ULISSES NUNES DA ROCHA

TRANSPORTE ELETROCINETICO E DINAMICA DOS EFEITOS DA
DESNUTRICAO SOBRE A SUPERFICIE CELULAR E ADESAO DE
BACTERIAS

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pds-Graduagio
em Microbiologia Agricola, para obten¢do
do titulo de Magister Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL
2005



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



Ficha catalogréafica preparada pela Secao de Catalogacéo e
Classificacao da Biblioteca Central da UFV

T
Rocha, Ulisses Nunes da, 1981-
R672t Transporte eletrocinético e dindmica dos efeitos da
2005 desnutrigdo sobre a superficie celular e adesdo de bactérias

/ Ulisses Nunes da Rocha. — Vigosa : UFV, 2005.
xii, 59f. 1 il. ; 29cm.

Orientador: Marcos Rogério Tétola.
Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Vigosa.

Inclui bibliografia.
1. Transporte eletrocinético. 2. Bactérias - Motilidade.
3. Desnutrigdo bacteriana. 4. Biorremediagao.

5. Bactérias - Adesdo. 1. Universidade Federal de Vigosa.
I1.Titulo.

CDD 22.ed. 628.55




ULISSES NUNES DA ROCHA

TRANSPORTE ELETROCINETICO E DINAMICA DOS EFEITOS DA
DESNUTRICAO SOBRE A SUPERFICIE CELULAR E ADESAO DE
BACTERIAS

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vigcosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pds-Graduagao
em Microbiologia Agricola, para obtencdo
do titulo de Magister Scientiae.

APROVADA: 27 de setembro de 2005.

Prof. Arnaldo Chaer Borges Prof. Mauricio Dutra Costa
(Conselheiro) (Conselheiro)
Prof. Antonio Galvao Nascimento Prof. Jos¢ Tavares Araruna Junior

Prof. Marcos Rogério Totola
(Orientador)

il



A0S meus amigos,

minha verdadeira familia.

i



A paz ¢ a virtude mais bela do ser humano, e por ser a mais bela é impossivel ser
alcancada sem autoconhecimento.
Mahatma Gandhi (1869 — 1948)

11



AGRADECIMENTOS

A Deus, por todas as vezes que consegui ajuda e for¢a, mesmo quando achei que
seria impossivel.

A Universidade Federal de Vigosa, pela acolhida no curso de pés-graduagio no
Departamento de Microbiologia.

A Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Ensino Superior, pela
concessao da minha bolsa de estudos.

Ao meu orientador, Professor Marcos Rogério Toétola, pelo apoio, pela
tranqiiilidade e pela disposi¢ao empenhados no meu trabalho.

Ao Professor Arnaldo Chaer Borges, pelo aconselhamento, pela ajuda em
decisdes dificeis e pelos finais de semanas despendidos na corre¢do da minha
dissertagao.

Ao Professor Mauricio Dutra Costa, pelo aconselhamento e opinides no meu
trabalho.

Ao Professor Julio César Lima Neves, por me guiar nos caminhos da estatistica,
do SAEG e pela ajuda do planejamento experimental.

Ao Professor Antonio Galvdo Nascimento, que empenhou papel de amigo,
irmao e conselheiro. Pelos momentos de descontragdo, pela acolhida em sua casa, pelos
mais diversos favores, por me ajudar a trilhar o caminho das pedras que foi meu
trabalho de bancada e principalmente pela frase: “A vida ¢ bela, o dia esta lindo, vamos

seguir em frente”.

v



A Professora Denise Maria Mano Pessoa, pelo aconselhamento e pelos longos
anos que participa da minha vida profissional e pessoal, por ser uma amiga excepcional,
por aceitar, apontar e tentar me ajudar a superar meus defeitos.

Ao Professor José Araruna Juinior, por ser um exemplo como pessoa e
profissional.

Ao Professor Juraci Alves de Oliveira, pelos conselhos nos momentos dificeis,
por ser espelho de professor e pesquisador e, acima de tudo, pela amizade.

A todos os professores do Departamento de Microbiologia, que ajudaram com
seus ensinamentos durante esta etapa da minha formagao profissional.

Ao Departamento de Engenharia Civil da Pontificia Universidade Catolica do
Rio de Janeiro, pela cessdo das células eletrocinéticas e do solo utilizado no meu
trabalho.

A Unido de Ensino Superior de Vigosa, por apresentar minha primeira
oportunidade de emprego.

