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Resumo
No processo de biodegradacdo de hidrocarbonetos de petréleo ha relacdo direta entre a degradacdo destes
compostos e a producdo de biossurfactantes. Estas moléculas tém despertado grande interesse comercial pelo
menor custo e maior eficiéncia do que os surfactantes sintéticos. Neste estudo foi verificado o potencial para a
producéo de biossurfactantes por meio da avaliacdo da atividade de emulsificacdo em cepas bacterianas isoladas
em meio seletivo a partir da macrofita aquética amazonica Eichornnia crassipes e selecionadas aquelas com maior
potencial. O crescimento de linhagens foi avaliado em meio mineral com mistura de hidrocarbonetos e em meio
mineral com petréleo bruto. O indice de toxicidade foi avaliado nos extratos dos meios com mistura de
hidrocarbonetos das cinco linhagens que apresentaram melhor crescimento. No meio com petroleo bruto verificou-
se melhor crescimento bacteriano, destacando-se a cepa Stenotrophomonas sp. que atingiu cerca de 13,4x108
UFCs/mL. O crescimento bacteriano nos meios utilizados indicou a degradacdo dos hidrocarbonetos de petréleo,
considerando que estes eram a Unica fonte de carbono. As linhagens que demonstraram melhores resultados foram
Stenotrophomonas sp., Klebsiella sp, Enterobacter sp., Methylobacterium radiotolerans e Acinetobacter
baumannii. Destacaram-se na produgdo de biossurfactantes as linhagens Stenotrophomonas sp e
Methylobacterium radiotolerans, com melhores resultados no meio com petréleo. Os indices de toxicidade
mostraram melhores resultados nos extratos do crescimento bacteriano em comparacgdo aos extratos controles.
Assim, considera-se que as linhagens estudadas apresentam importante potencial como produtoras de
biossurfactantes merecendo estudos adicionais para comprovacéo desta producdo.
Palavras-chave: Bactérias; macrofita; biossurfactantes; biorremediacéo; Amazoénia.

Abstract

In the process of petroleum hydrocarbon biodegradation is a direct relationship between the degradation of these
compounds and the production of biosurfactants. These molecules have attracted much commercial interest
because its lower cost and higher efficiency than synthetic surfactants. This study verified the potential for the
production of biosurfactants by evaluating emulsification activity in bacterial strains isolated in selective medium
from the Amazon macrophyte Eichornnia crassipes and selected those with the greatest potential. Growth of
strains was evaluated in mineral medium with hydrocarbon mixture and mineral medium with crude oil. The index
of toxicity was evaluated in extracts of media with hydrocarbon mixture of five linhagenss that showed better
growth. In the middle with crude oil there was better bacterial growth, highlighting the strain Stenotrophomonas
sp. which reached about 13,4x106 CFUs / mL. The bacterial growth in the media used indicated the degradation
of petroleum hydrocarbons, considering that these were the only carbon source. The strains that showed best results
were Stenotrophomonas sp., Klebsiella sp., Enterobacter sp., Methylobacterium radiotolerans and Acinetobacter
baumannii. They stood out in the production of biosurfactants the Stenotrophomonas sp strains and
Methylobacterium radiotolerans, with better results in the middle with oil. The indices of toxicity showed better
results in extracts of bacterial growth compared to the extracts controls. Thus, it is considered that the studied
strains have significant potential as biosurfactants producing deserves additional studies to prove this production.
Keywords: Bacteria; macrophyte, biosurfactants bioremediation, Amazon.
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Introducéo

Compostos com propriedades emulsificantes sdo sintetizados por uma grande variedade
de organismos vivos, sendo denominados biossurfactantes quando produzidos por
microrganismos (BENTO; CAMARGO & GAYLARDE, 2008). Estéo diretamente envolvidos
na remocdo de petréleo e derivados do ambiente, sendo produzidos por diferentes linhagens de
fungos e bactérias (BICCA; FLECK & AYUB, 1999).

