvantagens como por exemplo:
saturacdo rapida dos sitios de interagdo que os ions metalicos estdo ocupando;
a dessorcdo do metal é necessaria antes e ap0s a utilizacdo; melhorar o
potencial de processos biologicos (engenharia genética de células) é limitado
porque as células ndo sdo metabolizadas; e ndo ha possibilidade de alterar
biologicamente o estado de valéncias dos metais (AHLUWALIA e GOYAL,
2007).

O mecanismo de biossorcdo de metais € um processo complicado. O
estado da biomassa (vivas ou nao vivas), os tipos de biomateriais,
propriedades quimica da solugdo do metal, ambientes/condicbes ambientais,
tais como pH, temperatura e outros fatores, influenciam o mecanismo de
biossorcdo dos metais. A biossor¢cdo de metais por células vivas é mais
corretamente demoninado como bioacumulacdo (KADUKOVA e VIRCIKOVA,
2005). No entanto, o termo biossorcéo tém sido adotado em diversos trabalhos
em estudos da aplicacdo de células vivas no processo de remocao de metais
pesados (DU et al., 2012; YUAN et al ., 2009; XIE et al., 2013). A biossorcao de
metais por microrganismos ocorre em duas etapas: na biossor¢cao passiva, a
ligacdo é imediata dos ions metélicos aos sitios de ligacBes presentes na
células; e a biossocédo ativa ocorre lentamente, depedente do metabolismo da
célula (apenas em células vivas). Na primeira etapa a biossor¢cdo € passiva,
independente do metabolismo, este tipo de biossor¢cado ocorre rapidamente por
qualquer ou por combinagbes de mecanismos de ligacdo aos metais:
complexacdo, troca ibnica, adsorcdo fisica (por exemplo, electrostatica) ou
microprecipitacdo inorganica. A biossorcédo passiva € um equilibrio dinamico de
sistemas reversiveis adsorcdo-dessorgédo. lons metalicos ligados na superficie

pode ser eluidos por outros ions, agentes quelantes ou acidos.
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Na biossor¢cdo passiva, 0s ions metalicos sdo adsorvidos na superficie
das células através da interacdes entre os metais e 0s grupos funcionais
exibidos na superficie das células. Todos os ions metalicos antes de ganhar
acesso a membrana celular e ao citoplasma da célula se deparam com a
parede celular. A parede celular é constituida por uma variedade de
polissacarideos e proteinas e, consequentemente, oferece numerosos sitios
ativos capazes de se ligarem aos ions de metais (MOHAMAD et al., 2012;
RAAMAN et al., 2012, XIE et al., 2013). Diferencas na composi¢cao da parede
celular entre os diferentes grupos de microrganismos, como exemplo, algas,
bactérias, cianobactérias, fungos e outros, podem causar diferencas
significativas no tipo e quantidade de ions metalicos que se ligam aos
grupamentos quimicos presentes nestas estruturas. As paredes celulares de
bactérias sdo principalmente compostas por peptidoglicanos, que sé&o
constituidos por cadeias lineares de dissacarideos (N-acetilglicosamina e acido
N-acetilmuramico unidos por p-(1,4) com cadeias peptidicas). Em E. coli (K12),
0 peptidoglicano encontrado para ser um potente aglutinante de metais
testados e grupos carboxilato foram os principais componentes envolvidos em
ligac6es com metais (HOYLE e BEVERIDGE, 1983). A biossor¢céo do metal por
células nao-vivas é principalmente de modo passivo (WANG et al., 2000;
VOLESKY, 1990). A passiva € uma adsorcao fisica ou de permuta iénica na
superficie celular, atingindo o equilibrio de adsorcéo dentro de 30-40 minutos.
Portanto, o0 modo passivo é independente de gasto de energia, principalmente
por meio de grupos funcionais quimicos do material, compreendendo,
particularmente, a parede celular. (GOYAL et al., 2003). A segunda etapa, que
ocorre apenas em ceélulas vivas € a bioacumulacdo ou biossor¢cdo ativa, em
gue os ions de metais penetram a membrana celular e entram no interior das
células, é dependente do metabolismo relacionado ao transporte e deposicéo
de ions metalicos (NILANJANA e KARTHIKA, 2008).

2.8.  Fatores que Afetam a Biossorgéo

Os principais fatores que afetam processos de biossor¢édo séo (i) a
concentracdo inicial de ions metélicos; (i) temperatura; (iii) o pH, e (iv)

concentracdo da biomassa em solugcdo. O processo de biossor¢do nao é
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influenciado pela temperatura na faixa de 20° - 35°C (AKSU et al., 1992). No
entanto, o pH parece ser o0 parametro mais importante no processo de
biossorcéo, afetando a quimica da solugdo de metais, a atividade dos grupos
funcionais e a competicdo da biomassa pelos ions metalicos (FRIIS e KEITH
1998). A concentracdo de biomassa na solucdo parece influenciar a adsorcao
especifica; para valores mais baixos de concentracdo de biomassa
demonstram interferéncia entre os sitios de ligacdo. Fourest e Roux (1992)
invalidaram a hipotese de atribuir a responsabilidade da adsor¢gédo especifica
diminuir devido a falta de concentracdo do metal na solucdo. Assim, este fator
tem de ser levado em consideracdo em qualquer aplicacdo da biomassa

microbiana como biossorvente.
2.9. Modelos de Equilibrio de Biossorgéao

Processos de equilibrio de biossorcdo geralmente sdo realizados em
Erlenmeyers com agitacdo em laboratérios. O processo de adsorgdo entre as
fases solida e liquida € um processo mais complexo do que a adsorcéo de
gases. A extensao da biossorcado depende da interacdo entre o biossorvente e
cada um dos constituintes da solucdo. Uma série de modelos mateméaticos
(lineares e néo-lineares) estdo disponiveis na literatura que descrevem as
isotermas de biossorcao. A maioria amplamente utilizada descreve os modelos
matematicos isotérmicos de sorcdo (MICHALAK et al., 2013). Ha diversos
modelos matematicos que descrevem diferentes curvas que representam as
dependéncias das relagbes das concentragBes na entrada e na saida a partir
do momento do processo de biossorcao.

Os testes preliminares de adsorcdo para sistemas solido-liquido
baseiam-se em dois tipos de investigagfes: a) testes de sorcdo de equilibrio
em lote e b) estudos de dinadmica de sor¢do de fluxo continuo. O equilibrio do
processo de biossorcéao é frequentemente descrito pela montagem dos pontos
experimentais, dados por diversos modelos, geralmente, usados para a
representacdo do equilibrio de adsorcéo isotérmica. Dois destes modelos de
equilibrio de adsor¢ao isotérmica sdo amplamente aceitos e linearizados para
sistemas com soluto Unico, que sdo as equacbes de Freundlich (1906) e
Langmuir (1916).
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Langmuir

__ Omax Ceq
Je = KL+—Ceq Equacao 1
Onde ¢ € a concentragdo em equilibrio do metal adsorvido na biomassa (mg
do metal g* de massa seca do biossorvente); Ceq € a concentracdo em
equilibrio do metal residual na solucdo (mg L™); K, é a constante relacionada a
energia de adsorcdo (mg L) e gmax corresponde a quantidade maxima do
metal que pode ser adsorvida pelo biossorvente. Neste ponto, todos os sitios
ativos estdo ocupados pelos ions e o biossorvente ndo pode adsorver mais
nenhum ion metalico mesmo aumentando a concentracdo da solugdo metalica.
Por outro lado, o K. € o coeficiente de dissociacdo do complexo soluto-
adsorvente, representando a afinidade entre o soluto e o adsorvente, o que
significa que um maior valor de K, corresponde a uma maior afinidade, entre o
biossorvente e os ions metalicos. Este € um modelo tedrico para o tipo de
adsorcdo em monocamada.

O outro modelo caracteriza-se por ser uma equacdo empirica que nao
esta limitado a uma capacidade finita de adsor¢do como o modelo de
Langmuir. Portanto, € aplicavel para concentracbes baixas e médias de
solutos.

Freudlich
1

Je = KFCeq n Equacédo 2
Onde Kg € uma constante relacionada a capacidade de adsor¢céo e 1/n esta
relacionada a intensidades de adsorcgéo.

Estes modelos podem ser aplicados em um determinado pH e utilizado
para a modelagem do equilibrio de biossorcdo na presenca de um metal.
Recentemente, alguns biossorventes surgiram como materiais sustentaveis,
eficazes e de baixo custo. Estes incluem alguns biossorventes, tais como
residuos agricolas (bagaco de cana, palha de arroz e outro), fungos, algas,
bactérias e leveduras (KRATCHOVIL e VOLESKY, 1998; LODI, 1998). Estudos
usando biossorventes tém demonstrado que tanto células microbianas vivas e
mortas adsorvem ions metalicos e oferecem potencial alternativa aos

adsorventes convencionais (KNORR, 1991). No entanto, as células vivas estédo
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sujeitas aos efeitos toxicos dos metais pesados, resultando em morte celular.
Além disso, as células vivas necessitam frequentemente da adicdo de
nutrientes. Por estas razfes, o uso de biomassa ndo viva e células mortas
como biossorventes de metais apresentam vantagens na remocdo de ions
metalicos. Além disso, as células mortas requerem menores cuidados e
manutencdo e sao baratas (MOFA, 1995). Adicionalmente, a biomassa morta

poderia ser facilmente regenerada e reutilizada.
2.10. Bactérias como Biossorventes

Muitas pesquisas tém identificado uma série de espécies bacterianas
potencialmente capazes de acumular metais em meio aquoso. Entre as
bactérias, Bacillus sp. tem sido identificada com um elevado potencial de
sequestrar ions metalicos e tem sido utilizada na preparacédo de biossorvente
comercial, ha algumas décadas (BRIERLEY et al.,, 1986). Muitos trabalhos
recentes tém relatado sobre a biossor¢cdo de metais usando Pseudomonas
spp., Streptomyces sp., Mesorhizobium amorphae, Rhizobium leguminosarum
(DU et al., 2012; MOHAMAD et al., 2012; RAAMAN et al., 2012; XIE et al.,
2013; YUAN et al 2009). A aplicacdo de bactérias para a recuperacdo de
metais pesados a partir de ambientes aquosos foi realizada por Seki et al.
(1998), que estudaram a biossorcédo de fons Cd** e Pb* por Rhodobacter
sphaeroides e Alcaligenes eutrophus H16. Illhan et al. (2004) relataram a
remocdo de fons residuais de Cr®, Pb* e Cu?** em &guas industriais por
Staphylococcus saprophyticus; os valores étimos de pH para adsorcdo de Cr®*,
Pb®" e Cu?® foram 2,0; 4,5 e 3,5; respectivamente. Pantoea sp.(TEM 18) uma
espécie de bactéria gram-negativa, foi isolada a partir do tratamento de aguas
residuais de uma inddstria petroguimica, juntamente com outros
microrganismos que exibiram maior tolerancia ao Cu®*. Os isolados de Pantoea
sp (TEM18) foram testados no processo de biossorcdo de Cr®*, Cd** e Cu*
pela biomassa bacteriana, além do efeito dos fatores ambientais (pH,
concentracdo do metal, tempo, etc) (OZDEMIR et al., 2004).

As paredes celulares de bactérias gram-negativas sdo um pouco mais
finas do que as da bactérias gram-positivas e também, ndo séo fortemente

reticuladas. Elas tém uma membrana exterior, que € composta por uma
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camada externa de lipopolissacarideo (LPS), fosfolipideos e proteinas
(REMACLE, 1990). A capacidades de biossorcéo de bactérias gram-positivas e
gram-negativas na remocéo de Cd*" apresenta diferencas. As glicoproteinas
presentes no lado exterior das paredes celulares de bactérias gram-positivas
sugere um maior potencial dos sitios de ligacdo para o Cd** do que os
fosfolipideos e LPS. Portanto, a diferenca observada na capacidade de
biossorcéo de bactérias gram-positivas ser maior que bactérias gram-negativas
estd relacionada ao fato das primeiras apresentaresm uma camada mais
espessa de glicoproteinas (GOURDON et al., 1990).

Outro processo que pode influenciar na capacidade de biossorcdo de
ions metélicos por acéo das bactérias é a precipitacdo de minerais biogénicos
por oxidagdo bacteriana, tais como silica, 6xidos de ferro (FORTIN e
LANGLEY, 2005) e 6xido de manganés (TEBO et al., 1997; 2004). A adsorcao
de ions metélicos em Oxido de Mn biogénico produzido por Brachybacterium
sp. tem sido relatada (WANG et al., 2009). Oxidos de Mn biogénicos
localizados nas superficies celulares sdo capazes de oxidar uma variedade de
compostos organicos e inorganicos, tais como substancias humicas , Cr (lll),
Fe (Il) e As (lll) e remover muitos metais pesados, tais como Cu (ll), Co (ll), Cd
(VI), Zn (1), Ni (II) e Pb (ll) (FRANCIS e TEBO, 2001; CROAL et al., 2004;
KLEWICKI e MORGAN, 1999). Devido a maior a area de superficie e a energia
de ligacdo mais elevada por unidade de area, 0xidos de Mn biogénicos tém
uma maior capacidade para adsorcao de céations metalicos (NELSON et al.,
2002).

3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AHLUWALIA, S.S.; GOYAL, D.; Microbial and plant derived biomass for
removal of heavy metals from waste water. Bioresource and Technology,
v.98, p.2243-2257, 2007.

AKSU, Z.; SAG, Y.; KUTSAL, T. The biosorption of copper by C. vulgaris and Z.
ramigera. Environmental Technology, v.13, p.579-586, 1992.



24

AL-SALEH, E.S.; OBUEKWE, C.Inhibition of hydrocarbon bioremediation by
lead in a crude oil-contaminated soil. Int. Biodeterior.Biodegradation, v.56,
p.1-7, 2005.

ALVES, V.D. FREITAS, F. TORRES, C.AV.; CRUZ M., MARQUES R;
GRANDFILS C., GONCALVES M.P.;OLIVEIRA R.; REIS M.A.M. Rheological
and morphological characterization of the culture broth  during
exopolysaccharide production by Enterobacter sp. Carbohydrate Polymers, v.
81, p.758-764, 2010.

ALVES, V.D.; FERREIRA, A.R.; COSTA, N.; FREITAS, F.; REIS, M.AM,;
COELHOSO, I.M. Characterization of biodegradable films of a new microbial

polysaccharide produced using glycerol byproduct. Carbohydrate Polymers,
v.83, p.1582-1590, 2011.

AMOR, L.; KENNES, C.; VEIGA, M.C. Kinetics of inhibition in the
biodegradation of monoaromatic hydrocarbons in presence of heavy metals.
Bioresource and Technology, v.78, p.181-185, 2001.

BACH H, BERDICHEVSKY Y, GUTNICK D An exocellular protein from the oil-
degrading microbe Acinetobacter venetianus RAG-1 enhances the emulsifying
activity of the polymeric bioemulsifier emulsan. Applied Environmental
Microbiology, v.69, p.2608-2615, 2003.

BECKER, A.; NIEHAUS, K.; PUHLER, A. Low-molecular-weight succinoglycan
is predominantly produced by Rhizobium meliloti strains carrying a mutated
ExoP protein characterized by a periplasmic N-terminal domain and a missing

C-terminal domain. Molecular Microbiology, v.16, p.191-203, 1995.

BECKER, A.; PUHLER, A. Production of exopolysaccharides. In: SPAINK, H.P.;
KONDOROSI, A.; HOOYKAAS, J.J. (Eds.). The Rhizobiaceae. Dordrecht:
Kluwer Academic Publishers, p. 97-118, 1998.

BECKER, A.; RUBERG, S.; BAUMGARTH, B.; BERTRAM-DROGATZ, P. A;
QUESTER, I.; PUHLER, A. Regulation of succinoglycan and galactoglucan



25

biosynthesis in Sinorhizobium meliloti. Journal Molecular Microbiology and
Biotechnology, v. 4, p. 187-190, 2002.

BECKER, A.; RUBERG, S.; KUSTER, H.; ROXLAU, AA., KELLER, M.
IVASHINA, T.; CHENG, H. P.; WALKER, G. C.; PUHLER, A.The 32-kilobase
exp gene cluster of Rhizobium meliloti directing the biosynthesis of
galactoglucan: genetic organization and properties of the encoded gene
products. Journal of Bacteriology, v.179, p.1375-1384, 1997.

BRETAS, R. E. S.; D'AVILA, M. A. Reologia de polimeros fundidos. 2. ed.
Séo Carlos: EAUFSCar, 2005.

BRIERLEY, J.A.; BRIERLEY, C. L.; GOYAK, G. M.; AMTBIOCLAIMTM: A new
wastewater treatment and metal recovery technology, in Fundamental and
applied biohydron metallurgy, edited by LAWRENCE, R. W.; BRANION, R.
M. R.; EBNER, H. G. (Elsevier, Amsterdam) p.291-300, 1986.

CALVO, C.; MANZANERA, M.; SILVA-CASTRO, G.A.; UAD, |.; GONZALEZ-
LOPEZ, J. Application of bioemulsifiers in soil oil bioremediation processes.

Future prospects. Science Total Environmental, v.407, p.3634-3640, 20009.

CAMEOTRA, S.S.; MAKKAR, R. S. Biosurfactant-enhanced bioremediation of
hydrophobic pollutants. Pure and Applied Chemistry, v.82, n.1, p.97-116,
2010.

CAMEOTRA, S.S.; SINGH, P. Synthesis of rhamnolipid biosurfactant and mode
of hexadecane uptake by Pseudomonas species. Microbial Cell Factories,
v.8, p.1-7, 20009.

CASTELLANE, T. C. L. Andlise de polissacarideos essenciais para a
nodulacdo do feijoeiro por Rhizobium tropici cultivados em diferentes
fontes de carbono. 2007. 74f. Dissertacdo. (Mestrado em Agronomia —
Producdo Vegetal). Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,

Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal, 2007.



26

CASTELLANE, T. C. L. Composicao dos exopolissacarideos produzidos
por diferentes estirpes padrées de rizébio. 2004. 95f Monografia
(Graduagdo em Agronomia). Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,

Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal, 2004.

CASTELLANE, T.C.L.; LEMOS, M.V.F.; LEMOS, E.G.M. Evaluation of the
biotechnological potential of Rhizobium tropici strains for exopolysaccharide
production. Carbohydrate Polymers, v.111, p. 191-197, 2014.

CHANDANKERE, R.; JUN, Y.; CHOI, M. M. F.; MASAKORALA, K.; CHAN, Y.
An efficient biosurfactant-producing and crude-oil emulsifying bacterium Bacillus
methylotrophicus USTBa isolated from petroleum reservoir, Biochemical
Engineering Journal. 2013. http://dx.doi.org/10.1016/j.be}.2013.02.018

CHOWDHURY, S.R., MANNA, S., SAHA, P., BASAK, R.K., SEN, R., ROY, D.,
ADHIKARI, B. Composition analysis and material characterization of an
emulsifying extracellular polysaccharide (EPS) produced by Bacillus
megaterium RB-05: a hydrodynamic sedimentattached isolate of freshwater
origin. Journal of Applied Microbiology, v.111, p.1381-1393, 2011.

COOPER, J.E. Early interactions between legumes and rhizobia: dis closing
complexity in a molecular dialogue. Journal of Applied Microbiology, v.103,
p.1355-1365, 2007.

CRESPO-RIVAS, J.C.; MARGARET,l.; HIDALGO, A.; BUENDIA-CLAVERIA,
A.M.; OLLERO, F.J.; LOPEZ-BAENA, F.J.; MURDOCH, P.S.; RODRIGUEZ-
CARVAJAL, M.A.; SORIA-DIAZ, M.E.; REGUERA, M.; LLORET, J;
SUMPTON, D.P.; MOSELY, J.A.; THOMAS-OATES, J.E.; BRUSSEL, A.A.N.V;
GIL-SERRANO, A.; VINARDELL, J.M.; RUIZ-SAINZ, J.E., Sinorhizobium fredii
HH103 cgs Mutants are unable to nodulate determinate and indeterminate
nodule forming legume and overproduce an altered EPS. The American
Phytopathological Society, v.22, n.5, p.575-588, 20009.

CROAL, L.R.; GRALNICK, J.A.; MALASARN, D.; NEWMAN, D.K. The genetics
of geochemistry. Annual Review of Genetics, v.38, p.175-202, 2004.



27

DA COSTA, A.C.A.; DUTA, F.P. Bioaccumulation of copper, zinc, cadmium and
lead by Bacillus sp., Bacillus cereus, Bacillus sphaericus and Bacillus subuitilis.

Brazilian Journal Microbiology, v.32, p.1-5, 2001.

DAK, M.; VERMA, R.C.; JAAFREY, S.N.A. Effect of temperature and
concentration on rheological properties of “Kesar” mango juice. Journal of
Food Engineering, v.80, p.1011-1015, 2007.

DESAI, J. D.; BANAT, I. M. Microbial production of surfactants and their
commercial potential. Microbiol. Mol. Biol. Rev. v.61, p.47-64, 1997.

DEVI, E.S.; VIJAYENDRA, S.V.N. Studies on intra and extra cellular
polymers of Rhizobium meliloti. Dissertation (Master of Science in Applied

Microbiology). Periyar University, Salem, 2011.