A todos os funcionarios da secretaria, Nilcéa, Laura e Aparecida, e do Bioagro,
Danilo, José Reinaldo, Evandro, Toninho, Raimundo e Paulo, pelos sorrisos, pelo
empenho e pela boa vontade, sem os quais seria impossivel realizar meu trabalho.

A Anna Carolina, Mary, Teté e Nivea, que mesmo entre as aulas e trabalhos
pessoais conseguiram tempo para me aulixiar no trabalho de bancada.

A todos os colegas do Laboratorio de Biodiversidade e Biotecnologia para o
Meio Ambiente, pela convivéncia.

Aos alunos de mestrado e doutorado da Microbiologia Agricola, em especial
Simone, Flavinha, Fernanda, Roney, Irene, Marlon, Isabela, Marcelo (Dr. SIF), por me
ajudarem, principalmente no meu periodo de adaptacdo em Vigosa.

Aos colegas do grupo de estudo SRS4E, Andrézim, Ana Paula, Patricia, Marcelo
e Danizinha, porque vocés me ajudaram a ultrapassar o dificil periodo de disciplinas,
respeitando sempre nosso lema.

A republica “Eramos 6”, onde consegui grandes amigas e muitos conselhos.

Aos meus grandes amigos da Republica “Pé-na-cova”, Serafim, Mateus
(Cenoura e Concha) e André, pelos almogos de domingo, pelas conversas e por serem
verdadeiros irmdos. A Ana Rita, que apesar das reclamagdes, sempre foi uma grande
amiga.

A Livia, Ana Paula, ao Z¢ Carlos e a Mariana, que mesmo do Rio sempre me

apoiaram.



A todos os meus companheiros de treino, nas pessoas da Lili, RE, Jack, Piaui,
Wesley, Naty, Laila, Rangel, Gustavo, Erik, Carolzinha e Carolzona, que me ensinaram
a gostar de Vigosa e me ajudaram a crescer como ser humano.

Ao Professor Tomasz Lichowki, amigo e mentor, por ser meu espelho de fé e
dedicagao a familia.

Muitas vezes acontecem momentos preciosos que nao sdo percebidos, mas com
certeza estes foram imensamente importantes. Quando paro para pensar em todas as
pessoas com quem convivi nesta época da minha vida, sei que estardo para sempre
guardadas em minha memoria e em meu coragao.

A Priscila, que mesmo longe participou de todos os momentos que aqui passei.

vi



BIOGRAFIA

ULISSES NUNES DA ROCHA nasceu no dia 29 de maio de 1981, no Rio de
Janeiro, capital.

Em agosto de 1996, ingressou no Programa de Vocagdo Cientifica na Fundagao
Oswaldo Cruz sob orientagdo do Professor Wilson Jacinto, concluido em junho de
1997. Na mesma casa, em agosto de 1997, ingressou no Programa Avancado de
Vocacao Cientifica, concluido em margo de 1999, com o estudo intitulado “Avaliagao
da Infecgao pelo Trypanosoma evansi em Fémeas de Camundongos BALBC”.

Em marco de 1999, ingressou no Curso de Ciéncias Bioldgicas na Universidade
Federal do Estado do Rio de Janeiro (UNI-Rio), onde, em dezembro de 2002, graduou-
se como Bacharel em Ciéncias Biologicas.

No periodo de agosto de 2001 a dezembro de 2002, foi bolsista do CNPq sob
orientacdo do Professor Tacio Mauro Pereira de Campos, pela Pontificia Universidade
Catdlica do Rio de Janeiro (PUC-Rio0).

Em agosto de 2003, iniciou o Programa de Pés-Graduacdo, em nivel de
Mestrado, em Microbiologia Agricola da Universidade Federal de Vigosa (UFV), em
Vigosa, Minas Gerais, na area de Ecologia Microbiana, com o projeto de pesquisa
intitulado “Dinamica dos efeitos da desnutricdo de microrganismos sobre a superficie
celular e transporte de microrganismos pela eletrocinese”, submetendo-se a defesa de
tese em setembro de 2005.

Em margo de 2005, foi contratado como Professor da Unido de Ensino Superior

de Vigosa (UNIVICOSA), onde leciona a cadeira de Biofisica até o presente momento.

vii



INDICE

RESUMO L.ttt e
ABSTRACT ...t s
1. INTRODUCGCAO GERAL ......ooovieeeeieeeee e

Estudo de Caracteristicas da Superficie Celular e da Adesdao a um Solo
Argiloso de Bactérias Degradadoras de Hidrocarbonetos de Petréleo...............