Silva et al (2003) destacam que os biosurfactantes sdo produzidos, majoritariamente por
bactérias aerdbias em meio de cultura liquida e possuem atividade intra ou extracelular.
Afirmam ainda que devido as propriedades fisico-quimicas, os biossurfactantes sdo melhores
que os sintéticos para aplicacdo na industria de petréleo, pois os sintéticos, disponiveis no
mercado, podem levar a perdas na biodiversidade e alteracGes nas caracteristicas fisico-
quimicas e ambientais. Assim, os biossurfactantes tém sido reconhecidos como substitutos
parciais ou totais dos surfactantes sintéticos, sendo considerados com caracteristicas superiores
aos sintéticos na industria petrolifera e de 6leos (ROCHA et al, 1992; MULLIGAN, 2005).

A busca de cepas bacterianas produtoras de surfactantes visa o emprego potencial destas
substancias em alimentos e industrias téxteis, restauracdo ambiental e recuperacdo de Gleos em
pocos de petrdleo, solo e sedimento (SILVA et al, 2003). O potencial de aplicacdo dos
biossurfactantes baseia-se em suas propriedades funcionais, que incluem emulsificacdo, de-
mulsificacdo, separacao, solubilizacdo e reducdo da tensdo superficial (COLLA & COSTA,
2003). Essas propriedades sdo aplicadas na agricultura, na construcéo civil, em industrias de
alimentos, papel, metal, téxteis e farmacéuticas, apresentando seu maior potencial de aplicagéo
na industria petrolifera, principalmente na limpeza de tanques, na recuperacdo melhorada de
petréleo e em casos de biorremediacdo, como em derramamentos de 6leos em ecossistemas
aquaticos (COLLA & COSTA, 2003).

Batista (2002) afirma que os surfactantes microbianos sdo moléculas complexas e
compreendem compostos de uma grande variedade de classes quimicas, incluindo os peptideos,
acidos graxos, fosfolipideos, glicolipideos e lipopeptideos.

Bento, Camargo & Gaylarde (2008) destacam que varias espécies de microrganismos sao
reconhecidas por produzirem varios tipos de biossurfactantes. Citam alguns disponiveis

comercialmente: surfactina, produzida pelo Bacillus subtilis, o emulsan produzido pelo
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Acinetobacter calcoaceticus RAG1, e um ramnolipidio produzido por Pseudomonas
aeruginosa.

Pela grande variedade de aplicagdes dos biossurfactantes, pelo reconhecido potencial
industrial e inimeras aplicacGes biotecnologicas, tem-se nesta area de investigacdo, um desafio
relacionado a prospeccao de espécies produtoras, assim como dos metodos de anélise, extracao,
purificacdo e otimizacdo desta producao.

Este estudo teve por objetivos verificar a producdo de biossurfactantes por linhagens
bacterianas selecionadas de cepas isoladas da macrdéfita aquatica Eichornnia crassipes e avaliar
a cinética de crescimento de bactérias degradadoras em meio liquido suplementado com
petroleo bruto e mistura de hidrocarbonetos. Realizou-se ainda teste de toxicidade em extratos
bacterianos, avaliando-se a possibilidade de uso das linhagens selecionadas para futuros

processos de biorremediacéo.

Materiais e Método

Microrganismos

Foram inicialmente utilizadas neste estudo 40 cepas bacterianas isoladas da macrofita
aquatica amazoénica Eichornia crassipes coletada nos efluentes da Refinaria de Manaus, Am
(REMAN). As nove linhagens selecionadas para os testes de potencial de emulsificagéo foram
identificadas através da regido do DNA ribossomal 16S com compara¢do com sequéncias do
Gen Bank no laboratorio de Genética de Microrganismos da Universidade Federal do
Amazonas como: Stenotrophomonas maltophilia, Stenotrophomonas sp, Klebsiella sp,
Enterobacter sp, Pantoea sp, Acinetobacter baumannii, Methylobacterium radiotolerans e
Bacillus subtilis. Apenas uma ndo pode ser identificada. Estas cepas estdo preservadas em
glicerol a 30% a 4° C.