DU, L-N.; WANG, B.; LI G.; WANG, SHENG.; CROWLEY, D. E.; ZHAO, Y-H.
Biosorption of the metal-complex dye Acid Black 172 by live and heat-treated
biomass of Pseudomonas sp. strain DY1: Kinetics and sorption mechanisms.
Journal of Hazardous Materials, v. 205- 206, p. 47— 54, 2012.

FIALHO, A.M. et al. Occurrence, production, and applications of gellan: current
state and perspectives. Applied Microbiology and Biotechnology, v.79,
p.889-900, 2008.

FORTIN, D.; LANGLEY, S. Formation and occurrence of biogenic ironrich

minerals. Earth Sciences Research, v.72, p.1-19, 2005.

FOUREST, E.; ROUX, J. C. Heavy metal biosorption by fungal mycellial by-
products: Mechanisms and influence of pH. Applied Microbiology and
Biotechnology, v.37, p.399-403, 1992.

FRANCIS, C.A.; TEBO, B.M. A multicopper oxidase genes from diverse Mn(ll)-
oxidizing and non-Mn(ll)-oxidizing  Pseudomonas strains. Applied
Environmental Microbiology, v.67, p.4272-4278, 2001.



28

FRANZETTI, A.; CAREDDA, P.; RUGGERI, C.; COLLA LA, P.; TAMBURINI, E.;
PAPACCHINI, M.; BESTETTI, G. Potential applications of surface active
compounds by Gordonia sp. strain BS29 in soil remediation technologies.
Chemosphere, v.75, p.801-807, 2009.

FRANZETTI, A.; GANDOLFI, I.; BESTETTI, G.; SMYTH, T.J.; BANAT, .M.
Production and applications of trehalose lipid biosurfactants. European Journal
Lipid Science Technology, v.112, p.617-627, 2010.

FRAYSSE, N.; COUDERC, F.; POINSOT, V. Surface polysaccharide
involvement in establishing the Rhizobium-legume symbiosis. European
Journal Biology Chemical, v.270, p.1365-1380, 2003.

FREITAS, F.; ALVES, V. D.; REIS, M. A. M. Advances in bacterial
exopolysaccharides: from productionto biotechnological applications. Trends in
Biotechnology, v. 29, n. 8, p. 388-398, 2011. doi:10.1016/j.tibtech.2011.03.008

FREITAS, F.; ALVES, V.D.; CARVALHEIRA, M.; COSTA, N.; OLIVEIRA, R
REIS, M.A.M. Emulsifying behavior and rheological properties of the
extracellular polysaccharide produced by Pseudomonas oleovorans grown on

glycerol byproduct. Carbohydrate Polymers, v.78, p.549-556, 2009.

FREITAS, F.; ALVES, V.D.; TORRES, C.A.V.; CRUZ, M.; SOUSA, ISABEL.;
MELO, M.J.; RAMOS, AM., REIS, M.AM. Fucose-containing
exopolysaccharide produced by the newly isolated Enterobacter strain A47
DSM 23139. Carbohydrate Polymers., v.83, p.159-165, 2011.

FREUNDLICH, H. M. F. Zeitschrift fur Physikalische Chemie, v. 57, p. 385—-
470, 1906.

FRIIS, M.; KEITH, M. Biosorption of uranium and lead by Streptomyces
longwoodensis. Biotechnology and Bioengineering, v.35, p.320-325, 1998.

GEORGIOU, G.; LIN, S.C.; SHARMA, M. M. Surface active compounds from

microorganisms. Bioresource Technology, v.10, p.60-65, 1990.



29

GEURTS, R.; FEDOROVA, E.; BISSELING, T. Nod factor signaling genes and
their function in the early stages of Rhizobium infection. Current Opinion in
Plant Biology, v.8, p.346-352, 2005.

GHOSH, S.; GHOSH, P.; SAHA, P.; MAITI, T.K. The extracellular
polysaccharide produced by Rhizobium sp. isolated from the root nodules of

Phaseolus mungo. Symbiosis, v.53, n.2, p.75-81, 2011.

GLAZEBROOK, J.; WALKER, G.C. A novel exopolysaccharide can function in
place of the calcofluor-binding exopolysaccharide in nodulation of alfalfa by
Rhizobium meliloti. Cell, v.56, p.661-672, 1989.

GLENN, S.A.; GURICH, N.; FEENEY M.A.; GONZALEZ J. E.The ExpR/Sin
guorum-sensing system controls succinoglycan production in Sinorhizobium
meliloti. Journal of Bacteriology, v.189, p.7077-7088, 2007.

GONZALEZ, J.E.; SEMINO, C.E.; WANG, L.X.; CASTELLANO-TORRES, L.E;
WALKER, G.C. Biosynthetic control of molecular weight in the polymerization of
the octasaccharide subunits of succinoglycan, a symbiotically important
exopolysaccharide of Rhizobium meliloti. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, v.95, p.13477—-
13482, 1998.

GOURDON, R.; BHENDE, S.; RUS, E.; SOFER, S.S. Comparison of cadmium
biosorption by gram-positive and gram-negative bacteria from activated sludge,
Biotechnology Letters, v.12, p.839-842, 1990.

GOYAL N, J.S.C.; BANERJEE, U.C. Comparitive studies on the adsorption of

heavy metals. Advances Environmental Research, v.7, p.311-319, 2003.

GUTIERREZ, T., LEO, V. V., WALKER, G. M., & GREEN, D. H. Emulsifying
properties of a glycoprotein extract produced by a marine Flexibacter species
strain TG382. Enzyme and Microbial Technology, v.45, p.53-57, 2009.



30

HOYLE, B.; BEVERIDGE, T. J. Binding of metallic ions to the outer membrane
of Escherichia coli. Applied Environmental Microbiology, v.46, p.749-752,
1983.

HUANG , K.H.; CHEN, B.Y.; SHEN, F.T.; YOUNG, C.C. Optimization of
exopolysaccharide production and diesel oil emulsifying properties in root
nodulating bacteria. World Journal Microbiology Biotechnology, v.28,
p.1367-1373, 2012.

HUANG, W., LIU, Z-M. Biosorption of Cd(ll)/Pb(ll) from aqueous solution by
biosurfactant-producing bacteria: Isotherm kinetic characteristic and mechanism
studies. Colloids and Surfaces Biointerfaces, v.105, p.113-119, 2013.

JAIN, R. M.; MODY, K.; MISHRA, A.; JHA, B. Physicochemical characterization
of biosurfactant and its potential to remove oil from soil and cotton cloth.
Carbohydrate Polymers, v.89, p.1110- 1116, 2012.

JAMIESON, G. S. Vegetable fats and oils. New York: The Chemical Catalog.
444p., 1932.

JANCZAREK, M.; SKORUPSKA, A. Modulation of rosR expression and
exopolysaccharides production in Rhizobium leguminosarum bv. trifolii by
phosphate and clover root exudates. International Journal of Molecular
Sciences, v.12, n. 6, p. 4132-4155, 2011.

KACI, Y., HEYRAUD, A., BARAKAT, M., HEULIN, T. Isolation and identification
of an EPS producing Rhizobium strain from and soil (Algeria): characterization
of its EPS and the effect of inoculation on wheat rhizosphere soil structure.
Research in Microbiology, v.156, p.522-531, 2005.

KADUKOVA, J.; VIRCIKOVA, E. Comparison of differences between copper
bioaccumulation and biosorption. Environment International, v.31, p. 227-
232, 2005.

KANG, S. A,; JANG, K.-H.; SEO, J.-W.; KIM, K. H.; KIM, Y. H;
RAIRAKHWADA, D.; SEO, M. Y.; LEE, J. O.; HA, S. D.; KIM, C. H.; RHEE, S.-



31

K. In: Microbial Production of Biopolymers and Polymer Precursors:
Applications and Perspectives; Rehm, B. H. M., Eds.; Caister Academic Press:
UK,; Chapter 6, p 145, 2009.

KAUSHIK, P.; MALIK,A. Comparative performance evaluation of Aspergillus
lentulus for dye removal through bioaccumulation and biosorption.
Environmental Science Pollution Research, v.20, p.2882-2892, 2013.

KIM, G. Hydraulic conductivity change of bio-barrier formed in the subsurface
by adverse conditions including freeze-thaw cycles. Cold Regions Science
and Thecnology, v.38, p.153-164, 2004.

KIRICHENKO, E.V.; TITOVA, L.V.; YA-KOTS, S. The significance of
exometabolites in the formation and operation of soybean-Rhizobium
symbiosis. Applied Biochemistry and Microbiology, v.40, n.5, p.490-493,
2004.

KLEWICKI, J.K.; MORGAN, J.J. Dissolution of b-MnOOH patrticles by ligands:
pyrophosphate, ethylenediaminetetraacetate, and citrate. = Geochim
Cosmochim Acta v.63, p.3017-3024, 1999.

KNORR, D. Recovery and utilization of chitin and chitosan in food processing

waste management. Food Technology,v.45, p.114-122, 1991.

KOSENKO, L.V.; KHAILOVA, G.F.; KORELOV, V.E. Fiziology Biokhim. Kul's
Rast., v.33, n.4, p.347-354, 2001.

KRATCHOVIL, D.; VOLESKY, B. Advances in the biosorption of heavy metals.
Trends Biotechnology., v.16, p.291-300, 1998.

LANGMUIR, I. Journal of the American Chemical Society, v.38, p. 2221—
2295. 1916.

LEIGH, J. A.; SIGNER, E. R.; WALKER, G.C. Exopolysaccharidedeficient

mutants of Rhizobium meliloti that form ineffective nodules. Proceedings of the



32

National Academy of Sciences of the United States of America, v.82,
p.6231-6235, 1985.

LIN, W.-C.; LIEN, C.-C.; YEH, H.-J.; YU, C.-M.; HSU, S.-H. Bacterial cellulose
and bacterial cellulose—chitosan membranes for wound dressing applications.
Carbohydrate Polymers, v.94,p. 603-611, 2013.

LODI, A.; SOLISIO, C.; CONVERTI, A.; DEL BORGHI, M. Cadmium, zinc,
copper, silver and chromium (lll) removal from waste waters by Sphaerotilus

natans. Bioprocess Engineering, v.19, p73-80, 1998.

LONG, S.; REED, J.W.; HIMAWAN, J.; WALKER. G.C. Genetic analysis of a
cluster of genes required for synthesis of the calcofluor-binding
exopolysaccharide of Rhizobium meliloti. Journal of Bacteriology, v.170,
p.4239-4248, 1988.

MCINTOSH, M.; STONE, B.A.; STANISICH, V.A. Curdlan and other bacterial
(1—3)-B-Dglucans. Applied Microbiology Biotechnology, v.68, p.163-173,
2005.

MENDRYGAL, K.E.; GONZALEZ, J.E. Environmental regulation of
exopolysaccharide production in  Sinorhizobium meliloti. Journal of
Bacteriology, v.182, p.599-606, 2000.

MICHALAK, |.; CHOJNACKA, K.; WITEK-KROWIAK, A. State of the Art for the
Biosorption Process—a Review. Applied Biochemistry and Biotechnology,
v.170, p.1389-1416, 2013.DOI 10.1007/s12010-013-0269-0

MOFA, A. S. Plants proving their worth in toxic metal cleanup. Science, v.269,
p. 302-305, 1995.

MOHAMAD, O.A.; HAO, X.; XIE, P.; HATAB S.; LIN Y.; WEI, G., Biosorption of
Copper (1) from Aqueous Solution Using Non-Living Mesorhizobium amorphae
Strain CCNWGS0123. Microbes Environmental, v.27, n.3, p.234-241, 2012.



33

MONTEIRO, N.K; ARANDA-SELVERIO, G.; EXPOSTI, D.T.D.; SILVA, M.L.C;
LEMOS, E.G.M.; CAMPANHARO, J.C.; SILVEIRA, J.L.M. Caracterizacao
guimica dos géis produzidos pelas bactérias diazotroficas Rhizobium tropici e
Mesorhizobium sp. Quimica Nova, v.35, n.4, p.705-708, 2012.

MULLIGAN, C.N.; GIBBS, B.F. Types, production and applications of
biosurfactants. Proceedings of the Indian National Science Academy, v.1,
p.31-55, 2004.

NELSON, Y. M.; LION, L. W.; SHULER, M. L.; GHIORSE, W. C. Effect of oxide
formation mechanisms on lead adsorption by biogenic manganese
(hydr)oxides, iron (hydr)oxides, and their mixtures. Environmental Science
Technology, v.36, p.421-425, 2002.

NERURKAR, A. S.; HINGURAO, K. S.; SUTHAR, H. G.; Bioemulsfiers from
marine microorganisms. Journal of Science Industrial Research, v. 68, p.
273-277, 2009.

NGUYEN, T.T.; YOUSSEF, N.H.; MCINERNEY, M.J.; SABATINI, D.A.
Rhamnolipid biosurfactant mixtures for environmental remediation. Water
Research, v.42, p.1735-1743, 2008.

NIEVAS, M.L., COMMENDATORE, M.G.; ESTEVAS, J.L., BUCALA, V.
Biodegradation pattern of hydrocarbons from a fuel oil-type complex residue by
an emulsifier-producing microbial consortium. Journal Hazardous Materials,
v.154, p. 96-104, 2008.

NILANJANA DAS, R. V.; KARTHIKA, P. Biosorption of heavy metals—An
overview. Indian Journal of Biotechnology, v. 7, p.159-169, 2008.

NOEL, K.D. Rhizobia. In: Schaechter M (ed) Encyclopedia of microbiology, 3rd
edn. Academic Press, New York., p. 261-277, 2009.

OLIVEIRA, M.P. et al. Study of levan production by Zymomonas mobilis using
regional low-cost carbohydrate sources. Biochemical Engineering Journal,
v.37, p.177-183, 2007.



34

OZDEMIR, G.; CEYHAN, N.; OZTURK, T.; AKIRMAK, F.; COSAR, T.
Biosorption of chromium (VI), cadmium (1) and copper (Il) by Pantoea sp. TEM
18, Chemical Engineering Journal, v.102, p.249-253, 2004.

PACWA-PLOCINICZAK, M.; PLAZA, G. A.; PIOTROWSKA-SEGE, Z;
CAMEOTRA, S. S. Environmental Applications of Biosurfactants: Recent
Advances. In Review: International Journal Molecular Science, v.12, p.633-
654, 2011.

PEIX, A.; VELAZQUEZ, E.; SILVA, L.R.; MATEOS, P.F. Key molecules
involved in beneficial infection process in Rhizobia-Legume symbiosis.
Microbes for legume improvement, Springer Wien New York, n.3, p.55-80,
2010.

PETERSEN, N.; GATENHOLM, P. Bacterail cellulose-based material and
medical devices: current state and perspectives. Applied Microbiology
Biotechnology, v.91, p.1277-1286, 2011.

POTTS, M. Desiccation tolerance of prokaryotes. Microbiology Review, v.58,
p.755- 805, 1994.

RAAMAN, N., MAHENDRAN, B., JAGANATHAN C., SUKUMAR S,
CHANDRASEKARAN V. Removal of chromium using Rhizobium
leguminosarum. World Journal Microbiology Biotechnology, v.28, p.627—
636, 2012.

RAHMAN, K.S.M.; RAHMAN, T.J.; LAKSHMANAPERUMALSAMY, P.;
MARCHANT, R.; BANAT, |.M. The potential of bacterial isolates for
emulsification with range of hydrocarbons. Acta Biotechnology, v.4, p. 335—-
345, 2003.

RAMOS, A.; BOELS, I.C.; DEVOS, W.M.; SANTOS. Relationship between
glycolysis and exopolysaccharide biosyntesis in Lactococcus lactis. Applied an

Environmental Microbiology, v.67, p.33-41, 2001.



35

REHM, B.H.A. Microbial production of biopolymers and polymer precursors:

applications and perspectives, Caister Academic Press, Ed. 2009.

REINHOLD, B.B.; CHAN, S.Y.; REUBER, T.L.; MARRA, A.; WALKER, G.C,;
REINHOLD, V. N. Detailed structural characterization of succinoglycan, the
major symbiotically important exopolysaccharide of Rhizobium meliloti Rm1021.
Journal of Bacteriology, v.176, p.1997-2002, 1994.

REMACLE, J. The cell wall and metal binding, in Biosorption of heavy metals,
Ed. by VOLESKY, B. (CRC Press Boca Raton, Florida) p.83-92, 1990.

REMMINGHORST, U.; REHM, B. H. A. In Microbial Production of Biopolymers
and Polymer Precursors: Applications and Perspectives; Rehm, B. H. M., Eds.;
Caister Academic Press: UK, Chapter 2, p 13, 2009.

REUBER, T.L.; WALKER, G.C. Biosynthesis of succinoglycan, a symbiotically
important exopolysaccharide of Rhizobium meliloti. Cell, v.74, p.269-280, 1993.

SABRA, W.; ZENG, A.P.; DECKWER, W.D. Bacterial alginate: physiology,
product quality and process aspects. Applied Microbiology and
Biotechnology, v. 56, p. 315-325, 2001.

SANDRIN, T.R.; CHECH, A.M.; MAIER, R.M. A rhamonolipid biosurfactant
reduces cadmium toxicity during naphthalene biodegradation. Applied
Environmental Microbiology, v.66, n.10, p.4585-4588, 2000.

SARWAT, F.; QADER, S.A.U.; AMAN, A.; AHMED, N. Production and
characterization of a unique dextran from an indigenous Leuconostoc
mesenteroids CMG713. International Journal of Biology Science., v.4,
p.379-386, 2008.

SCHNEIDER, ILA.H.; SMITH, R.W.; RUBIO, J. Effect of mining chemicals on
biosorption of Cu(ll) by the non-living biomass of the microphyte Potamogeton

lucens. Mineralogy Engineering, v.12, p.255-260, 1999.



36

SEKI, H.; SUZUKI, A.; MITSUE, S. L. Biosorption of heavy metal ions on
Rhodobacter sphaeroides and Alcaligenes eutrophus H16, Journal Colloid
Interface Science, v.197,p.185-190, 1998.

SENTHILKUMAR, V., GUNASEKARAN, P. Influence of fermentation conditions
on levan production by Zymomonas mobilis CT2. Indian Journal
Biotechnology, v.4, p.491-496, 2005.

SHARMA, P.K.; RAO, K.H.; FORSSBERG, K.S.E.; NATARAJAN, K.A. Surface
chemical characterisation of Paenibacillus polymyxa before and after adaption
to sulfide minerals. International Journal Mineralogy Process, v.62, p.3-25,
2001.

SKORUPSKA, A; JANCZAREK, M; MARCZAK, M; MAZUR, A; KROL, J.
Rhizobial exopolysaccharides: genetic control and symbiotic functions.
Microbial Cell Factories, v.5, p.1-19, 2006.

SOBERON-CHAVEZ, G.; MAIER, R.M. Biosurfactants: a General Overview. In
Biosurfactants; Soberon-Chavez, G., Ed.; Springer-Verlag: Berlin, Germany,
p. 1-11. 2011.

SOUZA MONTEIRO, A. DE., DOMINGUES V.S., SOUZA, M.V.D., LULA, I,
GONCALVES, D.B., SIQUEIRA, E.P. DE, DOS SANTOS, V.L. Bioconversion of
biodiesel refinery waste in the bioemulsifier by Trichosporon mycotoxinivorans
CLAZ2. Biotechnology for Biofuels, v.5, n.29, p.1-12, 2012.

STAUDT, AK.; WOLFE, L.G.; SHROUT, J.D. Variations in exopolysaccharide
production by Rhizobium tropici. Archives of Microbiology, v.194, p.197-206,
2012.

SUTHERLAND, |[I. W. Microbial polysaccharides from gram-negative.
International Dairy Journal, Barking, v.11, p.663-674, 2001.

TEBO, B. M.; BARGAR, J. R.; CLEMENT, B. G.; DICK, G. J.; MURRAY, K. J;
PARKER, D.; VERITY, R.; WEBB, S. M. Biogenic manganese oxides:



37

properties and mechanisms of formation. Annual Review Earth Planet
Science, v.32, p.287-328, 2004.

TEBO, B. M.; GHIORSE, W. C.; VAN WAASBERGEN, L. G.; SIERING, P. L;
CASPI, R. Bacterially-mediated mineral formation: insights into manganese(ll)
oxidation from molecular genetic and biochemical studies. Reviews in
Mineralogy, v.35, p.225-266, 1997.

TONELI, J. T.C. L.; MURR, F. E. X.; PARK, K. J. Estudo da reologia de
polissacarideos utilizados na indastria de alimentos. Revista Brasileira de
Produtos Agroindustriais, Campina Grande, v.7, p.181-204, 2005.

ULLRICH, M. Bacterial Polysaccharides: Current Innovations and Future
Trends, Caister Academic Press. Ed. 2009.

URUM, K.; PEKDEMIR, T. Evaluation of biosurfactants for crude oil
contaminated soil washing. Chemosphere, v.57, p.1139-1150, 2004.

VOLESKY, B.; Biosorption and biosorbents, in Biosorption of heavy metals,
edited by B Volesky (CRC Press, Boca Raton, Florida) p.3-5, 1990.