RESUIMIO .. e ettt et e et e s et et s e saaeeeeaas
L. INEPOAUGAO ...ttt e e e e et e e et e e e e eaaaeeeeenes
Y Y0 o -1 Y [0 Yo [ YT

2.3. Determinagdo da hidrofobicidade celular superficial...............cccuenneene.
2.4. Determinagao da carga celular superficial ...........ccccceeveviiiiiieiiieennes
2.5. Adesdo bacteriana a0 SOL0 .......cccueeviiiiiieniieiiece e
2.6. ANALISE STAtISTICA ..eeouvrieeiiieeeiieeciieeetee et e et e et e et e e e e e e are e e e e e snee e

3. ResSultados € DISCUSSAO.cceuunnneeeee ettt e e e e eae e s

4. ConsideracOes FINQiS..........coooiiiiiiiiiiiiic ettt e
Referéncias BibliografiCas........ccoovviiiieiiiiiiieiieieceee e

Alteragdo das Caracteristicas de Superficie Celular e da Adesdo a Um Solo
Argiloso de Bactérias Degradadoras de Hidrocarbonetos de Petroleo Mediada

PEla DESNULIICAO ...ttt ettt ettt e e et esaeeens

RESUIMNIO .ot e e e et e et e et e s e e e e s anaas

Pagina

xil

~ D

—_— —
N O O O 0

12

14
16

21

21



L. INEPOAUGAO ... ittt e e et e e e e e e e eeaaaeeeeenns
Y Y0 o -1 Y] [0 Yo [ YT

2.4, AULO-ZIEZACAO. .. .eeeuieieeiiieeiieeeitee et e et e e et e e st e e sbeeesibeeesbeeenaneesnaseesnns
2.5. Hidrofobicidade celular superficial, carga celular superficial e adesao
YT e) o SRR
2.6. Determinagao do comprimento celular ............ccoocvveviieiieniiniienieeene,
2.7. ANALISE StAtISTICA ...ecuvieeeeiieeeiiieeciiie et et e et et e et e et eeta e e e e e e earee e

3. ResSultados € DISCUSSAO..cceuunnneeee ettt e eee e e e e e e e eeraaaeeeas

4. Considerages FINais........ccueeecuiieiiiieciiieciee ettt e e eevee e
Referéncias BibliografiCas........ccoevvieeiieiiieiiieeiieieeeie et

Transporte Eletrocinético de Bactérias através de Solo Argiloso Residual
Tropical Reconstituido por Adensament............ccoeeeeeeeerieniienienieenie e

RESUIMNIO . e et e e e et e et e e tre e e e e e s enaas
L INETOAUGAO ...t ae e et e e eeaeeeeaaeeas
2. Material € METOAOS . .oeeeeeeeee e e e e e et ee e e e e e e e e e eaeeaaaaeeaaeaaes

2.1. IS0lad0s DACLETIANOS. ......eeruvieiieeiiieiie ettt

2.2. Obtengdo de células desnutridas...........cccueeeeveieiiiiiciieeciee e

2.3. Caracteristicas de superficie dos 1501ad0S ........cccccvveeveiviinieneniicneenennne.
2.3.1. Hidrofobicidade celular superficial, carga celular superficial,

2.5. Célula eletroCINEtiCa .......ccveeiieeiieiie ettt
2.6. Preparo do Corpo-de-Prova..........ccccueevueerieeiiienieenieeeieesree e eseeeeveeseee e
2.7. Movimentacao de células por eletrocinese...........ccoeeeeeeeenieesieeneeenieenne
2.8. 0utras determinaCOECS .........cccueeeerieeireeeereeeetreeeereeeereeeetreeeetreeeereeeeereeeens
2.9. ANAliSE EStAtISTICA ...ccuveieeiiieeeiiieeciie ettt et et e e et e e re e e eree e

3. ResSultados € DISCUSSAO...eeuunnneeeeeee ettt eee e e e e e e e eeeraaaeeeas

4. Considerages FINAiS.........coveeeuiiiiiiecciiie et e e
Referéncias Bibliograficas........cccooiieiiieiiiiiiieniieieeeee e

X

22
23
23
24
25
25
25

25
26

26

34
34

39

39
40
41

41
42
43

43
43
43
44
45
46
46

46
54
54



RESUMO

ROCHA, Ulisses Nunes da, M.S., Universidade Federal de Vigosa, setembro de 2005.
Transporte eletrocinético e dinamica dos efeitos da desnutricdo sobre a
superficie celular e adesdo de bactérias. Orientador: Marcos Rogério Toétola.
Conselheiros: Arnaldo Chaer Borges, Denise Maria Mano Pessoa e Mauricio Dutra
Costa.