Pré-indculo e fase de adaptacao

As quarenta cepas foram cultivadas em tubos rosqueados contendo meio Luria Bertani
(10g de Peptona bacterioldgica, 5 g de NaCl, 10 g de extrato de levedura, 116 g de Agar, 1000
ml de agua destilada, pH 7,5) a 30° C, sob agitacdo de 120 rpm, por 24 horas, resultando em

coldnias de cerca de 2x108 que foram utilizadas como pré-indculo. Em erlenmeyers de 250ml
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contendo 100 ml de meio mineral (12,10 g de Tris-hidroximetil- aminometano (0,1 M), 23 g de
NaCl, 0,75 g de KCl, 1,47 g de CaCl».2H20, 5,08 g de MgCl..6H20, 6,16 g de MgS0O4.7H20,
3,74 g de NH4Cl, 2 mL de Solugéo de Sulfato de Ferro-1g/L, 4 mL de Solucdo de Fosfato de
So6dio-0,1M, 1000 mL de agua destilada, 2 mL de fungicida, pH 7,3) acrescido de 0,5 ml de
petréleo de Urucu foram adicionados 0,3 ml do in6culo padréo e deixados a 30° C sob agitacéo
de 120 rpm por mais 24 horas. Apo6s esse periodo os indculos foram plaqueados em meio LB e
incubados a 30° C por 24 horas. Colonia destas placas foram utilizadas para produzir um inoculo
de cerca de 102 UFC/mL.

Teste qualitativo do colapso da gota de dleo

O potencial das cepas em utilizar o petroleo como fonte de carbono e produzirem
biosurfactantes foi previamente verificado por meio do teste qualitativo do colapso da gota de
6leo (BODOUR & MILLER-MAIER, 1998). Este teste permitiu a selecdo das bactérias
utilizadas neste trabalho. O teste foi realizado em placas multipogos contendo 2 mL de meio
mineral, 1 ul do inoculo e uma gota de petréleo de Urucu. O teste com cada bactéria foi
realizado em triplicata fotografado no tempo zero e ap06s sete dias. O resultado foi considerado
positivo quando houve a formacdo de microemulsdes na gota de petréleo, avaliadas pela
comparagdo com o0s pogos em foi inoculado 1 pl de &4gua deionizada utilizada como controle

negativo.

Producao de biossurfactantes

Nove cepas bacterianas selecionadas apds o teste do colapso da gota foram cultivadas em
100 ml de meio mineral acrescido de 0,5 ml de petroleo de Urucu em erlenmeyers de 250 ml.
Foram utilizados como controles frascos contendo 0 mesmo meio com o petroleo, porém sem
bacterias e frascos contendo meio mineral e bactéria, mas sem petroleo. Os frascos ficaram
incubados a 30° C em agitador rotatério a 120 rpm para conferir aeragdo adequada, por um
periodo de 09 dias. O pH inicial e final de cada amostra foi aferido para verificar se houve

interferéncia neste parametro quimico.
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Em um segundo experimento as mesmas cepas foram incubadas nas mesmas condi¢coes
do experimento anterior, com 0 mesmo meio mineral porém sem o petroleo e acrescido de

mistura de hidrocarbonetos nas seguintes concentragoes:

HIDROCARBONETO CONCENTRAQAO
%
Tetradecano 0,005
Tridecano 0,005
Fenildecano 0,005
Hexadeceno 0,005
Pireno 0,005
Benzo-a-pireno 0,005
Fenantreno 0,005
Naftaleno 0,005

Crescimento celular

Foi avaliado o crescimento celular de cada cepa tanto no meio com petréleo de Urucu
quanto no meio com a mistura de hidrocarbonetos, através da estimativa do numero de células
viaveis ou unidades formadoras de coldnias (UFCs), utilizando-se a técnica spread plate ou
espalhamento em placas. Foram coletadas aliquotas de 0,1 ml de cada amostra, em intervalos
de 12 horas até o total de 204 horas. A partir destas aliquotas foram feitas diluicdes da ordem
1/10 até a diluicdo 10™*em 0,9 ml do mesmo meio mineral sem o petréleo e espalhadas em
placas de petri contendo meio Luria Bertani. As placas foram incubadas a 30° C por 24 horas
para contagem das coldnias. S6 foram contadas as placas com col6nias visivelmente