VRIESMANN, L. C., Polysaccharides from the pulp of cupuassu (Theobroma
grandiflorum): structural characterization of a pectic fraction. Carbohydrate
Polymers, p. 2-4, 2008.

WANG, J. L.; HAN, Y. J.; QIAN, Y. Progess in metal biosorption by
microorganisms, Microbiology, v.27, p.449-452, 2000.

WANG, T., WANG, N., WANG, T., SUN, W., LI T. Preparation of submicron
liposomes exhibiting efficient entrapment of drugs by freeze-drying water-in-oil
emulsions. Chemistry and Physics of Lipids, v.164, p.151-157, 2011.

WANG, W.; ZONGZE SHAO, Z.; LIU Y.; WANG G. Removal of multi-heavy
metals using biogenic manganese oxides generated by a deep-sea
sedimentary bacterium — Brachybacterium sp. strain Mn32. Microbiology,
v.155, p. 1989-1996, 2009.



38

WEI, Y-H., CHOU, C.L., CHANG, J.S. Rhamnolipid production by indigenous
Pseudomonas aeruginosa J4 originating from petrochemical wastewater.

Biochemical Engineering Journal, v.27, p. 146-154, 2005.

WHITFIELD, C. Bacterial extracellular polysaccharides. Canadian Journal
Microbiology, v. 34, p. 415-420, 1988.

XIE, P.; HAO, X.; MOHAMAD, O.A.; LIANG, J.; WEI, G., Comparative Study of
Chromium Biosorption by Mesorhizobium amorphae Strain CCNWGS0123 in
Single and Binary Mixtures. Applied Biochemistry and Biotechnology, v.169,
p.570-587, 2013.

YANG, L., NICKERSON, M.T. AND PAULSON, A.T. Mechanical and physical
properties of calcium-treated gellan films. Food Research International, v.43,
p.1439-1443, 2010.

YORK, G.M.; WALKER. G.C. The Rhizobium meliloti exoK gene and
prsD/prsE/exsH genes are components of independent degradative pathways
which contribute to production of low-molecular-weight succinoglycan.
Molecular Microbiology, v.25, p.117-134, 1997.

YUAN, H-P ZHANG, J-H; LU, Z-M;, MIN, H; WU, C. Studies on biosorption
equilibrium and kinetics of Cd** by Streptomyces sp. K33 and HL-12. Journal
of Hazardous Materials, v.164, p.423-431, 2009.

ZEVENHUIZEN, L.P.T.M. Succinoglycan and galactoglucan. Carbohydrate
Polymers, v.33, p.139-144, 1997.

ZHENG, C., HE, J.,, WANG, Y., WANG, M., HUANG, Z. Hydrocarbon
degradation and bioemulsifier production by thermophilic Geobacillus pallidus
strains. Bioresource Technology, v.102,p. 9155-9161, 2011.



39

CAPITULO - 2 Efeito do ion cobre (bivalente) e cromo (hexavalente) na
producao de exopolissacarideos e células de rizébios

RESUMO

A presenca de elevados niveis de metais pesados tanto no solo como
na agua tem afetado a biodiversidade presente nestas areas contaminadas,
sendo as comunidades microbianas uma das mais afetadas. A toxicidade
provocada pelos ions metalicos pode influenciar de diferentes maneiras as
células bacterianas, até mesmo em comunidades microbianas estratificadas,
na forma de biofilme. Muito estudo envolvendo a investigagdo sobre
concentragdo minima inibitéria (CMI) e dose letal (DLsp), mas raros sdo 0s
estudos da acdo de metais pesados na producdo de exopolissacarideos (EPS).
Diante disto, este trabalho estudou a acgéo dos fons Cu?* e Cr®* no crescimento
celular e producao de EPS de quatro isolados de rizébios. Estes isolados foram
sequenciados e identificados em nivel de espécie. Os dados produzidos neste
trabalho, identificaram os isolados como sendo Rhizobium sp. (SEMIA 4064);
Sinorhizobium meliloti (LMG 6125); Sinorhizobium arboris (LMG 11892) e
Rhizobium tropici (JAB6). Com relacdo aos resultados da analise de CMI, os
isolados SEMIA 4064, LMG 11892 e JAB6 apresentaram crescimento celular
na concentracdo 2,4 mM do ion cobre e o isolado LMG 6125 a 1,6mM. O
ensaio de CMI contendo cromo demonstrou que os isolados LMG 6125; LMG
11982 e JABG6 apresentaram colbnias bacterianas na concentracéo de 0,5 mM
de fons Cr®*, ja SEMIA 4064 s6 conseguiu se desenvolver na concentracéo de
0,1 mM deste metal. Os testes de producdo de células demonstraram que em
meios contendo os fons metalicos (Cu** e Cr®") solucdo de um Unico metal ou
em mistura, o crescimento celular nestes meios, para todos os isolados, foram
em média 10% (biomassa seca) do apresentado no meio controle. Isto é,
apesar de demonstrar crescimento celular, houve uma reducdo de 90% de
biomassa quando o meio de cultura continha os ions de metais pesados. A
producdo de EPS néao foi inibida, para os isolados LMG 6125, LMG 11892 e
JAB6, em meio (PSY) contendo 0,05 mM de cromo. Ja o cobre inibiu a

producgéo de EPS de todos os isolados.
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CHAPTER 2 - Action of copper (bivalent) and chromium (hexavalent)

under production exopolysaccharides and cells rhizobia

ABSTRACT

The presence of high levels of heavy metals in the soil e water affects
biodiversity of contaminated areas. The microbial communities being the most
affected. Toxic levels have influenced in different ways on the bacterial cells
and even biofilms laminated with microbial communities. There is much
research on the study of minimal inhibitory concentration (MIC), lethal dose
(LD50), but few studies of the action of heavy metals in the production of
exopolysaccharides (EPS). Thus, this work studied the action of Cu®** and Cr®*
on cell growth and EPS production of four strains of rhizobia. These isolates
were sequenced and identified to the species level. The data produced in this
study, isolates identified as Rhizobium sp. (SEMIA 4064); Sinorhizobium meliloti
(LMG 6125); Sinorhizobium arboris (LMG 11892) and R. tropici (JAB6). The
results of the analysis of MIC, the SEMIA 4064, LMG 11892 and JAB6 isolates
showed cell growth at a concentration of 2.4 mM copper ion and isolated LMG
6125 to 1.6 mM. The MIC assay containing chromium showed that isolates
LMG 6125, LMG 11982 and JABG revealed bacterial colonies at a concentration
of 0.5 mM Cr®" ions, 4064 SEMIA only managed to grow at a concentration of
0.1 mM of the metal. Production tests of cells showed that media containing
metal ions (Cu?* and Cr®") solution of a single metal or mixed cell growth in
these medium, for all isolates, was on average 10 % (dry mass) of the
presented in control medium. This is despite the demonstrated cell growth was
reduced by 90% when the biomass culture medium containing heavy metal.
The EPS production was not inhibited for isolates LMG 6125, LMG 11892 and
JAB6 in medium (PSY) containing 0.05 mM of chromium. The copper inhibited

the production of EPS of all isolates.

Keywords : toxicity, biomass, heavy metal, exopolysaccharides, nodulating

bacteria
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1-INTRODUCAO

Os despejos de fontes antropogénicas contém varios ions metalicos em
elevadas concentracdes. Cromo hexavelente e trivalente estdo presentes em
aguas residuarias de curtumes, pois uma das aplicacdes deste metal € durante
o0 beneficiamento do couro. O cobre bivalente esta presente como fonte
residual em inUmeros setores da agro-industria mas a maior fonte poluidora é
através da aplicacdo de insumos agricolas. O lancamento de efluentes no
corpo receptor hoje, deve cumprir padrdes de langcamentos previstos pela
Resolucdo CONAMA 357/2005. Todo efluente produzido deve ser tratado antes
de lancado, atendendo a qualidade do rio, que sera destinado. No entanto,
devido aos langamentos de fontes difusas, langamentos clandestinos, falhas no
processo de tratamento de aguas residuarias e uma ineficiente fiscalizacéo,
muitos ions metalicos como também outros tipos de poluentes tém causado
inumeros danos ao meio ambiente.

Dentre os diversos danos causados pelos poluentes inorganicos e
organicos, a acdo destes compostos sobre a microbidta € de suma relevancia,
por estes organismos serem a base para diversos nichos ecoldgicos. A
toxicidade dos metais pesados a inumeros isolados de bactérias tem sido
extensivamente estudada. Diferentes abordagens tém sido usadas para
estudar a toxicidade dos metais as bactérias, quer como isolados (BABICH e
STOTZKY, 1977; KEELING e CATER, 1998; MADHAIYAN et al., 2007,
TANGAROMSUK et al, 2002; TOES et al., 2008) ou culturas mistas (SAEKI et
al., 2002; ZHANG et al., 2003), em solucdo, ou em comunidades no solo, na
adgua (OLIVEIRA e PAMPULHA , 2006; RAJAPAKSHA et al, 2004). Para isso,
diferentes meios de cultura bacteriolégica, com uma ampla gama de
concentragfes de metais foram relatados quanto a tolerancia de bactérias de
diversos ambientes contaminados por metais pesados (AMOROSO et al.,
2002; CHEN et al., 2006; DUXBURY e BICKNELL, 1983; EL-AZIZ et al., 1991,
KIM et al., 2007; MALIK e JAISWAL, 2000; MARTENSSON e TORSTENSSON,
1996; MOHAMAD et al., 2012; PIOTROWSKA-SEGET et al, 2005; RENELLA
et al., 2003; ROANE e PEPPER, 2000; SPROCATI et al., 2006; XIE et al.,
2013; YILMAZ, 2003). O crescimento, em seguida, era determinado por
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diferentes parametros, tais como turbidez, biomassa e atividade de enzimas
para determinar a sensibilidade por diferentes critérios, como, ECsg
(Concentragdo efetiva), MIC (Concentracdo Minima Inibitéria), DLsy (Dose
Letal), etc (CLAUSEN, 2000; HASSEN et al., 1998.; SAEKI et al., 2002).

Outro aspecto é o efeito dos ions metalicos sobre a producdo de EPS,
gue sdo produtos metabolicos que se acumulam sobre a superficie das células
microbianas, fazendo com que as células se agreguem e proporcionando
protecdo por reduzir a exposicdo quimica, a estabilizacdo da membrana as
variacbes do ambiente externo, e servindo de fonte de carbono e energia em
periodos de escassez (SLAVEYKOVA et al., 2010). Este mecanismo de
protecéo foi observada em comparacdes de células bacterianas embutidas em
uma matriz de EPS e células desprovidas das mesmas. Tolerancia celular
parcialmente é devido a ligacdo e/ou reacdo dos componentes do EPS com os
ions de metais pesados (HENRIQUES e LOVE, 2007). Os EPSs sdo matrizes
de tipo gel formadas por polimeros heterogéneos, compostos por
monossacarideos. Os ions de metais pesados sao incorporado por meio de
interacOes eletrostaticas e hidrofébicas. Alguns trabalhos tém relatado que
microrganismos estudados secretam EPS como forma de protecédo as células
ou a uma complexa estrutura microbiana, contra a toxicidade provocada pelas
altas concentragbes de metais pesados em ambientes contaminados (CUI e
ZHANG 2012; JITTAWUTTIPOKA et al., 2013). No entanto, sdo raros 0sS
trabalhos estudando o efeito de concentracdes elevadas dos ions metalicos na
producdo dos biopolimeros produzidos pelos microrganismos e mais
especificamente as rizobactérias. Diante disso, 0 objetivo deste trabalho foi
estudar a CMI dos fons metélicos Cu?** e Cr®" e o efeito destes fons sobre a
producdo de exopolissacarideos de quatro isolados de rizébios. O
sequenciamento da regidol6S rDNA também foi investigados para a

identificag&o dos isolados.
2. MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi executado no Laboratério de Bioquimica de
Microrganismos e Plantas (LBMP) do Departamento de Tecnologia da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da UNESP de
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Jaboticabal. As técnicas utilizadas neste trabalho ndo oferecem risco para o
meio ambiente e saude humana, encaixando-se nos padrdes de biosseguranca
(NB-1).

2.1. Isolados utilizados

Quatro isolados pertencentes a ordem Rhizobiales que apresentaram
producdo de EPS, em analises prévias, foram utilizados neste trabalho. Dentre
estes trés ja classificados em nivel de espécie, foram obtidos do Laboratorium
voor Microbiologie — Universiteit Gent (Bélgica), LMG 6125 (Mesorhizobium loti)
e LMG 11892 (Mesorhizobium plurifarium) e um isolado obtido junto a
Fundacdo Estadual de Pesquisa Agropecuaria (FEPAGRO), Rio Grande da
Sul, (Brasil) SEMIA 4064 (Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli). Exceto o
isolado identificado como JAB6, que foi indentificado em nivel de género, neste
trabalho. Atualmente todos os isolados fazem parte da colecdo de culturas do
Laboratério de Bioquimica de Microrganismos e Plantas (LBMP) do
Departamento de Tecnologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
(FCAV) da UNESP de Jaboticabal.

2.2. Condicbes e meios de cultivo

Os isolados foram cultivados em meio liquido TY (5,0 g triptona, 3,0 g
extrato de levedura; 0,46 g CaCl, por litro) a 28°C, com agitacdo de 150 rpm,
durante 48 horas (BERINGER, 1974). Foi retirada uma aliquota de 800,0 uL
deste meio de cultivo, e adicionada em 200,0 uL de glicerol. Em seguida, foi
congelada rapidamente com nitrogénio liquido e estocada a -80°C, sendo este
o estoque definitivo. Além desse estoque, as bactérias também foram mantidas

a 4°C em tubos contendo meio TY sélido, sendo este o estoque de trabalho.
2.3. Identificacao dos Isolados
2.3.1. Extracdo de DNA gendmico

A extracdo do DNA gendmico das bactérias foi realizada segundo o
método modificado de MARMUR (1961). Este método foi adotado neste
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trabalho devido ter sofrido adaptacbes para micro tubo tipo “eppendorf”. As
células foram cultivadas em meio liquido TY a 28°C, com agitacdo de 150 rpm
por 32 h, a suspensao celular foi centrifugada a 12.000 x g durante 30 min a
4°C, descartando o sobrenadante. O sedimento foi lavado duas vezes com
1000 pL de solucdo salina (NaCl 0,85%) para remocao de polissacarideos
extracelulares e possiveis residuos do meio de cultivo. O pellet foi
ressuspendido em 400 pL de solucdo salina (NaCl 0,85%). Em seguida foram
adicionados 40 pL de lisozima (20 mg mL™?), 10 uL de RNAse (10 mg mL™Y) e
88 UL de SDS 10%, para lise da parede celular e da membrana plasmatica e a
degradacdo de RNA. Apos, 158 uL de acetato de sédio 3 M foi adicionado,
seguido pela extracdo com 650 pL da mistura de 24:1 de cloroférmio e alcool
isoamilico. A precipitacdo do DNA ocorreu adicionando-se posteriormente dois
volumes de etanol absoluto (4°C) as amostras. As amostras foram
centrifugadas a 15.600 x g por 30 min. a 4°C, e em seguida lavadas com 1000
puL etanol 70%. O DNA obtido foi seco em temperatura ambiente e dissolvido
em 200 pL de &gua ultra-pura estéril por filtracdo e por autoclavagem (121°C

por 15 min).
2.3.2. Técnicas de manipulacdo do DNA
2.3.2.1.Quantificacdo em NanoDrop e eletroforese de DNA

O DNA genbmico e o fragmento de DNA de interesse devidamente
cortado com as enzimas adequadas foram quantificados tanto através de
visualizacdo apoés eletroforese em gel de agarose, bem como pelo auxilio do
aparelho NanoDrop ND-1000 (Uniscience). As solu¢des trabalho de DNA foram
diluidas para a concentragéo final de 50 ng de DNA gendmico. Os estoques de
DNA permaneceram a -20°C. Para eletroforese foram utilizados géis de
agarose (0,7 a 1%) acrescidos em brometo de etidio (0,5 pg mL?). A
eletroforese do DNA gendmico foi realizada em uma cuba horizontal modelo
HORIZON 11-14 contendo tamp&o TEB 1x [Tris 89 mM, Acido Bérico 89 mM e
EDTA 2,5 mM, pH 8,3]. As amostras foram diluidas em Fsuds (Tris-HCI 65
mmol Lt pH 8,0; EDTA 1,75 mmol L™, Ficoll® 10%, SDS 1%, azul de
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bromofenol 0,02%) e foram aplicadas no gel. A voltagem e o tempo de corrida
variaram conforme a amostra que foi analisada ou purificada.

O marcador de tamanho molecular utilizado para servir como referéncia
de migracao eletroforética para calculo dos tamanhos dos fragmentos foi 0 1 kb
DNA “Ladder” (Fermentas). A revelacdo do gel foi realizada sob luz UV e a
imagem foi documentada em um aparelho foto-documentador (Bio Rad — Gel
Doc 1000), através do “software” Quantity OneR (Bio Rad™, Hercules, CA,
USA).

2.3.2.2. Reacéao de 16S rRNA dos isolados

Os DNAs gendmicos extraidos dos isolado descritos no item 2.1. tiveram
os fragmentos da regido 16S rRNA amplificados, por técnica de Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) para a identificacdo do género a que pertencem.
A reacdo de amplificacéo foi realizada para o volume final de 20,0 pL, contendo
20 pL do Tampédo 10X; 0,6 pL de MgCl, 50 mM; 0,4 pL de
Desoxirribonucleotideos Trifosfatos (ANTPs) 10 mM; 0,5 yL da enzima Taq
Polimerase; 1,0 uL de cada primer universal PA e PC5B a 5 pmol pL™?, 5.0 pL
de DNA de cada isolado a 10,0 ng yL™* e 9,5 L de agua Milli-Q ultra pura
filtrada e autoclavada. O programa do termociclador modelo PTC-100™
Programmable Thermal Controller (MJ Research, Inc.) contem 7 ciclos, sendo o
primeiro na temperatura de 94°C por 5 minutos, o segundo na temperatura de
94°C por 30 segundos, o terceiro na temperatura de 56°C por 40 segundos, 0
qguarto na temperatura de 72°C por 1 minuto e 30 segundos repetindo os ciclos
de 2 ao 4 por 35 vezes, 0 quinto ciclo na temperatura de 72°C por 7 minutos e
0 sexto ciclo na temperatura de 4°C por 24 horas. As amostras foram
analisadas por eletroforese em gel de agarose 1,5% (p/v), contendo brometo
de etidio e tamp&o de corrida TEB 1X em voltagem constante de 90 V por 1
hora e 30 minutos. O produto de PCR foi purificado utilizando-se do Kit
GENECLEANR (Bio 101).

As reacOes de sequenciamento foram realizadas em microplacas,
utilizando cada primer de forma independente com 80 ng de DNA, 1,0 uL de
dye (DYEnamic ET, Amerscham Bioscienses), Tampéao 2,5X (400 mM Tris-HClI,
pH 9,0; 10 mM MgCly), 1,0 yL dos primers PA e PC5B (5 pmoles) e 1,0 yL dos
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primers internos (3 pmoles): 362f (regido 339-362) (5'-
CTCCTACGGGAGGCAGCAGT-3), 786f (regido 746-786)
(5’AAGCGTGGGGAGCAAACAGG-3) e  (1203f regido  1179-1203)
(5’AGGTGGGGATGACGTCA-3). Para os primers internos, foi utlizado o
seguinte programa: desnaturacdo a 95°C por 2 min; seguido de 30 ciclos de
desnaturacdo a 95°C por 10 segundos, pareamento a 50°C por 4 segundos,

extensdo a 60°C por 4 minutos e, manutencao a 4°C (MENNA et al., 2006).

2.3.2.3 Sequenciamento dos produtos da PCR utilizando o equipamento
capilar ABI 3700

ApoOs a reacdo, as amostras foram preparadas para 0 sequenciamento
do produto de PCR em microplaca. Foram adicionados 80 pL de isopropanol
75%, sendo as mesmas agitadas levemente. Posteriormente, as amostras
permaneceram por 15 minutos em temperatura ambiente e foram centrifugadas
a 3.220 x g por 45 minutos a 20°C. Apos a centrifugacdo, foi descartado o
sobrenadante, e a placa foi deixada por 5 minutos em temperatura ambiente,
invertida em papel absorvente. Foram adicionados 200 uL de etanol 70%, e a
microplaca foi centrifugada a 3.220 x. g por 10 minutos, a 20°C. Apés a
centrifugagéo, foi descartado novamente o sobrenadante, e a placa foi invertida
novamente sobre papel absorvente para uma breve centrifugacdo da placa

(spin). As amostras foram secas em fluxo laminar por 30 minutos.