A remediacao de areas contaminadas com petroleo ou seus derivados pode ser
realizada com a utilizacdo de bactérias que apresentem caracteristicas que possibilitem a
degradagdo desses compostos ou sua transformag¢do em formas menos toxicas. Os
processos de biorremediagcdo requerem muitas vezes o transporte de microrganismos
selecionados através de matrizes porosas com baixa condutividade hidrdulica, o que
pode ser alcancado pela técnica de eletrocinese. Esse processo pode resultar em
condicdes de meio estressante para as bactérias, levando a modificacdes das
caracteristicas da superficie celular, da capacidade de adesdo e, conseqiientemente, da
eficiéncia de transporte. Este trabalho teve por objetivos estudar as propriedades da
superficie celular que influenciam a adesdo de isolados de bactérias a um solo franco
argiloso; as alteracdes dessas caracteristicas mediadas pela escassez de nitrogénio; € a

aplicacdo da eletrocinese, no mesmo solo, como ferramenta para o transporte de esporos



de Bacillus subtilis LBBMA 155 e de células desnutridas de Pseudomonas sp. LBBMA
81A. As bactérias com menores valores de hidrofobicidade e de cargas celulares
superficiais positivas, caracterizadas como Stenotrophomonas maltophilia LBBMA
105A e isolados LBBMA F3 e 86 (ndo-identificados), apresentaram também as menores
tendéncias de adesdo as particulas de solo. As propriedades da superficie celular que
afetam a adesdo das bactérias as particulas de solo foram alteradas durante a
manuten¢do das células em meio com escassez de nitrogénio. As modificagdes
apresentaram um padrdo diferenciado para cada um dos isolados testados. Portanto, o
emprego da desnutri¢do requer criteriosa avaliagdo para vislumbrar se as alteragdes
resultantes atendem aos requisitos necessarios para a utiliza¢ao das células desnutridas
em uma dada aplicacdo biotecnoldgica. No ensaio de transporte mediado pela
eletrocinese, as células vegetativas desnutridas de Pseudomonas sp. LBBMA 81A e os
esporos de Bacillus subtilis LBBMA 155 foram distribuidos hiperbolicamente ao longo
de todo o corpo-de-prova, constituido de cilindro de solo adensado. Os esporos de B.
subtilis LBBMA 155 foram transportados com maior eficiéncia do que as células
vegetativas desnutridas de Pseudomonas sp. A tendéncia de adesdo ao solo nao foi fator
determinante no transporte das células. O maior transporte dos esporos de B. subtilis foi
atribuido ao maior valor de cargas superficiais negativas nessa estrutura. Este trabalho
demonstra que a eletrocinese pode ser utilizada para o transporte de bactérias em solos

com baixa condutividade hidraulica.

x1



ABSTRACT

ROCHA, Ulisses Nunes da, M.S., Universidade Federal de Vicosa, september, 2005.
Bacterial electrokinetic transport and dynamic of starvation effects on cell
surface and adhesion. Advisor: Marcos Rogério Toétola. Commitee Members:
Arnaldo Chaer Borges, Denise Maria Mano Pessoa and Mauricio Dutra Costa.

The remediation of petroleum-contaminated sites can be accomplished by using
bacterial strains able to degrade or to transform the compounds to less toxic forms. For
some bioremediation designs, the transport of selected microorganism through porous
matrix is required. The transport of bacterial cells through porous media with low
hydraulic conductivity can be facilitated by electrokinesis. The change in cell surface
properties in the presence of electric currents is of concern when the potential to
manipulate bacterial movement with electric fields is conceived. Also, during
transportation, the bacteria may be subjected to stress conditions, like nutrient
limitation, which may change their physiological state. Consequently, the cell surface
characteristics and adhesion capacity may be altered, affecting the transport efficiency.
The aim of this work was to study the effects of cellular surface characteristics in
adhesion properties and electrokinesis-facilitated transport of bacterial strains, isolated
from petroleum-contaminated environment, in a silt-loam soil. Bacterial strains with
low cell surface hydrophobicity and low positive charges, identified as