individualizadas.
Avaliacdo da atividade de emulsificacéo

A producéo de surfactantes foi avaliada a partir da analise da atividade de emulsificagio
A/O (agua em oleo) e O/A (0leo em agua). Foram realizados experimentos com 0s meios de

cultura utilizados para o crescimento das bactérias no item anterior. Apés periodo de incubagéo,

foram retiradas aliquotas do meio, apos centrifugacdo, para verificagdo da capacidade de
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emulsdo de cada bactéria. Para cada 3,5 ml das culturas, foi adicionado 3,5 ml de tolueno
(experimento 1) e petroleo de urucu (experimento 2) em tubos de ensaio que foram agitados
durante 2 minutos em vortex e deixados 24 horas em repouso. Apos esse periodo, a altura do
petrleo emulsificado (cm) foi comparada a altura total adicionada (COOPER &
GOLDENBERG, 1987).

A atividade de emulsificacdo foi medida pela densidade dptica da emulsdo 6leo em agua
em espectrofotdometro com medida de 610 nm de absorbancia (10). Dias (2007) descreve que
no caso da emulsificagdo O/A, os hidrocarbonetos estardo disponiveis no proprio meio,

enguanto que nas emulsées A/O os hidrocarbonetos estdo acima do meio.

Teste de toxidade

O teste de toxicidade foi realizado de acordo com metodologia descrita por Dias (2007).
Foram selecionadas as cinco melhores linhagens de acordo com os resultados da produgéo de
surfactantes e do crescimento bacteriano. As linhagens foram inoculadas em meio mineral
acrescido de petroleo e incubadas por 10 dias. Aliquotas foram retiradas dos sobrenadantes e
filtradas em membrana Millipore 0,22 um. O filtrado foi diluido em diferentes concentracdes:
50; 25; 12,5; 6,25; 3,125 e 1,56% em agua destilada esterilizada. Foram retirados 2mL de cada
concentracédo para embeber discos de papel de filtro, que foram colocados no interior de placas
de Petri de poliestireno (9cm de didametro) (9). O controle positivo de toxicidade consistiu em
embeber o papel de filtro em 2 mL de NaCl (5 g/L) e o controle negativo, em agua destilada.
Em cada placa inoculou-se 50 sementes de alface e estas foram envoltas em papel aluminio por
48 horas, incubadas em temperatura ambiente. Foi realizada apds esse periodo a medida do
tamanho das raizes germinadas com auxilio de papel milimetrado (4). A porcentagem de
variacdo de crescimento foi calculada segundo a equacdo: % variacdo de crescimento =
comprimento médio da amostra — comprimento médio do controle x 100 / comprimento médio
do controle (9). A concentracgéo efetiva que inibiu 50% da germinacao e alongamento das raizes
foi calculada pela equacéo correspondente a curva de regresséo (valores medios de crescimento

pelas concentragdes de diluigéo correspondentes) e o valor de R2 da equagéo.

Resultados
Teste qualitativo do colapso da gota de 6leo
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O teste do colapso da gota para verificagdo do potencial das cepas em produzirem
biossurfactantes demonstrou que a maioria das bactérias analisadas sintetiza algum tipo de
surfactante. Fato observado pela transformacéo da gota de 6leo em micro emulsdes apds uma
semana de crescimento.

Algumas bactérias demonstraram maior habilidade na quebra da gota de 6leo, permitindo
a selecdo de nove cepas para os testes de emulsificacéo.

Crescimento celular

Foi observado que houve uma fase de laténcia de algumas horas, a partir da qual, as
linhagens entraram em fase exponencial de crescimento, atingindo o maximo de producao de
biomassa em tempos variando entre 48 e 96 horas, seguida de fase de declinio. Considerando,
que a densidade inicial da cultura era cerca de 102ufc/mL, e que ao final da fase exponencial,
essa densidade chegou ao limite de 10%ufc/mL, pode-se confirmar a degradacio de
hidrocarbonetos pelas bactérias, ja que eram a Unica fonte de carbono no meio.