2.3.2.4. Andlise do sequenciamento e posicao filogenética baseada no
gene 16S rRNA

Para se verificar a qualidade das sequéncias geradas, foi utilizado o
programa “Sequecing Analysis 3.4, gerando os eletroforogamas que foram
submetidos a analise pelo programa “Phred/Phrap/Consed” (GORDON et al.,
1998). A selecdo das sequéncias adequadas foi realizada utilizando os
programas do pacote Phred/Phrap/Consed, o qual analisa a qualidade das
sequéncias, visualizando graficamente, gerando arquivos no formato “fasta”,
em que o nivel de exigéncia foi de 200 bases com qualidade Prhed maior ou

igual a 20 (EWING et al., 1998), auxiliado pelo programa “Contgen.pl”.
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Preliminarmente, as sequéncias foram submetidas a consulta de
similaridade de nucleotideos, com sequéncias depositadas no banco de dados
GenBank através do programa BLAST “Basic Local Alignment Search Tools”
(ALTSCHUL et al.,1997), em uma “workstation” SUNBLADE 1000 (SUN
Microsystems), pelo “site” do Laboratorio de Bioquimica de Microrganismos e
Plantas (http://Ilomp.fcav.unesp.br/blast).

As sequéncias obtidas foram alinhadas e comparadas pelo programa
“CLUSTALX V.4.0.” (LARKIN et al., 2007) com base no gene 16S rRNA. Alem
disso, para esta comparacéao foi realizada a busca de sequéncias depositadas
no GenBank, com o propdsito de agrupar as bactérias nos respectivos géneros.
Para matriz de distancia foi utilizando o método de construgdo da arvore
neighbor-joining (SAITOU & NEI, 1987) e o algoritmo “Jukes-Cantor” (JUKES &
CANTOR, 1969), respectivamente processado pelo programa de analise
genética de evolucdo molecular MEGA versédo 4.0 (TAMURA et al., 2007).

2.4. Determinacdo da Concentracdo Minima Inibitéria (CMI)

Visando conhecer a toxicidade dos metais cobre (Cu®**) e cromo (Cr®")
para os isolados de rizobios foram realizados testes para verificar a
concentragdo minima inibitéria destes metais. Para isto, foram preparadas
solucdes estoque de CuS0O,4.5H,0 e K,Cr,0O7 na concentracdo de 1,0 M. As
solucbes estoques foram preparadas com agua deionizada e esterilizada em
autoclave a 121°C e 1 atm, durante 15 min.Os isolados foram incubados em 50
mL de meio liquido TY a 28 °C e 150 xg até o platd da fase log. Aliquotas das
culturas correspondentes a 10% (v/v) foram transferidas para os tubos de vidro
sigmaware (Sigma CAT N° 5916), contendo 5,0 mL do meio liquido TY
adicionados dos metais pesados (Cu®* e Cr"), separadamente, em uma faixa
de concentragbes de 0,05 - 10,0 mM. Estas concentragdes foram adotadas
tendo como base dados da literatura (MOHAMAD et al., 2012; XIE et al., 2013).
ApoOs o cultivo dos isolados em meio liquido, aliquota de 100 uL foi transferida
para placas de Petri contendo meio sélido TY com a respectiva concentragdo
do metal. A CMI foi observada quando os isolados ndo conseguiram crescer

em placas mesmo depois de 10 dias de incubacao.
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2.5. Efeito de Metais na producéo de Biomassa e EPS

Os isolados foram cultivados em meio liquido PSY (CAMPANHARO,
2006) acrescidos com diferentes concentragcbes e em misturas dos ions
metélicos cobre (Cu®**) e cromo (Cr®"). As concentracdes dos metais foram
determinadas de acordo com os resultados obtidos no item 2.4. As condicdes
de cultivos e composi¢bes de cada meio descritos para a execussado deste
ensaio estdo no item 2.5.1. Apés o término do tempo de cultivo foram
realizadas as avaliacdes da quantificacdo da biomassa celular, pH; producéo e

guantificacdo dos EPSs (item 2.5.2).
2.5.1. Producéao de exopolissacarideos

Cultura de 24 horas foi inoculada em frascos tipo “erlenmeyer”, com
capacidade para 125,0 mL, contendo 50,0 mL de meio liquido PGY (1,4 ¢
KoHPOy4; 1,0 g KH2POg4; 0,2 g MgS0O,4.7H,0; 10,0 g glicerol; 3,0 g extrato de
levedura por litro; pH 6,8) (CAMPANHARO, 2006) e, incubado em agitador
orbital 150 rpm, 28°C por 24 horas, ou seja, até a obtencédo de uma suspensao
com leitura de densidade optica (DOggo) igual a 4,6. Aliguotas das culturas
correspondentes a 10% (v/v) foram transferidas para frascos tipo “erlenmeyer”
de 300,0 mL contendo 100,0 mL do meio liquido PSY (1,2 g KoHPOy4; 0,8 g
KH,POg4; 0,2 g MgS0O,4.7H,0; 30,0 g sacarose; 1,0 g extrato de levedura por
litro; pH 6,8) (CAMPANHARO, 2006) e incubadas novamente pelo tempo
determinado, a 150 rpm e uma temperatura de 28°C. Para este ensaio dos
efeitos dos ions metalicos no crescimento celular e na producao de EPS, foram
testados de acordo com as concentracdes predefinidas pelo teste de CMI (item
2.4). Os tratamentos deste ensaio foram: (i) meio PSY (controle); (ii) PSY +
Cr®* 0,05mM; (i) PSY + Cu?* 0,35mM; (iv) PSY + Cr®" 0,7mM; (v) PSY + Cr®*
0,05mM + Cu®** 0,35mM; (vi) PSY + Cr® 0,06mM + Cu®" 0,7mM. Todos os
quatro isolados foram cultivados nos respectivos meios em duplicata. Os
cultivos foram em dois tempos: 72 e 144 horas. Apds o término do tempo de
cultivo, a cultura foi submetida a centrifugacdo (10.000 x g, a 4°C, por 50

minutos), separando as ceélulas do sobrenadante. O sobrenadante foi utilizado
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para aferir o pH e, para a recuperacdo do EPS, conforme descrito no item
2.5.2.

As células recuperadas (biomassa celular) foram ressuspendidas em
solugéo salina (NaCl 0,85%), novamente centrifugadas (10.000 x g, a 4°C, por
15 minutos), e secas em estufa a 50°C até obtermos massa constante, para
gue a biomassa celular fosse avaliada por gravimetria. Este ensaio

experimental foi feito em duplicata.
2.5.2. Obtencéao de EPS produzido pelos isolados

O sobrenadante coletado, conforme descrito anteriormente (item 2.5.1.)
foi utilizado para a extracdo de EPS. O EPS foi precipitado adicionando-se 3
volumes de alcool etilico 96% resfriado e recuperado utilizando um bastéo de
vidro. O EPS de cada amostra foi transferido para béquers com peso
conhecido. O material foi seco em temperatura ambiente e a massa foi aferida
até permanecer constante. O produto obtido seco foi conduzido a balanca de
precisdo para a verificacdo da quantidade obtida de EPS. O volume do frasco
foi anteriormente medido antes da precipitacdo do EPS, em seguida, foi
realizada a converséo para g L™ (grama de EPS por litro de meio de cultura). A
eficiéncia relativa na producéo de EPS foi avaliada pela relacdo entre o total

de EPS e a biomassa celular.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Analise da sequéncia do gene 16S rRNA

As andlises do gene 16S rRNA foram realizadas para identificar o
isolados JAB 6 que nao havia sido identificado e confirmar as identificacdes
dos isolados SEMIA4064, LMG6125 e LMG11892. As analises de
sequeciamente dos 1500 pb da regido 16S rRNA dos isolados LMG 6125 e
LMG 11892, ndo apresentaram similaridades as espécies que foram
anteriormente identificados Mesorhizobium loti e Mesorhizobium plurifarium
respectivamente, sequenciados por Lajudie et al. (1998). A analise da matriz de
distancia foi executada e o dendrograma obtido pela método neighbor-joining é

mostrado na Figura 1.
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Figura 1. Analise classificatoria das sequéncias do gene 16S rRNA (aproximadamente 1.500
bp) dos isolados: SEMIA 4064 (e), LMG 6125(m), LMG11892(A) e JAB6 (¢). Para a
analise foi utilizado o método Neighbor-joining, com a matriz de substituicdo de
nucleotideos Jukes-Cantor e bootstrap com 1.000 réplicas. Sdo mostrados apenas 0s
valores de bootstrap = 50%. A escala significa 0,1 de substitu¢cdo de nucleotideos por
posicdo. A sequéncia do 16S rRNA de H. oregonensis (L04675.1) foi utilizado apenas
COmOo grupo externo.

A figura demonstra que os isolados LMG 6125 e LMG 11892 ocupam
uma posicdo separada no dendrograma com outros isolados de
Mesorhizobium. No entanto, nossas analises de sequenciamento determinaram
que estes isolados apresentaram 99% de similaridades com o género

Sinorhizobium.
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No trabalho original em que LMG 6125 foi senquenciado os autores ao
apresentar os resultados relatam que este isolado apresentou 99,3% de
similaridade com outro isolado de M. loti (ATCC 33669), em contrapartida,
também apresentou maior semelhanca com M. ciceri, UPMCa7 (99,7% de
similaridade) e relativamente perto de IAM 135M (M. loti), em um conjunto
separadamente. Os autores relatam que niveis relativamente baixos de
sequéncia de 16S rDNA similaridade (97,6-97,7 %), com tensdo IAM 13588
sugerem gue a identidade do tipo de IAM é estirpe questionavel (LAJUDIE et
al., 1998). O isolados LMG 6125, sequenciado neste trabalho apresentou 99%
similaridades com Sinorhizobim meliloti comparando-o com o isolados
EU399709.1, com bootstrap de 94%. A similaridade do isolado LMG 11892 foi
de 99% entre as sequéncias com de S. arbori (AM181738.1) e S. sp
(Z78204.1), e bootstrap de 84%. SEMIA 4064 apresentou similaridade com o
isolado FJ025130.1 (Rhizobium sp.) e JAB6 com o isolado AM179833.1 (R.
tropici) com 99% de similaridades para ambos e 94 e 97% de bootstrap
respectivamente. Os valores de bootstrap demonstra que estes agrupamentos
sao estatisticamente significativos. Apesar das analises presentes neste estudo
demonstrarem que os isolados LMG 6125 e LMG 11892 pertencerem a
géneros e espécies diferente que o determinado em o descrito no primeiro

sequenciamento destes isolados, mais estudos sdo necessarios.
3.2. Determinacédo da Concentracdo Minima Inibitoria (CMI)

Os resultados demonstraram que os isolados de rizobio apresentam
graus distintos de sensibilidade, quando cultivados em meio TY em diferentes
concentracOes de cobre e cromo (Tabela 1 e 2). Os isolados SEMIA 4064,
LMG 11892 e JAB6 apresentaram crescimento celular até da concentracdo de
2,4 mM de Cu®, ja o isolado LMG6125 demonstrou ser sensivel & esta
concentracdo, crescendo até da concentracdo de 1,6 mM de Cu®*. O mesmo
foi observado por Mohamad et al. (2012), em isolado de M. amorphae
(CCNWGS0123) que apresentou crescimento celular em meio TY

suplementado com 2,2 mM de Cu?*, mostrando elevada resisténcia ao metal.
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Tabela 1 — Efeito das diferentes concentracdes de Cu®*
na toxicidade de células de rizobios.

Concentragéo Isolados
de Cobre
4064 6125 11892 JAB6

0,7 mM + + + +
1,6 mM + + + +
2,4 mM + - + +
5,0 mM

10,0 mM

(+) presenca de col6nias de células bacterianas
(- ) auséncia de colbnias de céluas bacterianas

Quando o meio TY foi suplementado com Cr®" os isolados mostraram
maior sensibilidade a este metal. Os isolados LMG 6125, LMG 11892 e JAB6
apresentaram crescimento celular até a concentragédo de 0,5 mM de Cr®*, no
entanto, o isolado SEMIA 4064 demonstrou elevada sensibilidade ao cromo
apresentando crescimento celular até de 0,1 mM de Cr®". O isolado de M.
amorphae (CCNWGS0123) estudado por Xie et al. (2013) apresenta maior
resisténcia as concentracbes de cromo hexavalente, demonstrando
crescimento na concentracdo de 1,6 mM de Cr®. Contudo, os autores
utilizaram um microrganismo que apresenta um gene chrA que é exportador do
cromo presente no interior da célula. Esta caracteristica € um fator que
determina resisténcia, indicando a elevada capacidade da bactéria ao cromo.

Rathnayake et al. (2013) questionam estudo de CMI como forma de
avaliar os niveis de ions metalicos na toxicidade dos microrganismos. Estes
pesquisadores alegam que os meios de cultura bacteriolégica que foram
usados continham componentes organicos indefinidos, tais como caldo
nutriente, peptona, triptona, extrato de levedura e extrato de carne. Outra
guestdo que os autores levantam sdo as elevadas quantidades de carbono
(glicose, gluconato, manitol, etc). O uso dos meios de -cultura acima
mencionados, em testes de CMI, DLsp e outros, resultam em altos niveis de
tolerancia aos ions metélicos pelas bactérias (MEGHARAJ et al., 2003). As
condicdes presentes nos meios de cultura ndo refletem a real condigéo que os

microrgansimo estao expostos em ambientes contaminados.
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Tabela 2 — Efeito das diferentes concentracdes de Cr®" na
toxicidade de células de rizdbios.

Concentragéo Isolados

de Cromo 4064 6125 11892 JAB6
0,05mM + + + +
0,1 mM + + + +
0,2mM - + + +
0,3mM - + + +
0,4 mM - + + +
0,5mM - + + +
0,6 mM

0,7 mM

1,6 mM

24 mM

5,0 mM

10,0 mM

(+) presenca de colbnias de células bacterianas
(-) auséncia de colbnias de céluas bacterianas

Um outro importante componente do meio de cultura séo os tampdes de
pH. Em meios de cultura, tampdes de pH estdo presentes em maiores
concentracdes do que os outros componentes do meio. O fosfato € o tampéao
mais comum usado em meios microbiologicos. A adicao de fosfato em meio de
cultura contendo metais pesados pode causar a precipitacdo dos ions
metalicos, como fosfatos insolaveis, reduzindo assim a biodisponibilidade e
toxicidade (RATHNAYAKE et al., 2013).

3.3. Efeito de Metais na producéo de Biomassa e EPS

Os isolados de rizébios apresentaram comportamentos distintos quando
em meio PSY acrescidos dos fons metalicos Cu®* e Cr®*, em varias
concentracbes e em mistura (Tabela 3). O isolado SEMIA 4064 apresentou
crescimento celular em todos os meios contendo os ions metdalicos mas, a
quantidade de células presentes nestes meios sdo equivalentes a 10% do total
das células em meio PSY sem a presenca dos ions metalicos (Figura 2). A
guantidade de células (massa seca) transferida do pré-indculo para os meios
referentes aos tratamentos deste ensaio foi 0,11g L™, com isso demonstramos
que houve um pequeno aumento no numero de células. A producéo de EPS so

foi identificada no meio PSY com cromo 0,05mM mais cobre 0,35 mM, em 6
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dias de incubacdo (Tabela 3). Apesar da producdo de EPS ser 55% da
produzida por este mesmo isolado em meio PSY isento de ions metélicos, este
dado é muito significativo em relagdo a quantidade de células. Com isso,
podemos concluir que a concentracdo de células ndo é o Unico fator
determinante para a producao de EPS. Alguns autores relatam que a producéo
de EPS pode ser estimulada em ambientes contaminados com metais pesados

(CUI e ZHANG 2012; JITTAWUTTIPOKA et al., 2013).

BPEY
m PSY + Croma 0,05

mPEY & Cobre 0 35mad

wFPEY = Cobre O Trribd

EPEY = Cobre 0,35rmM + Crormo 0 DS
o5

B FEY + Caobre [ TeaMd + Cromo 0BGl

Concentragio de biemassa seca [mg L)

790 144h

Figura 2. Producado de células do isolado de rizébio SEMIA 4064, em
diferentes meios adicionados fons metalicos Cu®* e Cr®*, apés
72 e 144 horas de incubacéo (28°C, 150 rpm).

O crescimento celular de LMG 6125 demonstrou ser o menor dentre os
isolados, mas este fato ja é notado pela quantidade de biomassa celular
presente no pré-indculo (0,04 g L™). O Meio PSY + cromo 0,05 mM demonstrou
crescimento celular da bactéria similar ao controle (PSY), apresentando
producéo significativa de EPS, ap06s 3 e 6 dias. Este fato demonstra que a
bactéria ndo precisou de um tempo para se adaptar e esta concentracdo de
cromo (0,05 mM) pode nado afetar as células. Os demais tratamentos
apresentaram baixas taxas de crescimentos de células, chegando até a 5% da
condigao controle (Figura 3).

O isolado LMG 11892 em todos os meios contendo os ions metélicos,
apresentou quantidade de células presentes nestes meios equivalente a 10%
do total das células em meio controle PSY, exceto o meio PSY + cromo 0,05
mM (Figura 4).
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Figura 3. Produgédo de células do isolado de rizébio LMG 6125 em diferentes
meios adicionados fons metalicos Cu®* e Cr®*, apés 72 e 144 horas
de incubagéo (28°C, 150 rpm).

A guantidade de células (massa seca) transferida do pré-indculo para os
meios referentes aos tratamentos deste ensaio foi 0,06 g L™. A producédo de
EPS foi identificada apenas no meio PSY com cromo 0,05mM em ambos 0s
periodos de incubagdo, demonstrando que a presenca deste metal nesta
concentragdo ndo afeta este isolado de bactéria.

25 mpESY
5 BFS5Y + Cromo 0,05mM
mFSY « Cobra 0,.35mM
aPsY & Cobra 0, FmM
1 BPSY + Cobre 0.35mM + Croma 0.05mM

BFSY + Cobere 0. TmM + Cromao 0.05mb

Concentragao de blomassa seca (mgL"')

Tan 144h

Figura 4. Producédo de células do isolado de rizébio LMG 11892 em diferentes
meios adicionados jons metalicos Cu** e Cr®, ap6s 72 e 144 horas
de incubacéo (28°C, 150 rpm).

O isolado JAB6 apresentou um comportamento bem distinto dos demais
analisado neste ensaio (Tabela 3 e Figura 5). Produziu exopolissacarideos no
meio PSY + cromo 0,05 mM, em ambos os periodos de incubacéo testados,

com rendimento de 53 e 71%, em relagdo ao meio controle (PSY). No entanto,



57

houve um aumento de células de 358% (3 dias) e 57% (6 dias) na presenca
deste meio, quando comparado ao meio PSY sem a presenca do metal.
Especulamos que as células deste isolado de rizébio, em resposta a presenca
do cromo, sentiu-se ameacada desencadeando um aumento de sintese celular
nos primeiros trés dias. ApOs este periodo, a biomassa celular pode ter sofrido
lise e reutiizada como fonte de carbono para a producdo de
exopolissacarideos, como forma de proteger as células a possiveis aumentos
na concentracdo do ion metéalico. Os isolados LMG 6125, LMG 11892 e JAB6
mais especificamente, mostraram que 0 cobre de alguma forma inibe a
producéo de EPS.

aFsY
BPSY + Cromno 0,050
BFST « Cobre 0,35mM

mFSY + Cobre 0. 7mi

1 i i mPSY + Coboe 0,35mM + Cramd 0,05mmM

- l I i . BFSY + Cobwe 0.7mM + Cromo 0,.0amM
a4 - :

Concentragio de blomassa seca (mg L)

Figura 5. Producao de células do isolado de rizébio JAB6 em diferentes meios
adicionados fons metdlicos Cu®* e Cr®, ap6s 72 e 144 horas de
incubacédo (28°C, 150 rpm).

O crescimento de R. leguminosarum néo foi inibido até a concentracéo de
0,5 mM de cromo. As concentragdes acima de 0,5 mM provou ser inibidora do
crescimento R. leguminosarum tanto para o ion Cr (lll) quanto Cr (VI)
(RAAMAN et al., 2012). Os efeitos dos ions metélicos podem variar entre 0s
organismos, de acordo com as estirpes, a fase de crescimento (vegetativa e
reprodutiva), tamanho do organismo e formas, entre outros aspectos (GADD e
MOWLL 1985; SABIE e GADD 1990).

O crescimento celular de bactérias diminui em elevadas concentracdes de
Cr () e (VI). Raman e Sambandan (1998) relataram que concentracdes
elevadas destes ions reduz o teor de proteina durante o desenvolvimento de
fungos micorrizicos. A biomassa diminui com o aumento da concentracdo de

cromo em fungos Laccaria laccata e Suillus bovinus (RAMAN et al., 2002).
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Elevadas concentracdes de ions cromo afetam adversamente o crescimento
celular de microrganismos, interferindo na sintese dos acido nucleicos
(OGAWA et al., 1989). O desenvolvimento celular foi favorecido quando houve
a diminuigdo do cromo, em doses menos tdxicas presentes no meio de cultura.
A adicdo de cromo novamente levou a uma diminuicdo na viabilidade celular e
o crescimento de células foi retardado dependendo da quantidade de cromo
adicionado. Isto pode ser devido a toxicidade de cromo no crescimento
microbiano na concentragdo mais elevada (KHAN, 2001).

Em estudo de trés espécies de Bacillus spp. os autores relataram que os
isolados apresentavam comportamentos diferentes uns dos outros quanto aos
niveis de toxicidade de Cd e Cu (RATHNAYAKE et al., 2013). No entanto, os
autores supoem que a diferenga significativa nos padrdes de crescimento e nos
niveis de tolerancia a cadmio e cobre sdo devido as diferencas nas
composicdes entre os quatro meios testados. Em pesquisas de laboratorio é
necessaria uma melhor compreensdo de como o0s metais pesados se
comportam no meio de cultura utilizado e, como este meio esta representando
as reais condicdes ambientais. Estes fatos sdo importantes para uma melhor
compreensdao da interacdo de microrganismos com metais téxicos
(RATHNAYAKE et al., 2013).