Stenotrophomonas maltophilia LBBMA 105A and the strains LBBMA F3 and 86 (not

Xii



identified), had the lowest adhesion to soil particles. The bacterial strains had different
patterns of changes in cellular surface properties that affect the bacterial adhesion to soil
particles during cultivation in nitrogen-limited medium. Nitrogen-starved vegetative
cells of Pseudomonas sp. LBBMA 81A and endospores of Bacillus subtilis LBBMA
155 were hyperbolically distributed through the compacted soil cylinder during the
electrokinetic transportation assay. The transportation efficiency of Bacillus subtilis
LBBMA 155 spores was higher than of Pseudomonas sp. starved vegetative cells. The
soil adhesion property was not the determining factor for cell transportation. The higher
transport efficiency of endospores was attributed to their higher negative charges values.
It is concluded that the electrokinesis technique can be used for bacteria transportation

in soils characterized by low hydraulic conductivity.
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1. INTRODUCAO GERAL

Um dos principais problemas da sociedade industrializada atual ¢ o crescente
nimero de sitios contaminados com uma variedade de compostos organicos e
inorganicos. Essa constata¢do tem levado ao desenvolvimento de inumeras técnicas de
remediacdo de ambientes contaminados, dentre elas a de biorremediagcdo, como uma
ferramenta auxiliar na descontaminagao desses locais. Em ambientes onde nao existem
populagdes autoctones capazes de degradar os compostos contaminantes, ou de
transforma-los em formas menos toxicas, faz-se necessaria a introdugdo de
microrganismos aloctones selecionados.

A selecao de microrganismos para aplicacdo em processos de biorremediagao
leva em conta aspectos ligados a eficiéncia na degradacdo dos compostos-alvo, a
capacidade de causarem modificagdes na molécula desses compostos, facilitando a
posterior degradacdo por outras populagdes, e a tolerancia a fatores fisico-quimicos do
ambiente para o qual sdo selecionados, entre outros. No entanto, esses trabalhos nao
consideram a avaliacdo de caracteristicas relacionadas a adesao microbiana como
critério de sele¢do de organismos potencialmente aplicaveis a biorremediagdo. Isso ¢
particularmente relevante em processos de biorremediacdo em solos, onde a efetividade
da inoculagdo dos microrganismos selecionados depende da capacidade de transporta-
los até o local da contaminacdo. Portanto, a eficiéncia do transporte das células através
da matriz porosa do solo, bem como a homogeneidade da distribui¢do das células, sdo
requisitos para o €xito no processo.

A adesdo bacteriana a superficies ¢ um dos fendmenos que auxiliam no processo

de predicao da eficiéncia de transporte através da matriz porosa do solo e da distribui¢ao



das células nesse corpo. Esse fenomeno ¢ regulado por -caracteristicas como
hidrofobicidade e cargas elétricas superficiais, tamanho celular, forma, arranjo, dentre
outras.

A desnutri¢do, que simula um ambiente com escassez de nutrientes, pode ser
utilizada como técnica para facilitar o transporte de células através de matrizes porosas,
ao promover alteragdes nas caracteristicas de superficie celular envolvidas no processo
de adesdo.

A utilizagdo de técnicas de bombeamento para introdug¢do de células em solos
com baixa condutividade hidraulica pode criar fissuras ou fraturas, os quais funcionam
como caminhos preferenciais para a suspensao percolada, impossibilitando a
distribuicdo homogénea das células e dificultando com isso o processo de
biorremediacdo. Nesses solos, a técnica de eletrocinese, que consiste na aplicagdo de
campos elétricos no solo, pode ser utilizada como alternativa para a introducio e
distribuicao homogénea de bactérias.

Este trabalho teve por objetivos estudar as propriedades da superficie celular que
influenciam a adesdo de isolados de bactérias a um solo franco argiloso; as alteragdes
dessas caracteristicas mediadas pela escassez de nitrogénio; e a aplicagdo da
eletrocinese, no mesmo solo, como ferramenta para o transporte de esporos de Bacillus
subtilis LBBMA 155 e de células desnutridas de Pseudomonas sp. LBBMA 81A.