As linhagens apresentaram melhor crescimento celular no meio de cultura acrescido de
petroleo. Observou-se que as espécies Stenotrophomonas sp. (EF2128), Klebsiella sp.
(EF1129), Enterobacter sp. (ER2148), Methylobacterium radiotolerans (EFI52) e
Acinetobacter baumannii (EFK6) obtiveram melhores resultados no meio com petréleo bruto.
Destacaram-se no meio com a mistura de hidrocarbonetos as linhagens Stenotrophomonas
maltophilia, stenotrophomonas sp e acinetobacter baumannii. A diferenca de crescimento nos
dois meios foi significativa, conforme se pode observar na Figura 1.
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Figura 1- Comparagédo do crescimento bacteriano em meio com petréleo e
em meio com mistura de hidrocarbonetos

N&o houve variac¢des significativas no pH que iniciou em 7,3 e finalizou na faixa de 6,9

a 7.2, tanto no meio com petréleo quanto no meio com os hidrocarbonetos padroes.

Atividade de emulsificacdo

Os resultados dos experimentos para avaliagdo das atividades de emulsificacdo
apresentaram para as bactérias crescidas no meio com petroleo, o total de trés linhagens com
atividade emulsificante de moderada a alta do tipo 4gua em 0leo, nos valores de 1,5 a 2,3 em
destaque na Tabela 1. A bactéria Stenotrophomonas sp. destacou-se na formacdo do halo
indicador da producdo de surfactante. Para a atividade tipo 6leo em agua, destacaram-se duas
bactérias com producdo maxima de 0, 913 em petroleo e 0,961em tolueno (Em destaque na
Tabela 1).

Tabela 1- Atividades de emulsificacdo em petroleo (P) e tolueno (T) nos extratos das bactérias
que cresceram no petroleo.

| | ATIVIDADE DE EMULSIFICACAO |
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Cepa Densidade éptica Altura da emulséo (cm) —
Tipo 6leo em agua Tipo dgua em 6leo
P T P T
Acinetobacter baumannii 0, 240 0,317 0.5 0,04
Stenotrophomonas 0,022 0,414 1,8 1,5
maltophilia
N&o identificada 0,005 0,014 0,05 0,03
Stenotrophomonas sp. 0,051 0,025 2,3 1,9
Klebsiella pneumoniae 0,913 0,849 0,05 0,01
Pantoea sp. 0,110 0,117 0,05 0
Enterobacter sp. 0,012 0,026 2,0 0,02
Methylobacterium 0,711 0,961 0,05 0
radiotolerans
Bacillus subtilis 0,012 0,173 0,04 0

As bactérias crescidas no meio com a mistura de hidrocarbonetos demonstraram uma
menor producdo de surfactantes. Neste meio trés linhagens apresentaram atividade
emulsificante moderadas. Do tipo agua em 0leo se destaca a Stenotrophomonas sp. e do tipo

6leo em agua a Klebsiella sp. com os maiores valores (Em destaque na Tabela 3).

Tabela 2 - Atividades de emulsificacdo em petrdleo (P) e tolueno (T) nos extratos das bactérias
que cresceram nos hidrocarbonetos padrdes.

Cepa ATIVIDADE DE EMULSIFICACAO
Densidade éptica Altura da emulséo (cm)
P T P T
Acinetobacter baumannii 0, 050 0,123 0,02 0
Stenotrophomonas 0,012 0,025 0,6 0,02
maltophilia
Né&o identificada 0,001 0 0 0
Stenotrophomonas sp. 0,230 0,020 1,6 0,5
Klebsiella pneumoniae 0,540 0,779 0 0
Pantoea sp. 0, 003 0,001 0 0
Enterobacter sp. 0,290 0, 445 0,05 0,01
Methylobacterium 0,543 0,735 0,23 0,10
radiotolerans
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| Bacillus subtilis | 0329 | 0044 | 0 | 0 |

Avaliacao da toxicidade

A Tabela 4 apresenta, de acordo com a ordem crescente de concentracdo das amostras, 0s
efeitos toxicos dos extratos bacterianos na germinacgdo e alongamento das raizes das sementes,
verificando a concentracdo efetiva que causou 50% (CE50) da inibicdo de germinagdo e

crescimento radicular.