Ha pouquissimos estudos na literatura, em relacdo a acdo dos metais
pesados sobre a producdo de EPS. Uma pesquisa usando as estirpes de
cogumelos Cordyceps medicinais e C. militaris verificou que a producdo de
EPS alcancou maiores niveis em meio contendo Mg* e Mn*". J4 os meios
contendo Ca?’* e K' ndo aumentaram significativamente a producéo
exopolissacarideos (CUI et al., 2010). No entanto, ndo foi encontrado nenhum
trabalho relatando a reducéo ou a ndo producao de EPS pelos microrganismos,
guando adicionado ions metalicos ao meios de cultura que foram cultivados.
Diante disto, por ndo conseguimos trabalhos publicados semelhantes ao nosso,
ndo ha como conflitar os resultados obtidos neste trabalho. Com isso, estudos
de doses toxicas de metais pesados agindo na producdo de
exopolissacarideos, mais especificamente em relacdo aos rizobios, sé&o
necessarios, uma vez que a producdo de EPS estd diretamente ligada a

formacdo de nodulos, na relacdo simbidtica entre microrganismo-planta. Como
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se comportam as plantas que dependem da nodulacdo em ambientes
contaminados com metais pesados. Logo, estudos com estas abordagens séo

necessarios.
4. CONCLUSAO

Os estudos realizados com os isolados de rizobios, identificados através
do sequenciamento do gene 16S rRNA, utilizando um planejamento para
avaliar o efeito da concentracdo dos ions metdlicos Cu®** e Cr®", indicaram que
houve influéncia da presenca dos metais no meio de cultivo, em relacdo a
producdo da biomassa bacteriana e exopolissacarideos. Uma vez que quando
comparados a condicdo controle, desprovida dos mesmos ions metalicos,
observa-se drasticamente a queda na producdo de EPS e biomassa
bacteriana. Considerando o potencial biotecnolégico de producdo de
exopolissacarideos dos isolados, principalmente do isolado identificado e
denominado como JABG6, novos estudos devem ser continuados a fim de
aperfeicoar a producédo de EPS em condi¢cdes desfavoraveis de cultivo, como

por exemplo, na presenca de ions metalicos.
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CAPITULO 3 — Biossorcéo de cobre (Il) e cromo (VI) em solu¢des aquosas

usando células nao-vivas de isolados de rizébios
RESUMO

A presenca de elevada quantidade de cargas predominantemente
anibnicas na parede celular faz com que estas estruturas sejam capazes de
interagirem fortemente com cétions metalicos. Tal caracteristica desempenha
um papel importante no sequestro e imobilizacdo dos ions metalicos, em
ambientes contaminados. A utilizagdo de células bacterianas vivas, em
tratamentos de agua ou solo contaminados, em elevadas concentragbes de
metais pesados e outros compostos, ndo € vantajosa. A presenca de elevadas
concentracbes dos contaminantes pode causar toxicidade as células,
impedindo que estas se desenvolvam e, cumpram o papel na imobilizacdo e
remoc¢do dos contaminantes. Uma estratégia a estes problemas de toxicidades
€ a utilizacdo de células ndo-vivas no processo de biorremediacdo. Diante
disso, o objetivo deste trabalho foi estudar o potencial de células ndo-vivas, de
isolados de rizébios, como bissorventes dos fons Cu®** e Cr®*, em solucao
aguosa. Para isso, quatro isolados de bactérias pertencentes a ordem
Rhizobiales (SEMIA 4064, LMG 6125, LMG 11892 e JABG6) foram investigados
quanto & eficiéncia na remocéo de fons metalicos Cu®** e Cr®*, em diferentes
tempos (30 min. e 30 horas). Os dados isotérmicos foram analisados de
acordo, com o modelo de Langmuir. Apos a selecdo dentre os quatro isolados
gue apresentou maior capacidade de remover os ions metalicos. Foi estudado
as melhores concentracdes do biossorvente e dos fons Cu®** e Cr®" |, que
favoreciam o processo de remocado. Os resultados demonstraram que dos
quatro isolados de rizébios na concentracédo de 0,5 g L™ (biossorvente) em
solucdo aquosa de 100 mg L™ dos fons Cu®* e Cr®* (separadamente), a melhor
taxa de remocdo de ambos ions metalicos foi do biossorvente LMG 6125
(Sinorhizobium meliloti). Diante, do tempo de exposicdo das células os ions
metélicos observamos que ndo houve diferenca significativa entre os tempos
de 30 minutos e 30 horas. A maior taxa de remogéo foi de Cu* 56% e Cr°*
57% na concentracdo do biossorvente de 2,5 g L™, para ambos metais com

concentracdo inicial de 500mg L™. O biossorvente apresentou melhor
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capacidade de biossorcdo na dose 0,5 g L™ de células mortas. O modelo de
Langmuir descreveu bem as isotermas de equilibrio de sorcdo para o0s
biossorventes estudado.

Palavras-chaves: células mortas, biossorvente, biorremediagdo, Rhizobium

spp., metais pesados
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CHAPTER 3 — Biosorption of copper (II) and chromium (VI) in aqueous

solutions using non-living cells of rhizobial isolates
ABSTRACT

The presence of high amounts of predominantly anionic charges on the
cell wall makes these structures are capable of interacting strongly with metal
ions. This feature plays an important role in the kidnapping and immobilization
of metal ions in contaminated environments. The use of live bacterial cells for
treatment of water or soil contaminated with high concentrations of heavy
metals and other compounds is not advantageous. The presence of high
concentrations of the contaminants may cause toxicity to cells, preventing them
from developing and fulfill the role in the immobilization and removal of
contaminants. One strategy to problems of toxicity is the use of non-living cells
in the bioremediation process. Therefore, the aim of this study was to
investigate the potential of non-living cells of rhizobial isolates, as bissorventes
of Cu?* and Cr®" in aqueous solution. For this, four strains of bacteria belonging
to the order Rhizobiales (SEMIA 4064, LMG 6125, LMG 11892 and JAB6) were
investigated for the removal efficiency of heavy metal ions (Cu?* and Cr®"), at
different times (30 minutes and 30 hours). The isothermal data were analyzed
according to the Langmuir model. After the selection of the four isolates showed
greater ability to remove metal ions. The best concentrations of biosorbent and
Cu?* and Cr®, was studied favoring the removal process. The results showed
that the four strains of rhizobia with 0.5 g L™ (biosorbent) in aqueous solution of
100 mg L™ of Cu?* and Cr®* (separately), the best rate of removal of both metal
ions was the biosorbent LMG 6125 (Sinorhizobium meliloti). The time of
exposure of the cells the metal ions observed no significant difference between
the times of 30 minutes and 30 hours.The highest removal rate was 56% for ion
Cu?* and 57% for ion Cr®* at the concentration of biosorbent 2.5 g L™ for both
metals with an initial concentration of 500 mg L™. The biosorbent showed better
biosorption capacity at a dose 0.5 g L™ of dead cells. The Langmuir model

described well the equilibrium sorption isotherms for the studied biosorbents.
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1. INTRODUCAO

Muitos metais pesados constituem um risco ambiental global (MEJARE e
BULOW, 2001), sendo de dificil remoc&o, seja por métodos quimicos ou
biologicos. Cobre (Cu) e cromo (Cr) sdo aplicadas em alguns processos no
setor agroindustrial tais como, em insumos agricolas, processamento do couro,
galvanizagéo, fabricacdo de automovel, mineracéo, entre outros (OGUNBILEJE
et al.,, 2013). Geralmente esses metais podem ser elementos tragos, mas em
niveis toxicos podem causar efeitos carcinogénicos ou mutagénicos. A
exposicdo aguda ao Cu®** e Cr®" pode causar problemas de satde, como por
exemplo, anemia, doencas do figado e rins, danos cerebrais e morte em ultima
instancia (RAUNGSOMBOON et al., 2008; ZHOU et al., 2009). Varios danos
ambientais também podem ser causados pela presenca de elevadas
concentracbes de metais pesados, sendo um destes danos a reducdo da
biodiversidade em &reas contaminadas. Com isso, a remocgdo destes
compostos téxicos de efluentes torna-se uma importante prioridade que se
reflete em regulamentos ambientais mais rigidos.

Como forma de atender tais regulamentos, uma série de estudos tem
demonstrado a possibilidade de remocéo e recuperacao de metais pesados de
solugdes (SAEED et al., 2005; WU, et al., 2009). Métodos tradicionais de
remocao incluem precipitacdo, oxidac&do/reducdo, troca ibnica, filtracao,
processos eletroquimicos, separacdo por membranas e evaporacdo. No
entanto, estes métodos apresentam varias desvantagens como custo elevado,
remocgdo incompleta, baixa seletividade, alto consumo de energia, além de
gerar um lodo toxico de dificeis tratamento e destinagdo. Estudos visando a
busca por adsorventes de baixo custo, que sejam versateis, apresentem
elevada capacidade de adsorcdo de poluentes e que gerem o minimo de
residuo, sdo necessarios. Um processo alternativo é a biossor¢do, que utiliza
varios materiais de origem biologica, incluindo bactérias, fungos, leveduras,
algas, etc. Estes biossorventes possuem propriedades que conseguem
remover metais, diminuindo a concentracdo de ions de metais pesados
presente nos efluentes e em ambientes contaminados. S&o eficazes em

sequestrar rapidamente ions metalicos em solu¢cdes complexas (MOHAMAD et
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al., 2012; XIE et al., 2013). Por esse motivo, a biossor¢cdo € uma opcéao ideal
para o tratamento de efluentes complexos com grande volume e baixa
concentragdo (VEGLIO e BEOLCHINI, 1997; VOLESKY e HOLAN, 1995).

Um biossorvente que vem sendo muito estudados sédo as células
bacterianas ativas e inativas (RAAMAN et al., 2012; MOHAMAD et al., 2012;
XIE et al., 2013). Contudo biossorventes n&o-vivos sdo preferidos por
facilitarem o processo de tratamento prevenindo a toxicidade das células pelos
niveis toxicos de metais pesados. As células microbianas, biopolimeros e
estruturas biogénicas, presentes nos microrganismos, apresentam em suas
estruturas moleculares uma abundancia de grupamentos carregados
negativamente. Estes grupamentos prontamente disponiveis formam
complexos com ions metalicos através de interacfes eletrostaticas (HUANG et
al ., 2013; MOHAMAD et al., 2012; SUTHERLAND, 2001; XIE et al., 2013 ).
Estes processos de complexacdo sdo afetados por uma série de fatores,
incluindo o pH, temperatura e as cargas presentes nos biossorventes (HUANG
et al., 2013). Alguns estudos tém demonstrado a utilizacdo da biomassa morta
na aplicacdo como biossorvente. No entanto, a busca por microrganismos com
moléculas bioestruturadas com elevada presenca de cargas, alta viscosidade,
entre outras caracteristicas € necessaria. Raros sédo os estudos relatando uso
de células morta como biossorvente na remoc¢éo de difentes metais pesados.
Diante do exposto, é importante a pesquisa das aplicacbes de células morta
como agentes biorremediadores efetivos, em processos de adsorcdo de
contaminantes metalicos. Com isso, 0s objetivos do nosso trabalho foram: (i)
estudar a capacidade de remocdo dos fons metélicos Cu?* e Cr®* por células
mortas de quatro isolados de rizébios; (ii) analisar se os tempos de exposi¢ao
das células afetam a taxa de remocéo e (iii) investigar algumas condicbes que
favorecam o processo de adsorcdo dos ions metalicos por acdo do

biossorvente.
2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi executado no Laboratério de Bioquimica de
Microrganismos e Plantas (LBMP) do Departamento de Tecnologia da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da UNESP de
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Jaboticabal. As técnicas utilizadas neste trabalho ndo oferecem risco para o
meio ambiente e saude humana, encaixando-se nos padrdes de biosseguranca
(NB-1).

2.1. Isolados utilizados

Quatro isolados pertencentes a ordem Rhizobiales que apresentaram
producdo de EPS foram utilizados neste trabalho. Dos isolados, dois foram
obtidos do Laboratorium voor Microbiologie — Universiteit Gent (Bélgica) LMG
6125 (Sinorhizobium meliloti) e LMG 11892 (Sinorhizobium arboris), um isolado
obtido Fundacdo Estadual de Pesquisa Agropecuaria (FEPAGRO) Rio Grande
da Sul, (Brasil) SEMIA 4064 (Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli) e JAB6
(Rhizobium tropici). Atualmente todos os isolados fazem parte da cole¢ao de
culturas do Laboratoério de Bioquimica de Microrganismos e Plantas (LBMP) do
Departamento de Tecnologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
(FCAV) da UNESP de Jaboticabal.

2.2. Condicbes e meios de cultivo

Os isolados foram cultivados em meio liquido TY (5 g triptona, 3 ¢
extrato de levedura; 0,46 g CaCl, por litro) a 28°C, com agitacdo 150 rpm,
durante 48 horas (BERINGER, 1974). Em seguida, foi retirada uma aliquota de
800 uL deste meio de cultivo, e adicionada em 200 pL de glicerol, em seguida
foi congelada rapidamente com nitrogénio liquido e estocada a -80°C, sendo
este o estoque definitivo. Além desse estoque, as bactérias também foram
mantidas a 4°C em tubos contendo meio TY solido, sendo este o estoque de

trabalho.

2.3. Preparacéao de Biossorvente Bacteriano e Solucéo I6nica de Cobre e

Cromo

Os isolados foram previamente cultivado em meio PGY a 28 °C durante
24 h, com agitacao, a 150 x g. No final da fase exponencial, as células foram
colhidas por centrifugacdo a 12.000 x g durante 15 min. As células recolhidas

foram lavadas trés vezes com &gua destilada, desionizada (ddH,O) e
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esterilizada e, depois submetida a autoclavagem a 121 °C durante 20 min (Li et
al., 2010). Os isolados foram ressuspendidos para ser designados as solucdes
dos metais no ensaio de biossorcao, item 2.4.

As soluces de teste (5 mL cada) contendo Cu?*, Cr®* foram preparadas
a partir de CuS04.5H,0 e K;Cr,0O; com uma série graduada nas concentracoes
de 50 a 500 mg L?, respectivamente. O pH inicial de cada solucdo de ensaio
foi ajustado para o valor apropriado, HCI 0,1 M ou 0,01 M NaOH antes da
adicao do EPS.

2.4. Remocéo de Cobre e Cromo por EPS e células mortas de RizObios
2.4.1. Teste de Screening da capacidades de remocédo de Cu®" e Cr®" entre

os isolados

As amostras de células mortas dos quatro isolados de rizobios foram
constituidas por uma concentracdo de 0,5 g L' (massa seca). E a
concentracdo inicial dos fons metélicos , Cu®** e Cr®, foi de 100 mg L™ em
frascos de 300 mL contendo 100 mL de solugcdo. Os pHs foram ajustado para
5,0 para solucéo de Cu®** e 4,0 para Cr®* (MOHAMAD et al., 2012; XIE et al.,
2013). As amostras foram agitadas a 150 x g e 28 °C por 30 minutos de 30
horas. ApoOs estes periodos, as amostras foram centrifugadas a 10.000xg
durante 15 minutos. As amostras remanecentes de Cu e Cr no liquido
sobrenadante foram determinadas por espectroscopia de absorcdo atémica
com chama. Os valores da capacidade de biossorcédo e taxa de remocgao de
Cu?* e Cr®" foram avaliados da seguinte forma (CHENG et al., 2008).

Goo Tt (equago 1)

Taxa de Remogdo (%) = % X 100 (equacéo 2)
0

Onde qe é a capacidade de adsorcdo dos metais Cu?* e Cr®* por concentragéo
do biossorvente (mg do metal g* de massa seca de biossorvente); Co é a
concentracdo inicial de fon metalico (mg L™), C. é a concentracao residual do
metal na solucdo em equilibrio com o biossorvente (mg L'), e B é a

concentracdo de células mortas (g L™ massa seca).
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2.4.2. Efeito da concentracdo inicial dos ions metalicos e da dose do

biossorvente

A amostra de células mortas que apresentou melhor taxa de remocéao
dos ions metélicos (item 2.4.1.) foi selecionada para os ensaios de estudo de
concentracdo inicial de Cu?* e Cr®" e dose de biossorvente no processo de
remog¢do dos ions metélicos. As amostras foram constituidas por uma
concentrac&o inicial de Cu** e Cr®" variando de 50, 100, 300 e 500 mg L™ com
doses de células mortas que variaram 0,5; 1,5 e 2,5 g L™ de massa seca. O pH
foi ajustado para 5,0 para Cu®" e 2,0 para Cr®*, as amostras foram agitadas a
150 x g e 28 °C por 30 minutos (MOHAMAD et al., 2012; XIE et al., 2013). Os

fons residuais de Cu e Cr foram analisados de acordo com o item 2.4.1..
2.5. Isoterma de Biossorcao

Para determinar o equilibrio da biossorcdo de Cu®** e Cr°*, pelos
biossorventes, utilizou-se a dose 0,5 g L™, das células mortas dos quatro
isolados, separadamente testados. Os biossorventes foram suspensos em
cada solucdo de Cu®* e Cr®" com concentracéo inicial 100 mg L™ em diferentes
tempo de agitacdo. A concentracdo dos metais na suspenséao foi medida apos
30 minutos e 30 horas de incubacgéo a 28°C e 150rpm. Foi utilizado a equacéo
da isoterma de Langmuir para determinar a caracteristica dos parametros de

biossorgéao simulados no experimento.

C K C ~
== L (equacao 3)
Qeq Amax Amax
AmaxK1LCeq ~
= — equacao 4
Qeq 1+ K+ Ceq (equagdo 4)

Onde Qe € a concentragdo de equilibrio do metal na biomassa (g
biossorvente seco mg do metal), gmax € @ concentracdo maxima do metal sobre
a biomassa (g™ biossorvente seco mg metal), k. é uma energia de adsorcéo
relacionada constante de Langmuir (mg L?) e Ceq € a concentragéo de

equilibrio de metal na solucdo (mg L™).
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Outro parametro essencial da isoterma de Langmuir é R, que pode ser
calculado de acordo com a seguinte equacao:
1

R, = ——— (equacéao 5)

Onde, R_ indica o perfil da isoterma e a natureza do processo de biossorcéo
(RL> 1: desfavoravel; R =1: linear; 0 < R_ < 1: favoravel; R =0: irreversivel) (LIN
et al., 2012).

2.6. Andlise estatistica

Os dados obtidos dos foram analisados pelo Software R, submetidos a
analise de variancia ANOVA e ao teste de Tukey a 5% de probabilidade, para

comparacao entre médias de tratamento.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Screening da capacidades de remoc&o de Cu®" e Cr®" pelos isolados

A selecdo de um isolado que apresentasse melhor taxa de remoc¢éo do
ion cobre e cromo, através da aplicacdo de células mortas como biossorvente,
tém seu resultados ilustrados nas figuras 1 e 2. Os ensaios analisaram a dose
0,5 g L™ dos quatro isolados de rizébio aplicados em solucdes de cobre e
cromo na concentracédo de 100 mg L™, que foram mantidos por agitacéo (150
rom) a 28°C por 30 minutos e 30 horas. Os resultados deste ensaio
demonstram que de todos os isolados testados os isolados LMG 6125 e JAB6
apresentaram taxas semelhantes de remocéao de cobre. Os tratamentos com os
biossorventes LMG6125 e JAB6 ndo demonstraram diferenca estatistica nos
tempos 30 minutos e 30 horas. Apesar deste fato, a aplicacdo das células
mortas de S. meliloti (LMG 6125), como biossorvente, se torna mais
interessante por apresentar taxas mais altas de remocdo do ion cobre em
periodos de tempos menores. Ja na selecdo do melhor biossorvente para
remocao de cromo foi observado que o isolado LMG 6125 foi o que melhor

removeu o ion metalico, em ambos os tempos testados. No entanto, os dados
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demonstram que o tempo de trinta horas é representado por maiores taxas de

remocdes de cromo, para todos o0s biossorventes testados.
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Figura 1. Screening da agdo das células mortas dos isolados de rizébios (0,5 g
L'l) na remocdo de cu® (Co=100mg L'l), 28°C, 150rpm apos 30
minutos e 30 horas.
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Figura 2. Screening da acao das células mortas dos isolados de rizébios (0,5 g
L'l) na remocdo de cr® (Co=100mg L'l), 28°C, 150rpm apds 30
minutos e 30 horas.