O primeiro artigo discute a correlacdo entre as caracteristicas de superficie
celular e a adesdo de isolados bacterianos previamente selecionados quanto a
capacidade de degradagao de diferentes fragdes de hidrocarbonetos de petroleo.

No segundo artigo, sdo relatadas as altera¢des da superficie celular em bactérias
consideradas como tendo as caracteristicas potenciais para uso em processos de
biorremediacdo de ambientes contaminados com hidrocarbonetos de petroleo,
resultantes da desnutrigdo em meio mineral com limitagdo de nitrogé€nio. Também
foram objetos de avaliacdo desse artigo os efeitos dessas alteracdes nas propriedades de
adesdo das bactérias a particulas de solo.

O terceiro artigo demonstra a eletromigragdo de bactérias através de um solo
siltoso-argiloso tropical e relaciona caracteristicas de superficie celular e adesdo das
bactérias ao solo com a distribui¢do das células ao longo da matriz porosa.

Por fim, o estudo apresenta dados que podem auxiliar estudos futuros sobre

selecdo de bactérias para transporte através de matrizes porosas do solo, bem como



demonstra a possibilidade de utilizagao da eletrocinese como ferramenta de introducao e

distribuicao de células bacterianas em solos com baixa condutividade hidraulica.



Estudo de Caracteristicas da Superficie Celular e da Adeséo de Bactérias
Degradadoras de Hidrocarbonetos de Petroleo a um Solo Argiloso

Resumo: O conhecimento sobre a adesao de bactérias ¢ importante para a avaliacao de
aplicagcdes biotecnologicas que requerem a predigdo da movimentacdo desses
organismos em matrizes porosas, como o solo e sedimentos. Neste trabalho, estudaram-
se propriedades da superficie celular que influenciam a adesdo de isolados de bactérias
com potencial de utilizagdo em processos de biorremediacdo in-situ, a um solo franco
argiloso. As bactérias utilizadas foram identificadas por comparacdo dos perfis de
ésteres metilicos de acidos graxos (FAME), com os de uma biblioteca de referéncia
armazenada em banco de dados para microrganismos aerobios de amostras ambientais
do sistema Sherlock da Microbial Identification System® (MIDI, Newark, DE, EVA)
(TSBA, versao 4.0), como Pseudomonas sp. LBBMA 81A, Pseudomonas sp. LBBMA
178 ¢ Stenotrophomonas maltophilia LBBMA 105A. Os isolados LBBMA F3 ¢
LBBMA 86 nio encontraram correspondentes na biblioteca TSBA 4.0, Trés entre os
cinco isolados, LBBMA F3, LBBMA 86 ¢ S. maltophilia LBBMA 105A, foram
caracterizados como hidrofilicos, com baixa densidade de cargas celulares de superficie
positivas e baixa capacidade de adesdo ao solo; o isolado Pseudomonas sp. LBBMA
81A foi caracterizado como hidrofilico, com alta densidade de cargas celulares
superficiais positivas e capacidade de adesdo intermediaria ao solo; o isolado
Pseudomonas sp. LBBMA 178 foi caracterizado como hidrofobico, com alta densidade
de cargas celulares de superficie positivas e com elevada tendéncia de adesdo ao solo. A
adesdo das células ao solo correlacionou-se positivamente (p<0,05) com a
hidrofobicidade e com as cargas superficiais positivas e negativas. Este estudo
demonstrou que a intensidade de adesdo de bactérias degradadoras de hidrocarbonetos
de petroleo pode ser prevista por estudos das cargas elétricas superficiais e,
principalmente, da hidrofobicidade celular.

Palavras-chave: biorremediagao, selegao de microrganismos, transporte, matriz porosa.



1. Introducéo

Em ambientes naturais, as populagdes bacterianas normalmente vivem aderidas
a superficies inertes ou constituidas por organismos vivos, a exemplo de plantas
(DeFlaun et al., 1994), fungos (Cheng et al., 1984) e at¢ mesmo animais, incluindo o
homem (Bruinsma et al., 2001). Essa estratégia de colonizacdo confere as populagdes
bacterianas protecdo contra o ressecamento (Erne et al., 1984) e predacdo (Kharazmi,
1991), maior tolerdncia a agentes antimicrobianos (Masako et al., 2005), aumento da
capacidade de decomposicdo de substratos poliméricos (Fleming, 1998), maior
facilidade de troca de informagao genética (Stewart, 2002), dentre outras. A colonizagao
de superficies inicia-se com o processo de adesdo. Esse fendmeno ¢ regulado por fatores
ligados a caracteristicas de superficie da célula bacteriana, como hidrofobicidade
(Vadillo-Rodriguez et al., 2005), cargas elétricas (Vadillo-Rodriguez et al., 2005),
presenca de adesinas (Mattos-Guaraldi et al., 2000), fimbrias (Vesper, 1987), pili
(DeFlaun et al., 1994), exopolissacarideos (Becker, 1996), flagelos (DeFlaun et. al.,
1990) e pela hidrofobicidade, rugosidade e cargas elétricas residuais da superficie a ser
colonizada (Li e Logan, 2004).