Tabela 3 - Concentragdes efetivas (%) que causam 50% de inibicdo de germinagéo

Amostras/Inibicdo de Germinacao (%) para os hidrocarbonetos

Concent. Controle 1* 2** Jx** gFrxk Hkkx
(%) abidtico
1,56 16,35 1,89 23,89 5,03 7,55 6,66
3,125 17,6 22,64 22,64 16,35 18,86 37,11
6,25 34,59 21,38 43,39 27,67 36,85 41,59
12,5 100 87,42 40,25 43,39 52,2 48,43
25 100 100 100 100 100 100
50 100 100 100 100 100 100
Equacéo 30,115*L 25,215*L 30,5535*L 32,4976*L 29,7093*L 27,2875*L
(y=50) n n n n n n
-4,193 0,0862 -17,8327 -15,2537 -12,1566 -3,8247
R?2 0,8351 0,834 0,9041 0,8799 0,9389 0,9043
FrIFFHFECs0  6,0466 7,2391 9,2085 7,4481 8,1024 7,187

%
*1 Stenotrophomonas sp.; 2**Klebsiella pneumoniae; 3***Enterobacter sp; 4****
Methilobacterium radiotolerans; 5***** Acinetobacter baumannii
*xxxxk ECsom - Concentracgéo efetiva de toxicidade para 50% das sementes

Os resultados destacam que a bactéria identificada como Klebsiella sp. teve o menor

efeito tdxico sobre o bioindicador utilizado (9,2085%), considerando que este valor indica a
concentracdo efetiva para inibir a germinacdo e alongamento de raiz para 50% das sementes
testadas. No presente estudo os extratos das cinco bactérias avaliadas obtiveram valores da
ECso% maiores do que o do controle abiotico (Tabela 5). Este fato indica que todos os extratos
bacterianos apresentaram menor efeito toxico sobre as sementes de alface, quando comparados
ao extrato sem as bactérias. Em muitos casos, a presenca da bactéria pode levar ao surgimento

de substancias menos tdxicas do que as originalmente existentes.

Discussao
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Os resultados positivos obtidos no teste do colapso da gota de 6leo demonstram o
potencial das bactérias isoladas da macrofita Eichornnia crassipes em produzir algum tipo de
surfactante. Silva et al (2003) em estudo com bactérias isoladas da coluna d’agua da alga
Grateloupia sp. e do sedimento meso litoral da praia de Boa Viagem-RJ observou o colapso da
gota de 6leo em experimento com os extratos do crescimento bacteriano e adi¢ao de 6leo arabe
leve nos primeiros cinco minutos. Savergnini et al (2004) também obteve resultados positivos
para os testes que realizou com consorcio bacterianos isolados de talos de algas e incubados
com compostos aromaticos.

No presente estudo observou-se crescimento bacteriano nos meios com petréleo e com
mistura de hidrocarbonetos, o que permite inferir que estas linhagens apresentam a capacidade
de utilizar estes compostos como fonte de carbono energia. Dias (2007) ao realizar
experimentos sobre crescimento celular com 43 linhagens de bactérias isoladas de solos
contaminados com hidrocarbonetos, utilizou o peso seco bacteriano como parametro. Este autor
registrou o crescimento das melhores linhagens na ordem de 0,00022 g/mL em hidrocarbonetos
lineares e variando de 0,00033 g/mL a 0,00043 g/mL em hidrocarbonetos arométicos. Em
estudo com as bactérias Planococcus citreus e Pantoea aglomerans, Jacobucci (2000) utilizou
meios com efluentes de derivados de petroleo e, também utilizando o peso seco, observou
crescimento de 1, 826 mg/mL para a primeira bactéria e 2,478 mg/mL para a segunda. Nos
estudos de Dias (2007) também foi observado que os valores do pH das amostras pouco se
desviaram dos valores iniciais. Rosato (1997) descreve que a maioria dos microrganismos
apresentam melhor desenvolvimento em pH neutro, podendo ocorrer o dobro da taxa de
biodegradacao de petr6leo com a correcéo do pH.