3.2. Efeito da concentragdo inicial dos ions metélicos e da dose do

biossorvente naremocgao de metais

De acordo com os resultados obtidos no item 3.1, o isolado LMG 6125
foi selecionado para o estudo do efeito da concentracdo do sorvente e do
soluto, no processo de adsorcdo de ambos os metais. Os resultados da
adsorcao de cobre bivalente em diferentes concentracdes do metal (50, 100,
300 e 500 mg L™) por células mortas (LMG 6125) em diferentes concentracdes
do biossorventes (0,5; 1,5 e 2,5 g L™) estdo apresentados nas figuras 3 e 4. Os

resultados demonstraram que a maior taxa de remoc¢éao de cobre pela biomassa
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rizobiana mortas de LMG 6125, foi na concentracdo inicial de 500 mg L™ . As
taxas de remocdo de Cu?" foram 43; 57 e 65,5%, para as doses de
biossorvente 0,5; 1,0 e 2,5 g L™, respectivamente. As menores eficiéncias de

remocdo do cobre foram na concentracdo de 100 mg L™, (11, 11 e 28%,

respectivamente).
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Figura 3. Eficiéncia de remocdo de Cu®" por células mortas do isolados
LMG 6125 com varias concentracdes iniciais de cobre bivalente
50, 100, 300 e 500 mg L™ com varias doses de biossorvente 0,5;
15e25¢gL™

A dose de biossorvente utilizada para este estudo € um parametro
importante, uma vez que determina a capacidade de biossorcdo (mg g*). A
capacidade de LMG 6125 em biossorver ions do metal cobre bivalente esta
ilustrados na figura 4. A capacidade méxima de biossor¢cdo pelas células
mortas foi observada na concentracdo de 0,5 g L. Os valores obtidos
demonstraram que esta dose do biossorvente consegue adsorver 31; 56; 230 e
430 mg g* de cobre na concentracdes iniciais 50, 100, 300 e 500 mg L™
respectivamente, demonstrando que a dosagem do biossorvente influencia
fortemente o grau de biossor¢cdo. Em muitos casos, suspensdes com menores
concentracOes de biossorvente produziram mais absorcdo e menor eficiéncia
de remocgédo (TANGAROMSUK, et al., 2002). Ao mesmo tempo, os resultados
mostraram que ao aumentar a concentracdo do biossorvente para 2,5 g L 7,
apesar da taxa de remocao ser maior nesta concentracdo do biossorvente (Fig.
3); a quantidade de soluto adsorvido por unidade massa de biossorvente
diminuiu  significativamente quando comparado com a dose 05 g L%,
apresentando valores 4, 7, 67 e 131 mg g*. A resposta mais importante, estava

na dosagem alta do absorvente onde o soluto disponivel ndo ligou-se aos sitios
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ativos presentes na parede celular das células bacterianas (biossorvente),
resultando em baixa absorcdo do soluto (TANGAROMSUK, et al., 2002;
MOHAMAD et al., 2012). Outros aspectos sdo devido a interacdo eletrostéatica
com o aumento de grandes quantidades de biomassa (DONMEZ e AKSU,
2002) interferindo nas cargas presentes nos sitios de ligacdo. O aumento da
dosagem do biossorvente pode ndo ser anulada, pois isso ira resultar em baixa

adesdo especifica entre o soluto e o sorvente (GADD, et al., 1988).
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Figura 4. Capacidade de biossorcdo de células mortas do isolado LMG
6125 em diferentes concentracdes do biossorvente (0,5; 1,5 e
2,5) g L™ sobre a concentracdes iniciais de cobre bivalente (50,
100, 300 e 500 mg L.

Os resultados experimentais quanto a biossorcdo de cromo em
concentracdes iniciais (50, 100, 300 e 500 mg L™), por células mortas de
risobio isolado LMG 6125 estéo ilustrados nas figuras 5 e 6. A taxa de remocao
de cromo hexavalente que demonstrou melhores resultados na concentracéo
inicial de 500 mg L™ do fon Cr®*, apresentando 48; 43 e 57% para as dose do
biossorvente (0,5; 1,0 e 2,5 g L™), respectivamente. As menores eficiéncias de
remocéo do cobre foram na concentracdo de 100 mg L™ com 6 e 16% nas
doses 0,5 e 1,0 g L™, respectivamente. A concentracdo de biossorvente que
apresentou melhores taxa de remocao do fon Cr®* foia 2,5 g L™

Muitos pesquisadores tém enfatizado que a concentracao inicial de ions
desempenha papel importante na processo de biossorcdo em solugdes
aguosas (ZUBAIR et al.,, 2008; XIE et al.,, 2013). Em estudo semelhante,
investigando a acdo de M. amorphae (CCNWGS0123) como biossovente de Cr

(1), e Cr (VI), ap6s 24h de exposicdo as células vivas, foram apresentaram
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remocdo maxima de 49% para o Cr (VI) e 61% para Cr (lll), em solucéo
aquosa. Os autores relatam que houve um aumento abrupto na capacidade de
adsorcao e uma menor quantidade de Cr (lll) e Cr (VI) foram removidos pelo
biossorvente. Este fato pode ser explicado uma vez que a eficacia dos grupos
funcionais para adsor¢cao esta intimamente relacionada com a concentracéo de
ions. Mostrarando que a medida que a concentragao inicial dos ions aumentou,
houve um nimero maior de mols de Cr (lll) e Cr (VI) aderidos a superficie das
células, representando que mais sitios se tornaram disponiveis na biomassa
(XIE et al., 2013). Resultados semelhantes tém sido confirmado na adsorcéo
de cobre, zinco usando Pinus sylvestris e Streptomyces ciscaucasicus por
Ucun et al. (2009) e Li et al. (2010), respectivamente.

O perfil dos dados obtidos neste trabalho é diferentes dos descritos nos
trabalhos citados. Observamos que até a concentragéo de 100 mg L™, todas as
concentragbes do biossorvente se apresentam em uma curva ascendente.
Contudo, quando observamos as concentracdes do ions cromo de 300 e 500
mg L a curva representa atingir um platd, demonstrando claramente que
apesar de aumentarmos a concentracdo de ions na solucdo, em todas as
doses testadas a taxa de remocdo se manteve. E evidente que € muito
importante considerarmos a concentragdo para 0 processo de remocéo.
Levando-se em conta que nosso estudo foi baseado em ensaios de solugdes
ibnicas e suspensodes de células e a agua como um fluido torna possivel que as
moléculas, ions e estruturas complexas, entre outros, se organizem entre si,
até atingir o equilibrio.

A capacidade de biossorcdo de cromo hexavalente pela acdo da
biomassa morta demonstrou melhores resultados na concentracdo do
biossorvente de 0,5 g L™, apresentando 6; 56; 270 e 480 miligrama do fon Cr®*
adsorvido por grama de biossorvente, nas concentragdes iniciais (50, 100, 300
e 500 mg L™), respectivamente. Enquanto isso, a capacidade de adsorcdo de
jons diminuiu com o aumento da dosagem da biomassa este fato se deve,
porque os ions Cr foram insuficientes para cobrir todos os sitios de ligacdo do
biossorvente, o mesmo observado na capacidade biossorcdo de ions cobre
(Figura 4). Doses elevadas de biossorvente demonstram ter capacidade

reduzida de adsorgdo se compararmos aos tratamentos com doses menores.
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Para a concentracéo do biossorvente de 2,5 g L™ a capacidade de biossorcao
foi de 9; 19; 66 e 114 mg de Cr®" por g do biossorvente, nas concentracdes de
50, 100, 300 e 500 mg L™, respectivamente.
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Figura 5. Eficiéncia de remocdo de Cr®* por células mortas do isolados
LMG 6125 com varias concentracdes iniciais de cromo
hexavalente (50, 100, 300 e 500 mg L™") com varias doses de
biossorvente (0,5; 1,5e 2,5 g L™.

Fica claro, que com o aumento do biossorvente ocorre uma reducdo da
interacdo dos ions cétions presentes na solucdo e o biossorvente (aniénico).
Este fato se da, pois as amostras com concentracbes maiores de células, o
espaco entre estas diminiu. Isto €, uma célula encontra-se mais préxima da
outra em amostras de concentracdo 2,5 g L' que em amostras com
concentracdo 0,5 g L™. Sendo as estruturas externas das células bacterianas
de natureza quimicas, anibnicas e estando em solucédo catibnica ocorre assim
a interacdo eletrostatica, entre as moléculas e ions, por processo fisico-
quimicos com as forgcas de van der Waals. As amostras que apresentam
maiores concentracdes de células, por estarem umas mais proximas as outras
ocorre a formacdo de aglomerados de células. Estes aglomerados formados
por complexacdes de células e ions metalicos fazem com que ocorra a perda
da area de superficie, este fato, pode explicar o porqué das capacidades de

biossorgao ser téo reduzida em concentragéo mais elevadas do biossorvente.
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Figura 6. Capacidade de biossorcao de células mortas do isolados LMG
6125 em diferentes concentracdes do biossorvente (0,5-2,5) g
L™ sobre a concentracdes iniciais de cromo hexavalente (50 -
500 mg L™).

Os metais biossorvido inativam biomateriais que estavam envolvidos na
complexacdo entre os ions metélicos e os varios grupos, tais como amina ,
carboxila, fosfato , hidroxila, etc, presentes na superficie da célula. Os grupos
funcionais presentes na superficie da célula poderiam ser identificados com
base na densidade de carga de superficie em diferentes valores de pH (HE e
TEBO, 1998); a densidade de carga negativa aumentou linearmente a partir de
pH 3,0 a 4,0 (HUANG e LIU, 2013). Os mesmo autores concluiram que a carga
negativa entre pH 3,0 e 4,0 poderia ser pronunciada devido ao grupos
carboxilas, enquanto que o fosfato e grupos hidroxilas foram responsaveis por
cargas negativas em maiores valores de pH (4,0-7,0) e, cargas positivas em pH

baixo (< 3,0) pode ser atribuido ao grupos aminas nas superficies das células.

3.3. Isoterma de Biossorgao

A comparacao entre os quatro isolados de rizébio como biossorvente foi
determinada e, finalmente as isotermas foram ajustadas para comumente ser
usadas como modelo de biossorgdo isotérmica. Os parametro isotérmicos
referentes a remocao de cobre pelos quatro isolados em diferentes tempos de
agitacdo estdo contidos na Tabela 1, de acordo com o modelo de Langmuir .
Os dados apontam que os isolados LMG 6125 e JAB6 apresentam valores
semelhantes de gmax (maxima quantidade de metal que o biossorvente podem

adsorver). Em relacdo ao tempo de agitacdo, 0 maior tempo em que oS
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biossorventes estavam em contato com o soluto (cobre) teve influéncia,
demonstrando maiores valores de gmax para os isolados SEMIA 4064 e LMG
11892. No ponto gmax, todos os sitios ativos foram ocupados pelos ions e, o
material ndo pode ser mais adsorvido pelo biossorvente ou ainda qualquer
outro metal,mesmo se a concentracdo na solucédo for aumentada. Os valores
de K_ nestes ensaios demonstraram que o0s isolados apresentam uma baixa
afinidade pelo cobre bilavente. Pois os valores de K_ (que representa o
coeficiente de dissociagao do complexo soluto-adsorvente) séo relativamente

baixos.

Tabela 1. Parametros de Langmuir representando a isoterma de biossor¢ao
de células mortas dos quatro isolados de rizdbios nos tempos de
30 minutos e 30 horas, em pH 5,0, concentracéo de 100 mg L™ de
cobre e 0,5 g L™ de biossorvente.

BIOSSORVENTES Parametros de Langmuir
Tempo Omax KL Ry
SEMIA4064 30 min. 44,01 0,013 0,4326
30 horas 56,01 0,014 0,4143
LMG6125 30 min. 74,02 0,016 0,3833
30 horas 62,01 0,014 0,4044
LMG11892 30 min. 30,01 0,012 0,4513
30 horas 50,01 0,013 0,4237
JAB6 30 min. 68,02 0,015 0,3940
30 horas 70,02 0,015 0,3905

Os parametros isotérmicos de acordo com o modelo de Langmiur, para a
remoc¢do do cromo hexavalente pelos biossorventes (células mortas dos quatro
isolados) nos diferentes tempos de agitacdo estdo contidos na Tabela 2. Os
dados demonstram que dos biossorventes testados, LMG 6125 apresentou o
maior de valor de Qgmax N0 tempo de 30 minutos, indicando que as células
bacterianas apresentam elevada capacidade de adsorver ions cromo
hexavalente. Por outro lado, K| que € o coeficiente de Langmuir que representa
a afinidade entre o soluto e o adsorvente, o que significa que um valor mais
elevado de K, corresponde a uma afinidade elevada. Os valores de K, neste
ensaio demonstraram uma baixa afinidade entre os biossorventes e os ions
cromo hexavalente. No entanto, o biossorvente produzido pelo isolado LMG
6125 apresentou os maiores valores de K_ De acordo, com 0s parametros
correlacionados na tabela 2, podemos concluir que o cromo necessita de

tempos maiores para uma adsor¢cdo maxima, pelos biossorventes testados. A
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adsorcdo é do tipo fisica, por acdo de forcas eletrostaticas, este tipo de
adsorcao € apontado uma vez que o0 biossorvente é por biomassa nao viva
(ndo depende de metabolismo) e pelo tempo que leva para atingir qmax (30 a 40
minutos). Isto nos mostra que o modelo de Langmuir € o modelo mais
apropriado para este ensaio, pois este modelo € baseado em monocamada,
isto é, 0 (max S& da apOs o soluto recobrir todo o biossosorvente. Ja as
equacdes de Freundlich demonstra um modelo de adsor¢do em multicamadas

gue tendem ao infinito.

Tabela 2. Parametros de Langmuir representando a isoterma de biossorcéo
de células mortas dos quatro isolados de rizobios nos tempos de
30 minutos e 30 horas, em pH 2,0, concentracéo de 100 mg L™ de
cromo e 0,5 g L™ de biossorvente.

BIOSSORVENTES Parametros de Langmuir
Tempo Amax Ky R
SEMIA4064 30 min. 44,01 0,013 0,4326
30 horas 50,20 0,014 0,4234
LMG6125 30 min. 88,42 0,018 0,355
30 horas 98,43 0,020 0,3346
LMG11892 30 min. 43,60 0,013 0,4332
30 horas 58,61 0,014 0,4101
JABG6 30 min. 63,61 0,015 0,4017
30 horas 75,82 0,016 0,3800

Outro parametro essencial para o modelo de Langmuir foi R, que foi
calculado para os diferentes biossorventes, na remocao ion cobre, foram
analisados os tempos de 30 minutos e 30 horas. O R para os biossorventes
SEMIA 4064, LMG 6125, LMG 11892 e JAB6 foram encontrados como sendo
0,38 a 0,45 na concentracdo 100 mg L' de fons cobre. Os mesmo
biossorventes apresentaram valores de R de 0,33 a 0,43 na concentragao 100
mg L de fons cromo. Os valores obtidos de R, apontam que a isoterma é
favoravel, uma vez que os valores estédo entre 0 e 1, indicando que os dados se

encaixam bem com o modelo de Langmuir. (LIN et al., 2012).
4. CONCLUSAO

Em concluséo a este trabalho, todos os isolados testados foram capazes
de remover os ions metélicos de cobre e cromo. Destes isolados, 0 LMG 6125
se destacou com melhores taxas de remocao para os ions cobre e cromo em

curtos periodos de tempo, apresentando caracteristicas importantes de um
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bom biossorvente. O potencial de remocdo dos ions cobre e cromo
demonstram estar diretamente relacionado a concentracdo dos ions presentes
na solugdo. As taxas de remocdo do ion cobre aumenta com o aumento da
concentragdo, jA as taxas de remocgdo de cromo se estabilizam acima da
concentracdo de 300 mg L™, independentemente da dose do biossorventes. As
células mortas de LMG 6125 em doses maiores no processo de biossorcao de
ambos os ions metélicos, tém a capacidade de biossorcéo reduzida. Elevadas
concentracbes dos biossorventes tendem as formar complexacdes entre as
células e os ions metalicos, formando aglomerados, com a reducdo da area de
superficie, menor € contato dos ions aos sitios ativos presentes na parede
celular das células. Este estudo apresenta dados relevantes mas, séo
necessarios mais estudos quanto a remoc¢do de ions metalicos por células
mortas de rizObio, como analise de microscopia eletronica de varredura,
espectrometria de energia dispersiva de raios-x (EDX); espectrofotometria no
infravermelho por metodologia FTIR (Fourier Transform Infrared), entre outros

estudos.
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CAPITULO 4 - Aplicacdo dos exopolissacarideos rizobianos como

bioemulsificantes de 6leos e hidrocarbonetos
RESUMO

Dois isolados do género Rhizobium (SEMIA 4064, JAB6) e dois
Sinorhizobium (LMG 6125, LMG 11892) que apresentaram elevada producéo
de goma, em meio so6lido, foram selecionados com o objetivo de isolar,
purificar, quantificar e caracterizar os exopolissacarideos (EPSs). Este trabalho
também estudou o potencial dos EPSs como bioemulsificantes de 6leos e
hidrocarbonetos. Os EPSs foram produzidos em meio PSY, com elevada
concentracao de sacarose, o rendimento maximo foi do isolado JAB6 (6,63 +
0,10 g L"), ap6s 144 horas de incubac&o. Os estudos reolégicos demonstraram
gue os EPSs, em meio aquoso, sao fluidos de comportamento pseudoplatico e
a maior taxa de visosidade foi do EPS produzido pelo isolado SEMIA 4064. A
partir das analises de CLAE, é evidente que os EPSs sédo heteropolimeros,
composto por agucares neutros (glicose, galactose, manose, ramnose e acido
glucurénico, o &cido galacturdonico foi encontrado apenas nos EPSs dos
isolados LMG 6125 e LMG 11892). Os EPSs foram capazes de estabilizar
emulsdes em agua com varios compostos hidrofébicos (hidrocarbonetos, 6leo
diesel e oOleos vegetais). O bioemulsificante produzido por SEMIA 4064 (5 mg
mL™) apresentou maiores taxas de emulsificacéo de 6leo diesel (45%), tolueno
(44%), hexano (89%), Oleo de soja (81%), Oleos de girassol (79%) e Oleos de
oliva (83%). As variacdes de pH (2-11) e salinidade (0 a 30%), tém influéncia
na atividade emulsificante. Foi observado diferentes valores de taxa de
emulsificacdo (E,4) em oOleos diesel, quando se alterou o pH e salinidade. O
EPS de JAB6 demonstrou maiores capacidades de emulsificacdo em pH 10
(E24 = 53%) ou salinidades 30% (E24=27%). Os resultados deste estudo
contribuem para compreender o influéncia da composicdo quimica e as
propriedades do material dos EPSs de rizobios e a aplicacdo biotecnologia
destas biomoléculas como bioemulsificantes, visando adequar esta tecnologia
em processos de biorremediagédo. Este estudo ira melhorar o conhecimento
sobre a exploracdo dos EPSs de rizObios como recursos renovaveis nao-

convencional.
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CHAPTER 4 - Application of rhizobial exopolysaccharides like

biomulsifiers of oil and hydrocarbons
ABSTRACT

Two isolates of the genus Rhizobium (SEMIA 4064, JAB6) and two
Sinorhizobium (LMG 6125, LMG 11892), that showed elevated production of
gum in solid medium, were selected with objective to isolate, purify, quantify
and characterize the exopolysaccharides (EPSs). This work also studied the
potential of EPSs as bioemulsifiers of oils and hydrocarbons. The EPSs were
produced in PSY medium with high concentration of sucrose, the maximum
yield was isolated JAB6 (6.63 + 0.10 g L™), after 144 hours of incubation. The
rheological studies demonstrated that EPSs have pseudoplastic fluid behaviour
in agueous solution and the highest rate of visosity EPS was produced by
isolated SEMIA 4064. Based on the HPLC analysis, it is clear that the EPSs are
heteropolymers composed of sugars neutral (glucose, galactose, mannose,
rhamnose and glucuronic acid, galacturonic acid was found only in EPSs
isolates LMG 6125 and LMG 11892). The EPSs were able to stabilize
emulsions in water with various hydrophobic compounds (hydrocarbons, diesel
oil and vegetable oils). The bioemulsier produced by SEMIA 4064 (5 mg mL™)
had higher rates of emulsification of diesel oil (45%), toluene (44%), hexane
(89%), soybean oil (81%), sunflower oil (79%) and olive oil (83%). Variations of
pH (2-11) and salinity (0-30%), influence the emulsifying activity. Different
emulsification rate values (E,4) in diesel oil was observed when the pH is
changed and salinity. The EPS showed higher capacity JAB6 emulsification at
pH 10 (E24 = 53%) or 30% salinity (Ezs = 27%). The findings contribute to
understanding the influence of the chemical composition and material properties
of the EPSs of rhizobia and biotechnology application of these biomolecules as
bioemulsifiers, in order to adapt this technology for bioremediation processes.
This study will improve our knowledge about the operation of EPSs rhizobia and

non-conventional renewable resources.