Uma série de técnicas tem sido utilizada para mensurar a contribuicdo de
caracteristicas de superficie celular para a adesdo microbiana. A hidrofobicidade tem
sido avaliada por meio de métodos como aderéncia microbiana a hidrocarbonetos
(Sorogon et al., 1991), cromatografia de interagdo hidrofobica (Gusils et al., 2002),
“salting-out” (Zita e Hermansson, 1997) e angulo de contato (Li e Logan, 2004). A
carga elétrica superficial da célula ¢ geralmente avaliada pelas técnicas de mobilidade
eletroforética (Rijnaarts et al., 1995), potencial zeta (Gallardo-Moreno et al., 2003) e
cromatografia de interacdo eletrostatica (van Schie e Fletcher, 1999).

A relagdo entre adesdo e caracteristicas de superficie da célula microbiana nem
sempre ¢ facilmente estabelecida (Dickson e Koohmaraie, 1989). Aparentemente, isso €
atribuido a falta de padronizacdo das técnicas, especialmente quanto a composi¢do do
sistema tampao (forga idnica, pH, tensao superficial), temperatura em que sdo realizados
os ensaios, dentre outros fatores (Jones et al., 1996, Mittelman et al., 1998; Gallardo-
Moreno et al.,, 2003). Além disso, a maioria dos estudos relacionados a adesao
bacteriana a superficies restringe-se a poucas espécies ou isolados (Bakker et al., 2004).

A adesdo bacteriana a superficies pode ser desejavel em processo de tratamento

de dgua para consumo humano, em que a agua passa por etapa de filtracao em leitos de



areia (Cho et al.,, 1999). Essa etapa promove a retencdo de intimeros patdogenos,
aumentando a eficiéncia do processo final de desinfeccdo da 4gua. A adesdo microbiana
¢ desejavel também quando se vislumbra a utilizagdo do solo como destino final de
residuos que possam conter microrganismos patogénicos (biossélidos) ou para o
tratamento de efluentes (“wetlands”) (Gibbs et al., 1997). Por outro lado, a adesdo
microbiana a superficies ¢ indesejavel em processos biotecnologicos que dependem do
transporte das células através de sistemas porosos. Esses incluem a recuperagdo
avancada de petréleo melhorada por microrganismos (MEOR) (Kim e Fogler, 1999) e
processos de biorremediagdo de solos contaminados em que a inoculagdo de
microrganismos selecionados se faz necessaria (Mailloux et al., 2003).

A selecdo de microrganismos para aplicagdo em processos de biorremediacao
leva em conta aspectos ligados a eficiéncia na degradacdo dos compostos-alvo (Dua et
al., 2002), a capacidade de causarem modificacdes na molécula desses compostos,
facilitando a posterior degradacdo por outras populacdes (Hamby, 1996), a tolerancia a
fatores fisico-quimicos do ambiente para o qual sdo selecionados (Boopathy, 2000),
dentre outros. No entanto, esses trabalhos ndo consideram a avaliagdo de caracteristicas
relacionadas a adesdo microbiana como critério de selecdo de organismos
potencialmente aplicdveis a biorremediacdo. Isso ¢ particularmente relevante em
processos de biorremediagdo em solos, onde a efetividade da inoculacdo dos
microrganismos selecionados depende da capacidade de transporta-los até o local da
contaminag¢do (Sanin et al., 2003).

Este trabalho descreve a avaliacao de caracteristicas de superficie celular ligadas
a adesdo de isolados bacterianos, previamente selecionados quanto a capacidade de
degradacdo de diferentes fragdes de hidrocarbonetos de petrdleo. Demonstra-se que a
adesdo a de particulas de solo franco argiloso tropical correlaciona-se com a

hidrofobicidade e com as cargas elétricas da superficie celular.