Dias (2007) destaca que o crescimento celular esti diretamente relacionado com a
producdo de biossurfactantes. Kushida (2000) demonstrou que houve aumento na producéo de
biomassa, na producdo de biossurfactantes e uma diminuigdo gradativa do 6leo residual, com o
aumento do tempo de contato entre a cepa Planococcus citreus e o 0leo residual utilizado.

Neste estudo a linhagem Acinetobacter baumannii apresentou maiores valores de
crescimento em meio com mistura de hidrocarbonetos, entretanto ndo apresentou os maiores
valores de atividade emulsificante. A diminuicdo da atividade emulsificante poderia ser
explicada pelo consumo dos biossurfactantes produzidos. Considerando que muitos desses

compostos sdo proteinas, carboidratos, lipidios ou misturas desses compostos, & possivel
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especular que em uma situacdo de estresse, a bactéria recorra a esta fonte de matéria organica
para sua sobrevivéncia. Outra explicacdo plausivel seria a neutralizacdo da atividade
emulsificante como consequéncia de reacfes quimicas entre metabdlitos gerados em um
sistema fechado (MACIEL, 2003).

Matsuura (2004), estudando microrganismos provenientes da regido amazonica,
encontrou seis linhagens de leveduras com atividade emulsificante significativas do tipo agua
em 6leo, com a formacdo de uma emulsdo de 2,3 cm de altura. Esse valor foi 0 mesmo
encontrado neste estudo para a bactéria Stenotrophomonas maltophilia quando crescida em
meio mineral acrescido de petréleo. Matsuura (2004) obteve, entre as leveduras, um maximo
de atividade do tipo 6leo em agua com densidade Optica de 0,93 por uma das linhagens.
Carvalho, Marchi e Durrant (1997) obtiveram com a bactéria Planococcus citreus a densidade
Optica de 1,8. Dias (2007) encontrou valores de emulsdo do tipo 6leo em agua em linhagens
com crescimento em presenca de hidrocarbonetos lineares de 0,890 e em linhagens com
crescimento em presenca de hidrocarbonetos aromaticos de 0,1308. NEVES (2006) obteve
atividade de emulsificacdo de 6leo em &gua para a linhagem Bacillus badius, utilizando meio
de cultura para producdo de biossurfactante, adicionado de uma mistura de Hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (Naftaleno, Antraceno, Fluoreno e Pireno) no valor de 0,018 em seis
dias de cultivo. Maciel (2003) destacou o potencial para a producdo de biossurfactantes
extracelulares em bactérias preliminarmente identificadas, como Acinetobacter spp. e Bacillus
spp, isoladas a partir de uma amostra de agua de descarga, contaminada com 6leo, de num navio
petroleiro, na costa cearense.

O teste de avaliacdo da toxicidade permite considerar que 0s extratos bacterianos
apresentaram menor efeito toxico sobre o bioindicador utilizado do que o extrato controle,
confirmando a possibilidade do uso dessas linhagens em futuros processos de biorremediacéo.
Dias (2007) ao realizar este teste também com linhagens bacterianas encontrou valores da
ordem de 7,93% para extratos de linhagens crescidas em meio com hidrocarbonetos lineares e
de 13,1% para extratos de linhagens em meio com hidrocarbonetos aromaticos. Destaca em seu
estudo linhagens com alto percentual de degradacdo de hidrocarbonetos que apresentaram
valores na ordem de 3,2% e 3,38% para 0s testes de toxicidade, sendo que o controle obteve o
valor de 4,08.

Concluséao
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As linhagens bacterianas utilizadas nos experimentos deste estudo demonstraram
potencial para a producdo de biossurfactantes; as especies epifiticas isoladas da macréfita
aquética Eichornia crassipes e identificadas preliminarmente como Klebsiella sp.,
Enterobacter sp., e Methilobacterium radiotolerans e as endofiticas Stenotrophomonas sp e
Acinetobacter baumannii demonstraram maior potencial entre as nove linhagens testadas. Os
meios metabdlicos obtidos nos ensaios de biodegradacdo apresentaram menor toxicidade que
0s meios utilizados como controle. S&0 necessarios testes adicionais, como o de patogenicidade

para confirmar a possibilidade do uso dessas linhagens para obtencdo de biosurfactantes.
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