Keywords: diesel oil, vegetable oil, emulsification, biopolymers, emulsification

index, E,s
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1. INTRODUCAO

Uma grande variedade de polimeros, como as substancias poliméricas
extracelulares (EPSs) séo produzidos naturalmente por microrganismos. O uso
de polimeros microbianos como biossurfactantes € vantajoso comparado com
os surfactantes sintéticos. Os surfactantes convencionais exibem algumas
propriedades como toxicidade, recalcitrancia e bioacumulacdo no ecossistema,
gerando sérios danos ao meio ambiente. Os EPSs sdo biossurfactantes
biodegradaveis e menos téxicos, aléem de apresentarem atividade em uma
ampla variedade de condicdes (BANAT et al., 2000). Estas propriedades
tornam os biossurfactantes uma alternativa aos surfactantes sintéticos, por
serem mais adequados para 0 controle e recuperacdo de ambientes
contaminados (DESAI e BANAT 1997). Diantes destes aspectos, amplia-se 0
espectro do potencial de aplicacbes dos biopolimeros destinando seu uso em
industrias de petréleo e derivados de petréleo, tratamento e processamento de
metais; detergentes e materiais de lavanderia; agricultura; industria téxtil;
processamento de papel e celulose; tintas; cosméticos; produtos
farmacéuticos; produtos de higiene pessoal; processamento de alimentos e
biorremediacéo da 4gua e do solo (NITSCHKE e PASTORE, 2002).

Dentre as inudmeras aplicacbes dos EPSs, muitos trabalhos tém
demonstrado a acdo destes compostos no processo de biorremediacdo sendo
muito  utilizados como bioemulsificantes. Um dos exempos de
expolissacarideos usados como bioemulsificantes, € o emulsano, que
apresenta a propriedade de formar e estabilizar emulsées 6leo-agua com uma
variedade de substratos hidrofébicos (BACH et al., 2003). O EPS é responsavel
pela fixacdo inicial e a formacdo de biofime (LAUS et al., 2005) e, ao
emulsificar  hidrocarbonetos e Oleos aumenta a solubilidade e,
consequentemente, a eficiéncia de degradacdo desses compostos pelos
microrganismos presentes na estrutura do biofilme (BONILLA et al., 2005). A
elevada capacidade para estabilizar emulsbes entre agua e compostos
hidrofébicos, é devido a presenca em sua molécula de regiées polares, que é
capaz de reduzir a tensdo interfacial de solucdes agua/éleo e O6leo/agua.

Exemplos de bioemulsificantes incluem: RAG — 1 emulsano e biodispersan,
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produzidos por isolados de Acinetobacter calcoaceticus (ROSENBERG et al.,
1988; SAR e ROSENBERG, 1983). Outros biopolimeros com aplicacbes
potenciais como bioemulsificantes incluem polissacarideos extracelulares
produzidos por Pseudomonas tralucida (APPAIAH e KARANTH, 1991),
Pseudoalteromonas sp . (GUTIERREZ, et al., 2008), Zoogloea sp. (LIM et al.,
2007), Bacillus megaterium (CHOWDHURY et al, 2011), Rhizobium
miluonense, Burkholderia seminalis, Ensifer adhaerens (HUANG et al., 2012) e
Enterobacter cloaceae (IYER et al., 2006).

Os rizObios produzem trés formas diferentes de polissacarideos
(lipopolissacarideos constituidos de Lipideo A, polissacarideos fixado na
membrana celular e [B-(1,2)-glicanas ciclicas, um polissacarideo ciclico
armazenado no citoplasma que regula a adaptacdo osmotica. Os EPSs que
contém dois principais mondémeros, ribose e manose, desempenham um papel
importante na formacéo e extensdo de infeccdo (BREEDVELD et al.,, 1993;
KANNENBERG e BREWIN, 1994; MANDAL et al., 2007; MILLER et al., 1986).
Na natureza, a producdo de EPS pelos rizobios na forma de vida livre, protege
as ceélulas ou em simbiose com plantas aumenta a formac&o de nddulos (LAUS
et al. 2005; GLENN et al., 2007). No entanto, ha falta de estudos para as
aplicacbes de EPS de rizobios como bioemulsificantes de hidrocarboneto e
6leos, que contaminam o meio ambiente.

Neste estudo, buscou-se a producédo de EPS de quatro isolados de
rizobios, que foram quantificados, identificados quanto composi¢cdo quimica e
propriedades reoldgicas das biomoléculas. Além disso, os EPSs foram

avaliados quanto a capacidade de emulsificar 6leos e hidrocarbonetos.
2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi executado no Laboratério de Bioquimica de
Microrganismos e Plantas (LBMP) do Departamento de Tecnologia da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da UNESP de
Jaboticabal. As técnicas utilizadas neste trabalho nédo oferecem riscos para o
meio ambiente e para a saude humana, encaixando-se nos padrbes de

biosseguranca (NB-1).
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2.1. Isolados utilizados

Quatro isolados que apresentaram elevada producdo de goma em placa
Petri, contendo meio soélido. Dos isolados, dois foram obtidos do Laboratorium
voor Microbiologie — Universiteit Gent (Bélgica) LMG 6125 (Sinorhizobium
meliloti) e LMG 11892 (Sinorhizobium arboris), um isolado obtido Fundacgé&o
Estadual de Pesquisa Agropecuaria (FEPAGRO) Rio Grande da Sul, (Brasil)
SEMIA 4064 (Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli) e JAB6 (Rhizobium
tropici). Atualmente todos os isolados fazem parte da colegcéo de culturas do
Laboratério de Bioquimica de Microrganismos e Plantas (LBMP) do
Departamento de Tecnologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
(FCAV) da UNESP de Jaboticabal.

2.2. Condicbes e meios de cultivo

Os isolados foram cultivados em meio liquido TY (5 g triptona, 3 ¢
extrato de levedura; 0,46 g CaCl, por litro) a 28°C, com agitacdo de 150 rpm,
durante 48 horas (BERINGER, 1974). Em seguida, foi retirada uma aliquota de
800 uL deste meio de cultivo, e adicionada em 200 uL de glicerol.
Posteriormente, congelou-se a mistura resultante rapidamente com nitrogénio
liquido, estocando-a a -80°C, sendo este o estoque definitivo. Além desse
estoque, as bactérias também foram mantidas a 4°C em tubos contendo meio

TY solido, sendo este o estoque de trabalho.
2.3. Producéao de exopolissacarideos

Cultura de 24 horas foi inoculada em frascos tipo erlenmeyer, com
capacidade para 125 mL, contendo 50 mL de meio liquido PGY (1,4 g Ko;HPOy;
1 g KH,POy4; 0,2 g MgS0,4.7H,0; 10 g glicerol; 3 g extrato de levedura por litro;
pH 6,8) (CAMPANHARO, 2006) e incubada em agitador orbital a 150 rpm,
28°C, por 24 horas, ou seja, até a obtengcdo de uma suspensdo com leitura de
densidade Optica (DOesoo) igual a 4,6 nm. Aliquotas das culturas
correspondentes a 10% (v/v) foram transferidas para frascos tipo erlenmeyer
de 300,0 mL, contendo 100,0 mL do meio liquido PSY (1,2 g K;HPO,; 0,8 g
KH,PQOy4; 0,2 g MgS0,4.7H,0; 30,0 g sacarose; 1,0 g extrato de levedura por
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litro; pH 6,8) (CAMPANHARO, 2006) e incubadas novamente por tempo
determinado, a 150 rpm e temperatura de 28°C. Estes in6culos foram
cultivados em triplicata. Os cultivos foram em dois tempos: 72 e 144 horas.
Apés o término do tempo de cultivo, a cultura foi submetida a centrifugacéo
(20.000 x g, a 4°C, por 50 minutos), separando-se as células do sobrenadante.
O pH foi aferido do sobrenadante e posteriomente foi teita a recuperacéo do
EPS, conforme descrito no item 2.4.

As células recuperadas (biomassa celular) foram ressuspendidas em
solucéo salina (NaCl 0,85%), novamente centrifugadas (10.000 x g, a 4°C, por
15 minutos), e secas em estufa a 50°C até obtencdo da massa constante, para

gue a biomassa celular fosse avaliada por gravimetria.
2.4. Obtencao de EPS produzido pelos isolados

O sobrenadante coletado, conforme descrito no item 2.3. foi utilizado
para a extracdo de EPS. O EPS foi precipitado adicionando-se 3 volumes de
alcool etilico 96%, resfriado e recuperado utilizando um bastao de vidro. O EPS
de cada amostra foi transferido para béquers com massa conhecida. O material
foi seco em temperatura ambiente e a massa foi aferida até permanecer
constante. O volume do frasco foi medido antes e apds da precipitacdo do EPS
em balanca de precisdo para a verificacdo da quantidade de EPS obtida. Em
seguida, foi calculada a concetracdo de EPS expressa em g de EPS por L de
meio de cultura (g L™). A eficiéncia relativa na producéo de EPS foi avaliada

pela relacdo entre o total de EPS e a biomassa celular.
2.5. Propriedades Reolégicas do EPS

As amostras foram moidas em moinho de inox até se obter um sélido
pulverizado para facilitar a solubilizacdo. Os EPS foram solubilizados em agua
deionizada a temperatura de + 20 °C, na concentracdo de 5 g L™. As solucdes
foram mantidas sob agitacdo mecéanica constante, em velocidade média, a
temperatura de + 20 °C por 20 min. As avaliagcbes reoldgicas das solucdes
polissacaridicas foram efetuadas em redmetro de deformacgédo controlada

ARES, da Rheometrics Scientific. Foi utilizada geometria de cilindros
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concéntricos, com diametro do cilindro interno de 25 mm e diametro do cilindro
externo de 27 mm, faixa de freqiéncia avaliada entre 0,01 e 100 rad/s. As
amostragens foram realizadas em duplicata a temperatura de 25 °C. Os
reogramas, para cada uma das duas concentracdes de cada EPS, foram
gerados utilizando-se software RheoWin (verséo 3.20).

O modelo Ostwald-de-Waele ou da Lei da Poténcia (Equacdo 2) foi
ajustado aos reogramas e os valores do indice de consisténcia e indice de
comportamento de fluxo do fluido foram determinados para as concentragdes

das solucdes analisadas.
1=Ky (Equacdo 1)
onde: T = tens&o de cisalhamento (Pa); y = taxa de deformacéo (s™); K = indice

de consisténcia (Pa.s); n = indice de comportamento de fluxo do fluido

(adimensional).

2.6. Determinacdo da composicdo em monossacarideo do EPS dos

microrganismos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A composicdo dos monossacarideos do EPS bruto das bactérias foi
analisada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), utilizando a
qguimica de marcacdo dos mondmeros com 1-fenil-3-metil-5-pirazolone (PMP),
segundo a metodologia descrita por Fu e O’Neill (1995), modificada por
Castellane et al. (2014). Amostra de 1,0 mg de EPS foi hidrolisada com 200 uL
de Acido trifluoracético 4 mol L™ em tubos de hidrélise de 13 x 100 mm, selados
com uma chama de macarico sob vacuo. Os tubos entdo foram permaneceram
a 120°C, durante 2 horas. Apoés resfriamento a temperatura ambiente, os tubos
foram abertos e a solucdo foi evaporada em um liofilizador Hetovac vr-1. O
residuo foi dissolvido em 0,5 mL de isopropanol puro, novamente evaporado.

Apos isso, o EPS hidrolisado e os padroes de monossacarideos padroes
foram pre-derivatizados (marcacdo quimica) com PMP. As rea¢fes foram
conduzidas em microtubos, acrescentando—se em cada tubo 40 pL de solucao
de PMP (0,5 mol L™* em metanol) e 40 pL de solucédo de hidréxido de sédio (0,3
mol L™). Os tubos foram agitados e incubados a 70°C por 2 horas. Ap6s 0

resfriamento a temperatura ambiente, a mistura foi neutralizada pela adi¢ao de
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40 pL de solucao de &cido cloridrico 0,3 mol L™. Foram adicionados 0,5 mL de
éter butilico, na extracdo dos derivados de monossacarideos e o0s tubos
agitados por 5 segundos. As fases foram separadas por centrifugagcdo a
5.000.x.g por 5 minutos e a fase superior (organica) foi removida e descartada.
Este procedimento de extracdo foi repetido por 3 vezes e a fase aquosa
resultante foi misturada com 1,0 mL de agua milli-Q.

As andlises dos monossacarideos marcados com PMP foram
desenvolvidas num sistema para CLAE equipado com um detector UV/VIS
(Shimadzu, modelo SPD-M10A). O comprimento de onda para a deteccao foi
de 245 nm. A separacdo dos monossacarideos derivados com PMP foi
realizada através de uma coluna GHRC ODS-C-18 (4,6 mm i.d. x 15 cm) com
velocidade de fluxo constante de 0,5 mL min™; usando os tampdes A e B,
constituidos por 100 mmol L* de acetato de aménio (pH 5,5), 25% de
acetonitrila, com 10% e 25% de acetonitrila, respectivamente. O gradiente para
a separacao foi: 0% de B, 30 minutos e 0-100% de B, até 100 minutos. Os
monossacarideos padrbes utilizados foram glicose, manose, ramnose,
galactose, &acido glicurbnico e acido galacturénico, e as seguintes
concentracdes: 0,0125; 0,0250. 0,0500 e 0,1000 mg mL™ para a construcgéo da
curva de calibracdo. A quantidade de amostra injetada no cromatégrafo foi de
20 pL.

2.7. Atividade de Emulsificacao (E24)

A capacidade do EPS para estabilizar emulsées com varios compostos
hidrofdbicos foi testada como descrito por Freitas et al. (2009). Solucdo aquosa
de EPS (1 e 5 mg mL™Y) foi misturada em tubos de ensaio com tampa
rosqueével a compostos hidrofébicos na propor¢cdo de 4:6 e homogeneizados
em agitador de tubos, em velocidade maxima, por 2 minutos. Os tubos foram
deixados em repouso a temperatura de 25 °C. Durante 96 horas, em intervalos
regulares de 24 horas contadas a partir do momento da homogeneizacéao,
foram efetuadas medidas da altura da camada emulsificada (CE) e da altura
total (AT) dos liquidos no tubo. O indice de emulsificacdo foi obtido com o
auxilio da formula (COOPER e GOLDENBERG, 1987):

Eos = (CE/AT)*100 (Equacéo 2)
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Todos os testes foram realizados em triplicata. Os compostos testados
foram hidrocarbonetos (tolueno, Sigma; hexano, Riedel de Haen); 6leo diesel e
Oleos vegetais (soja, girassol e oliva).

Para o estudo dos efeitos do pH, e salinidades sobre a taxa de
emulsificacdo de 6leos diesel, a concentracdo dos EPSs foi de 1 mg mL™. As
solucdes de EPSs dos respectivos isolados tiveram seus pHs ajustados nas
faxias de (2,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0; 10,0 e 11,0), usando NaOH 1,0 N ou
HCl 1,0 N. Para determinar o efeito da salinidade (NaCl) na atividade de
emulsificacao, diferentes concentracdes de NacCl (1, 10, 20 e 30%, m/v) foram
adicionadas as solucbes de EPSs de cada isolado, misturando-as até ser
obtido dissolugcéo completa. Para este ensaio a atividade de emulsificacdo de

cada tratamento foi avaliada tal como descrito acima, no tempo de 24 horas.
2.8. Anélise estatistica

Os dados obtidos dos padrdes de comparacdo dos biopolimeros foram
analisados pelo Software R, submetidos a analise de variancia ANOVA e ao
teste de Tukey a 5% de probabilidade, para comparacdo entre médias de
tratamento. Para o teste de producdo de EPS foi utilizado analise fatorial de

dois fatores.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Avaliagéo da Producao de EPS

Para avaliar a producdo dos EPSs, a massa do frasco foi determinada
antes e apos a precipitacdo da amostra do EPS e posteriormente foi
quantificada em g L. As amostras de células e de EPS secas obtidas foram
pesadas e os valores encontrados, estdo apresentados na Tabela 1.

Os resultados demonstraram que na producao de EPS no tempo de 72
horas, os isolados SEMIA 4064 e LMG 6125 n&o diferiram estatisticamente
entre si, produzindo 3,01 e 2,50 g L™, respectivamente. O isolado LMG 11892
foi 0 que apresentou menor producéo do biopolimero (1,50 g L), enquanto que
o isolado JAB6 demonstrou elevado potencial como produtor de

exopolissacarideos, com 5,34 g L™*, apresentando diferenca estatistica



98

significativa em relacdo aos demais isolados. Em relagdo a producdo de EPS
no tempo de 144 horas, os isolados SEMIA 4064 e LMG 6125 demonstraram
que as producOes destas substancias ndo diferiram estatisticamente, em
relacdo ao periodo de incubacdo de 72 horas. Ja os isolados LMG11892 e
JAB6 apresentaram aumento significativo da producao de EPS no tempo de
144 horas. O isolado JAB6 independentemente do tempo de cultivo apresentou

maior producdo de EPS em relagéo aos demais microrganismos.

Tabela 1. Produgdo de exopolissacarideos e de biomassa celular no meio de
cultura por isolados de rizobios e eficiéncia relativa de producéo de

EPS.
EPS Biomassa Eficiéncia pH
ISOLADOS 72 h 144 h 72 h 144 h 72 h 144 h 72h 144
gL™ gL™ (EPS/Biomassa)

SEMIA4064 3,01aB 3,48 aB 2,18bB 2,57 aB 1,85aB 1,53 aB 6,98 6,83
LMG6125 2,51aB 2,75aB 2,34bB 2,64 aB 1,08aB 1,04 aB 7,03 6,53
LMG11892 1,50 bC 2,86 aB 2,89bA  3,88aA 0,52aB 0,73 aB 7,03 6,39

JAB6  534bA 6,63aA 0,79aC 0,76 aC 6,93aA 8,73 aA 7,01 6,74

** | etras mailsculas iguais ndo diferiram estatisticamente quanto aos isolados e letras
minudsculas iguais nado diferiram estatisticamente quanto ao tempo.

No tempo de 72 horas de incubacédo, a producdo de biomassa celular
dos isolados SEMIA 4064 e LMG 6125 (2,18 e 2,34 g L™, respectivamente) néo
diferiu estatisticamente entre si. O isolado LMG 11892 foi o que apresentou
maior producdo de células bacterianas (2,89 g L") e o menor produtor de
células foi 0 JAB6 com 0,79 g L™. Com incubac&o de 144 horas, a producéo de
biomassa celular foi maior que no tempo de 72 horas para todos os isolados
exceto para o isolado JAB6. O isolado JAB6 n&do apresentou dados de
producdo de células com diferenca estatistica, para os tempos de 72 e 144
horas, indicando que atingiu seu platé de crescimento celular em 72 horas e, a
fonte de carbono consumida era convertida em metabolitos secundarios, como
aqui estudados, a producéo de EPS que aumentou em relacéo do tempo.

Recentes estudos realizados por Persona (2012), comparando a
producdo de biopolimeros entre a estirpe selvagem da espécie R. tropici
SEMIA 4077, e seu mutante, observou que eles ndo apresentaram diferencas

significativas (7,4 g.L* e 7,6 g.L?, respectivamente). Mas apresentaram
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diferencas relevantes nas quantidades de células bacterianas sendo SEMIA
4077 com 0,92 g.L‘1 e para seu mutante 0,09 g.L'l. Enquanto que, outra estirpe
de R. tropici (SEMIA 4080) e seu mutante identificado e denominado como
MUTPA7?, produziram 2,52 + 0,45 g L' e 3,94 + 041 g L* de EPS,
respectivamente. O mutante MUTZC3 e o isolado de rizébio JAB6 exibiram as
melhores producées de EPS (5,52 + 0,36 e 506 + 0,20 g L™ de EPS,
respectivamente), nas condi¢cbes de cultivo testadas (CAMPANHARO, 2006;
CASTELLANE et al., 2014).

A producédo de EPS por R. tropici (CIAT899) estudado por Staudt et al.
(2012) apresentou um valor maximo de 4,08 g L™, sendo substrato meio
minimo acrescido com sacarose (2%). Mandal et al. (2007) obtiveram uma
producdo méxima de 0,35 g L™ de EPS do isolado de Rhizobium sp.(VMA301)
tendo como substrato meio minimo, extrato de levedura suplementado com
manitol (1%) e asparagina (0,3%). Dados obtidos por Kaci et al. (2005) em
estudo com Rhizobium sp. (KYGT207) crescido em substrato de extrato de
levedura e sucrose (2%) relataram producédo de EPS de 2,5g L™

Geralmente, a producédo do biopolimero € inversamente proporcional a
taxa de crescimento bacteriano, o que sugere uma regulacdo entre o
metabolismo bacteriano em detrimento ao catabolismo, onde as células em
determinado ponto de sua curva de crescimento ndo investem em esqueletos
de carbono para o crescimento, em detrimento da atividade metabdlica das
células (CASTELLANE et al., 2014). Em virtude da protecao fisica e quimica da
biomassa, contra fatores externos adversos e até mesmo a formacéo de nichos
ecologicos secundéarios tornando possivel, uma mutua interacdo

interespecifica.
3.2. Andlise Reologica

Para todos os casos, a viscosidade aparente foi imediatamente
recuperada em baixas taxas de cisalhamento, apds submeter as amostras para
taxas de cisalhamento com valores até 100 s™. A viscosidade aparente das
solucdes de EPSs, dos isolados rizobianos, medida em baixas taxas de
cisalhamento mostrou um aumento acima 10 Pa s (Fig. 1). Os parametros

reologicos da solucédo de exopolissacarideo foram medidos e como esperado,
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na presenca do polimero, a dindmica dos fluidos verificou-se ser dependente
do cisalhamento. A analise das propriedades reoldgicas dos EPSs em meio
aguoso mostraram evidéncias de comportamento de fluido pseudoplastico,
uma vez que a viscosidade foi influenciada pela taxa de cisalhamento (Figura
1). Este comportamento € esperado para solucdes de polissacarideos, pela
estrutura do polimero apresentar elevada massa molecular (RAO et al., 2003).
Além disso, a viscosidade é recuperada para baixas taxas de cisalhamento,

apos a imposicao de valores de alta taxa de cisalhamento (Figura 1).
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Figura 1. Curvas da viscosidade em funcdo da taxa de cisalhamento
para as amostras analisadas de EPSs dos diferentes
isolados de rizébios, a 25°C.

A partir da construcao do reograma é possivel estabelecer se um liquido
apresenta comportamento de fluido newtoniano ou n&o-newtoniano, em
determinadas condicbes de tensdo. Um liquido newtoniano é representado,
graficamente, por uma reta com inicio na origem da curva de fluxo. Os que néo
exibem esse comportamento sdo chamados nao-newtonianos. Na
concentracdo de 5 g L™ dos EPSs, produzidos pelos isolados de rizébios, em
solucdo aquosa exibiram comportamento ndao-newtoniana (Figura 2). Estudos
sobre avaliagdo de EPS de isolados de rizobios tém demonstrado que esses
biopolimeros geralmente apresentam comportamento n&o newtoniano e
pseudoplastico (ARANDA-SELVERIO et al., 2010; CASTELLANE et al., 2014).

Amostra de diferentes isolados sdo completamente solUveis em agua

gelada ou quente, produzindo solugbes com viscosidade elevada, em baixas
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concentracOes além de apresentarem estabilidade ao calor e a variacdes de
pH. A diminuicdo no crescimento da tensdo com o aumento da taxa de
cisalhamento, resultando em menor viscosidade aparente, caracteriza as
solu¢des como fluidos pseudoplasticos (CASTELLANE, 2011).
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Figura 2. Curvas da tenséo de cisalhamento em funcao da taxa de
cisalhamento para as amostras analisadas de EPSs dos
diferentes isolados de rizébios, a 25°C.

A descricdo do comportamento reologico dos materiais pode ser feita
baseando-se em modelos que relacionam a tensao de cisalhamento com a
taxa de deformacdo. Em cada caso, a relacdo entre a tensdo de cisalhamento
(1, Pa) e taxa de cisalhamento (y, s™) foi instalado usando a lei de poténcia ou
modelo de Ostwald-de-Waele (Equacdo 1), que € comumente empregado
(ALVES et al., 2010; CANDIA e DECKWER, 1999; CASTELLANE et al 2014;
SANCHEZ, et al., 2002).

O valor de n é uma medida da pseudoplasticidade do polimero (BRETAS
e D’AVILA, 2005). O desvio de n da unidade indica o grau de desvio do
comportamento newtoniano. Para n = 1, o fluido é newtoniano, enquanto que
para n < 1 é considerado pseudoplastico e n > 1 é dilatante. Observamos que
os EPSs produzidos por SEMIA 4064, LMG 6125, LMG 11892 e JAB6
apresentam comportamento de fluido pseudoplatico, em solucdo aquosa na

concentracdo de 5 g L™ dos heteropolissacarideos (Tabela 2).
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Tabela 2. Valores do indice de consisténcia e do indice de lei
das poténcias calculados para cada uma das

amostras.
Amostra K n
SEMIA 4064 1,00 0,32
LMG 6125 3,10 0,17
LMG 11892 1,00 0,34
JAB 6 1,90 0,26

K = indice de consisténcia (Pa.s); n = indice de
comportamento de fluxo do fluido (adimensional).

Freitas et al. (2009), estudaram o comportamento do caldo de cultura, ao
final do cultivo, a concentracdo de EPS foi de 15,0 g L™, comportamento do
fluido foi idéntico ao em solugédo aquosa de 1,5% (m/v). Este resultado confirma
gue a viscosidade observada durante o cultivo foi confirmada pela presenca do
EPS no caldo de cultura. Aléem disso, o fato de que o EPS manteve o0 mesmo
comportamento mostra que o processo de extracao nao alterou de viscosidade
do polimero (FREITAS et al., 2009). A medida que a concentracgéo de polimero
torna-se mais elevada, as moléculas individuais comegcam a sobrepor,
induzindo a formacédo de juncbes intermoleculares e, portanto, limitando o
arranjo e alongamento das cadeias poliméricas (FREITAS et al., 2009),
consequentemente, ocorre um aumento da viscosidade da solucdo (BAE et al.,
2008).

3.3. Determinacdo da composicdo em monossacarideo do EPS dos

microrganismos

Os EPSs produzidos pelos isolados de SEMIA 4064 e JAB6 (Rhizobium
spp.) e LMG 6125 e LMG 11892 (Sinorhizobium spp.) em meio suplementado
com sacarose (PSY) foram recuperados, apds 6 dias, de acordo com
CAMPANHARO, (2006). A caracterizacdo dos EPSs extraidos em termos de
composicdo quimica esta presente na Tabela 3. A analise de composicéo
revelou que os todos os EPSs sdo heteropolissacarideos compostos por
acucares neutros e acidos. Dos acucares, a glicose e a galactose foram o0s
monossacarideos mais abundantes, presentes nos EPSs de todos os isolados

estudados. O conteudo de monossacarideos no polimero produzido pelo
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isolado SEMIA 4064 correspondeu a 65% de glicose; 33% de galactose; a
ramnose, estava presente mas em pequena quantidade, 2,13%. A manose e 0
acido glicurbénico estavam presentes em niveis que denotam a presenca destes
acucares apenas como componentes tragos. O EPS produzido pelo isolado de
Rhizobium tropici (JAB6) apresentou quase o0 mesmo padrdo de acucares, O
maior teor foi de glicose (54%), galactose (39%) e quantidades pequenas de
acido glicurénico(4%), manose (3%) e ramnose (0,6%). O EPS produzido por
Rhizobium tropici (SEMIA 4080) cultivado no mesmo meio PSY apresenta
composic¢ao similar, com glicose sendo o principal constituinte do acucar (55%),
seguido de galactose (32%) e pequenas quantidades de &acido glicurénico,
ramnose e manose (CASTELLANE et al., 2014). A hidrélise &cida e andlise por
HPAEC/PAD dos EPSgr apresentaram glicose e galactose nas relagGes
molares de 4:1 e também foi detectado tracos de manose (1%) (MONTEIRO et
al, 2012).

O biopolimero produzido por células do isolado LMG 6125 contém
carboidrato constituido de glicose com o maior teor (47%) seguido pela
galactose (32%) e quantidades pequenas de ramnose (8%), acido
galacturdnico (10%) e concentracdes tracos de manose e acido glicurdnico. O
EPS produzido por LMG 11892 apresentou quase o mesmo padrdo de
acucares, no entanto o maior teor de monossacarideo foi a galactose (47%)
seguida da glicose (45%) e quantidades pequenas de manose (4%), ramnose

(2%), acido glicurdnico (1%) e acido galacturénico em concentracao traco.

Tabela 3. Composicéao do percentual (m/v) dos monossacarideos dos EPS
produzidos pelos isolados.

Manose Ramnose Acido Acido Glicose Galactose
(%) (%) Glicurénico Galacturénico (%) (%)

ISoLADOS® (%) (%)

SEMIA4064 * 2,13 * - 65,25 32,61
LMG6125 * 8,40 * 10,00 46,66 32,12
LMG11892 4,23 1,98 1,29 * 44,71 47,35

JAB6 2,68 0,60 3,57 - 54,17 38,99

W Estirpes crescidas em meio liquido PSY (liquido), contendo sacarose como fonte de
carbono, por 144 horas a 150 rpm, a uma temperatura de 28 + 2°C. * tracos, ou seja,
guantidade abaixo do limite de deteccao do detector UV-visivel.



104

Os EPSs produzidos por Pseudomonas oleovorans de subproduto do
glicerol foram extraidos apos 5 dias de cultivo. A analise de composicéo
revelou que a galactose foi o mais abundante dos monossacarideos (68%), e
guantidades significativas de manose (17 %) e glicose (13 %) além de
pequenas quantidades de ramnose (2 %) e fucose (4%). Ja o EPS produzido
por P. oleovorans em cultivo com glicerol puro, tinha uma composi¢ao similar,
com 70% de galactose, 23% de manose, 4% de ramnose e menor teor de
glicose e fucose nédo foi detectada (FREITAS et al.,, 2009). Estas diferencas
podem estar relacionadas com o uso de glicerol subproduto que contém
algumas impurezas néo presentes em glicerol puro e podem ter influenciado a
composicdo dos acgUcares presentes no EPS (FREITAS et al.,, 2009). Os
autores concluem que o tipo de fonte de carbono presente no meio de cultivo,
para a producdo de EPS tem significativa influéncia sobre os teores dos
monossacarideos presentes no biopolimero. A presenca de acidos organicos
(piruvato, urbnico, etc.) comum em EPS microbianos, influencia
significativamente as propriedades dos biopolimeros, como a solubilidade e
reologia (RINAUDO, 2001).

3.4. Atividade de Emulsificacao (E24)

3.4.1. Estabilidade da Emulsdo em diferentes 6leos e hidrocarbonetos e

concentracfes dos EPSs

Os dados referentes as taxas de emulsificacdo e a estabilidade da
emulsdo produzida pelos EPSs dos diferentes isolados de rizébios testados em
diferentes concentracdes de diferentes hidrocarbonetos e 6leos sdo mostrados
na Tabela 4 e ilustrados pelas Figuras 3 e 4. Os EPSs foram capazes de
reduzir a tenséo interfacial nas misturas 6leo/agua, mesmo em concentra¢oes
reduzidas dos EPSs testados e ainda produzir emulsdes estaveis. Os melhores
valores quanto a taxa de emulsificacdo, demonstrados na concentracdo de 1
mg mL™* dos EPSs, para 6leos vegetais foram para SEMIA 4064 E»,=53% (6leo
de girassol) e E»4=50% (6leo de oliva); LMG 6125 E»4=51% (6leo de soja);
E»4=55% (6leo de girassol) e E24,=59% (6leo de oliva); LMG 11982 com

E»4=55% (Oleo de girassol) e E»4,=56% (6leo de oliva). Para os hidrocarbonetos
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e Oleo diesel, a taxa de emulsificacao foi pouco significativa sendo os melhores
resultados demonstrados em Oleo diesel 18% (LMG 11982); tolueno 20%
(SEMIA 4064) e 28% (JAB6) e hexano 22% (SEMIA 4064).

< 100 - o
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=} [
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k o ,‘,l .1
Diesel "0 oo :
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Figura 3. Atividade de Emulsificacdo dos EPSs produzidos pelos
isolados de rizébio, na concentracdo de 1 mg mL™* em
diferentes hidrocarbonetos e 6leos vegetais.

Os EPSs foram capazes de emulsificar as misturas 6leo/agua, além
de produzir emulsdes estaveis. Os melhores valores quanto a taxa de
emulsificacdo foram demonstrado com a concentracdo de 5 mg mL™ dos
EPSs. Para a emulsificacdo de hidrocarbonetos e Oleo diesel os melhores
resultados foram: 6leo diesel (45 %), tolueno (44 %) e hexano (89 %), com
EPS produzido pelo isolado SEMIA 4064. Os melhores resultados da
emulsificacdo para 6leos vegetais foram em 06leo de soja (81%), Oleo de
girassol (79%) e 6leo de oliva (83%), pelo EPS de SEMIA 4064 que
proprocionou tais valores.

De acordo, com os resultados dos ensaios de reologia observeou-se
que o isolado SEMIA 4064 produziu o EPS que apresentou a maior
viscosidades (29 Pa.s) em funcdo da taxa de cisalhamento (0,03 s) e
adicionamente, apresentou as maiores taxas de emulsificacdo para os 6leos
e hidrocarbonetos testados. O EPS de SEMIA 4064 n&o apresentou o0

acucar neutro acido galacturénico, na composicao do heteropolissacarideos.
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Figura 4. Atividade de Emulsificacdo dos EPSs produzidos pelos
isolados de rizébio, na concentracdo de 5 mg mL™" em
diferentes hidrocarbonetos e 6leos.

Figura 5. Fotos de teste de emulsificacdo (E.), dos EPS em solucdo (5 mg mL™),
na proporcdo de 2:3 de 6leos vegetais (6leo de oliva, 6leo de girassol e
6leo de soja), pH 7, a 25°C, apds 24 hora: (a) emulsdo do EPS do isolado
SEMIA 4064, (b) emulsdo do isolado LMG 6125, (c) emulséo do isolado
LMG 11892 e (d) emulsédo do isolado JAB6.

--b = - Cc d

Figura 6. Fotos de teste de emulsificacéo (E,4), dos EPS em solugéo (5 mg mL
1, na proporcdo de 2:3 de hidrocarbonetos (hexano, tolueno) e éleo
diesel, pH 7, a 25°C, apés 24 hora: (a) emulsdo do EPS do isolado
SEMIA 4064, (b) emulséo do isolado LMG 6125, (¢) emulsdo do isolado
LMG 11892 e (d) emulsédo do isolado JAB6.
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3.4.2. Efeito da variacdo do pH e salinidade nas taxas de

emulsificacéo

O dleo diesel foi escolhido para este ensaio por ter apresentado os menores
valores dos indices de emulsificacdo nos ensaios anteriores. Como este 6leo é um dos
maiores contaminantes de 4gua e solo, estudamos outras condi¢fes tentando otimizar
o processo de emulsificacdo do 6leo diesel. Sendo assim, investigamos 0s efeitos da
salinidade e pH na atividade de emulsificacdo do 6leo diesel, pelos EPSs dos
isolados rizébios na concentracéo de 1 mg mL™?, os dados estdo ilustrados na
figura 7. A acdo da salinidade, sobre os EPSs testados apresentou
comportamento diverso quanto as taxas de emulsificacdo do 6leo diesel. O
EPS de SEMIA 4064 demonstrou um aumento na taxa de emulsificacdo com
20 e 30% de NaCl. Para o EPS de LMG 6125 a melhor concentracdo de
salinidade foi a de 1%, enquanto que o EPS produzido pelo isolado LMG 11892
apresentou melhor taxa de emulsificagcdo na concentracdo de 20% de NaCl e
sem a presenca do sal. Ja o EPS do isolado JAB6 apresentou a maior taxa de
emulsificacdo com 30% de salinidade. Algumas pesquisas relatam que a
atividade emulsionante foi significativamente inibida a uma concentracéo
superior a 5% de NaCl (ILORI et al., 2005). Os bioemulsificantes produzidos
por Geobacillus pallidus (XS2 e XS3) apresentaram melhores atividades
emulsificantes com salinidade até 20% (ZHENG et al., 2011).

O pH pode interferir nas taxas de atividades emulsificantes e €
observado que cada tipo de EPS apresenta um pH 6timo para a formacao de
emulsdées. O EPS do isolado SEMIA 4064 apresentou melhor atividade de
emulsificacdo do oleo diesel em pH 7,0. O EPS produzido pelo isolado JAB6
obteve um aumento significativo da sua capacidade de emulsificacdo em pH
10,0. H& estudos que revelam que as taxas de emulsificacdo dos EPSs sdo
maiores em meio alcalino do que em meio acido (CHOWDHURY et al., 2011).
Uma propriedade importante dos bioemulsificantes é a sua eficacia ao longo de

uma vasta faixa de temperatura, pH e salinidade (BANAT et al., 2000).



109

30 1

25 1
20 1
15 1

10 1
. ki
'r".—|—7—|—|—f
0 1 10 20 30

NaCl concentragao, %

Taxa de Emulsificagao %

B SEMIA4064

B LMG6125
LMG11892
JAB6

60

50

40

ST A

Taxade Emulsificagdo %

1
pH

Figura 7. Efeito da salinidade (A) e do pH (B) na atividade de emulsificacdo de
Oleo diesel dos EPSs produzidos pelos isolados de rizébio, na
concentracao de 1mg mL™.

A literatura tem citado que o valor do E»4 diminuiu com o aumento do
namero de atomos de carbonos nos hidrocarbonetos alifaticos e parafinas
liquidas, numa mistura complexa de n-alcanos, de cadeia longa demonstrando
uma atividade emulsificante restritiva (ZHENG et al., 2011). Ha relatos que
bioemulsificantes de baixa massa molecular sdo capazes de reduzir a tenséo
de superficie para valores inferior a 40 mN m™ (MULLIGAN, 2005), enquanto
os bioemulsificantes com elevado massa molecular podem formar emulsdes
estaveis sem reducédo notavel da tensdo superficial (BATISTA et al., 2006). Os
compostos que sdo ativos de superficie, como os EPSs produzidos por
bactérias, sdo muitas vezes visto como auxiliares na degradacdo de
hidrocarbonetos, aumentando a solubilidade desses substratos hidrofébicos. A
atividade de emulsificacdo dos EPSs é determinada por sua for¢ca na retencéo
da emulséo por um certo periodo de tempo (ZHENG et al., 2011).
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4. CONCLUSAO

Todos os isolados analisados neste trabalho que apresentaram
presenca de goma em meio sélido apresentaram boa capacidade de producéo
de EPS, sendo que o maior produtor de biopolimero foi o isolado JAB6. A
viscosidade dos biopolimeros € um fator importante demonstrando estar ligado
a capacidade de emulsificacdo. Os EPSs rizobianos estudados sao
heteropolissacarideos acidos predominantemente de glicose e galactose como
mondmeros. Os heteropolissacarideos podem ser utilizados como
emulsionantes para formar emulsdo entre agua e hidrocarbonetos tais como,
Oleo diesel, 6leo de soja ou tolueno, com estabilidade. As caracteristicas das
moléculas de cada tipo de 6leo ou hidrocarboneto (tamanho e tipo de cadeia de
carbono, ramificacdes, etc.) interferem na capacidade dos EPSs em emulsificar
estes diferentes compostos hidrofébicos. As solucdes de alguns EPSs
mostraram-se mais eficientes em formar camadas de emulsdo em meio
alcalino e em niveis elevados de salinidade. Quando o emulsionante
apresentou alta atividade, independentemente da concentracdo, pH e
salinidade, mostrou-se estavel o que torna este produto adequado para a
aplicacao na recuperacao de diferentes tipos de ambientes contaminados. Os
EPSs dos isolados testados neste trabalho podem ser utilizados como agentes

emulsificantes e estabilizantes de emulsdes.
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CAPITULO 5 — Consideracdes Finais

Os estudos realizados com os isolados de rizébios, avaliando o efeito da
concentracdo dos fons metélicos Cu?* e Cr®, indicaram que houve influéncia
da presenca dos metais no meio de cultivo, em relacdo a producdo da
biomassa bacteriana e exopolissacarideos. Em comparacdo a condicéo
controle, desprovida dos ions metalicos, houve um queda acentuada na
producdo de EPS e biomassa celular das bactérias. Estes dados sdo muito
importantes, uma vez que a producdo de EPS é fundamental para o
desenvolvimento e manutencao da vida microbiana como células livres ou em
comunidades. Estudos futuros indicando qual a concentragdo dos ions
metélicos que permite a producdo de EPS séo fundamentais.

A aplicacdo de células mortas de rizobios no processo de remocao de
ions metalicos indicou que este tipo de biossorvente pode ser empregado com
sucesso. No entanto, mais pesquisas sdo necessarias, como por exemplo, o
por que as elevadas concentracbes dos biossorventes apresentam baixa
capacidade adsorvitiva. Apesar de haver algumas hipoteses na literatura, néo
ha nenhum trabalho que concretize o que ocorre de fato. A nossa hipotese €
gque o0s biossorventes em concentracbes elevadas tendem a formar
complexacdes entre as células e os ions metalicos, formando aglomerados.
Estes aglomerados reduzem a area de superficie e consequentemente, ocorre
um menor contato entre ions metalicos e 0s sitios ativos presentes nas células.
Outro estudo relevante no processo de remocdo de ions metalicos é a
aplicacdo de células vivas dos isolados de rizobios empregados nesta
pesquisa, bem como as células imobilizadas em alginato e os EPSs
produzidos. Estudos como pH, temperatura e meios de cultivo, entre outros
parametros devem ser analisados para posteriores pesquisas em escala real.

A producdo de coldnias gomosas em placa de Petri contendo meio
sélido pode indicar microrganismos capazes de boa producdo de EPS. A
aplicabilidade de heteropolissacarideos como potenciais bioemulsificantes de
Oleos, hidrocarbonetos e outros compostos hidrofébicos, parece ter a
viscosidade como parametro chave a ser analisado. A concentracdo de EPS

em uma solucéo 6leo-agua apresenta maiores camadas emulsificantes e mais
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estaveis em oleos e hidrocarbonetos com cadeias moleculares distintas. Assim
como, observamos que as variacdes de pH e salinidade alteram as taxas e
emulsdo de 6leos diesel, é importante estudos envolvendo outros 6leos com o
mesmo design experimental. Desta forma pode-se indicar que o EPS com
caracteristica fisico-quimica conhecida, tem capacidade emulsificacdo 6tima de
um determinado Oleo, em pH e salinidade pré-definido. Outro fato que deve ser
listado para pesquisas futuras é se a agdo das enzimas degradadoras destes
compostos hidrofébicos apresentam atividade 6tima na mesma faixa de pH e

salinidade, que da atividade de emulsificacao.