2. Material e Métodos

2.1. Isolados bacterianos

Neste trabalho foram utilizados isolados bacterianos pertencentes a cole¢ao de
culturas do Laboratério de Biotecnologia e Biodiversidade para o Meio Ambiente
(LBBMA) do Departamento de Microbiologia (DMB) / Instituto de Biotecnologia
Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO), Universidade Federal de Vigosa (UFV), Minas
Gerais, Brasil (Tabela 1). Esses isolados foram previamente caracterizados quanto a sua

capacidade de degradar hidrocarbonetos de petroleo (Oliveira, 2004).

Tabela 1 —Isolados de bactérias degradadoras de hidrocarbonetos de petréleo
pertencentes a colecio do LBBMA do DMB/BIOAGRO, UFV, com
identificacao (FAME/MIDI), registro de origem e substrato de crescimento

Isolado Identificacdo Origem? Substrato®
LBBMA F3 NI 1 F
LBBMA 81A Pseudomonas sp. 1 T
LBBMA 86 NI 2 P
LBBMA 105A  Stenotrophomonas maltophilia 3 P, D, Gc
LBBMA 178 Pseudomonas sp 4 P,D,G,GceQ

NI: isolado ndo-pertencente a biblioteca TSBA4.0 do sistema MIDI®.

* — A bactéria foi isolada a partir de amostra coletada em (1) Solo de “landfarming” - Refinaria Gabriel
Passos (REGAP), Minas Gerais; (2) Sedimento de mangue - Refinaria Duque de Caxias (REDUC),
Rio de Janeiro; (3) Solo contaminado com dleo automotivo — oficina mecanica da UFV; (4) Regido de
mangue - Refinaria Duque de Caxias (REDUC), Rio de Janeiro.

® _ As letras referem-se ao crescimento em meio de cultura acrescido de melago e petroleo (T), de
fenantreno (F), de petréleo bruto (P), de d6leo Diesel (D), de gasolina (G), de gasolina comercial
brasileira (adicionada de 25% v:v de etanol) (Gc), ou de querosene (Q).

A identificacdo das bactérias foi realizada por comparagdo dos perfis de ésteres
metilicos de 4cidos graxos (FAME) com os de uma biblioteca de referéncia do sistema
Sherlock da Microbial Identification System® (MIDI, Newark, DE, EUA) (TSBA,
versao 4.0).

O meio de cultura utilizado no experimento o meio mineral NMP (Bodour e
Miller-Meier, 1998). As suspensdes celulares utilizadas nos ensaios de adesdo e de
avaliagdo de caracteristicas de superficie foram obtidas apds incubagdo a 30°C e 150
rpm por 12 horas. Em seguida, as células foram coletadas por centrifugagdo, em

centrifuga MR231 (JOUAN), a 6.000 g e 4°C por 10 minutos. Esse processo foi repetido



por trés vezes, com ressuspensdo das células em solugdo salina a 0,85%. Por fim, as
células foram ressuspendidas em tampao fosfato salino (pH 7,0) a 100 mmol L' (PBS)
(Jones et al., 1996) e as densidades 6ticas (A = 600 nm) ajustadas em espectrofotometro

SMARTSPEC3000 (BIORAD) para o valor requerido em cada experimento.
2.2. Solo

O solo utilizado nos ensaios foi proveniente de rocha metamorfica gnaissica,
localizada em talude de corte na Rodovia Washington Luis no municipio do Rio de
Janeiro, Brasil (Latitude Sul — 22° 46°, Longitude Oeste — 43° 17°). A amostra de solo
deformada foi coletada em perfil de intemperismo de solo residual jovem e submetida a
caracterizagdo fisico-quimica no Laboratério de Geotecnia e Meio Ambiente da

Pontificia Universidade Catélica do Rio de Janeiro (Tabela 2).

Tabela 2 — Caracteristicas fisico-quimicas do solo utilizado nos ensaios de adesdo

celular
indices Fisico-Quimicos Valor
Matéria organcia (dag kg™) 0,05
Densidade dos gréos (g cm™) 2,7354
Densidade relativa dos grios (g cm™) 2,7404
PH 4,9
Pedregulho grosso (%) 0
Pedregulho médio (%) 2
Pedregulho fino (%) 2
Areia grossa (%) 5
Areia média (%) 5
Areia fina (%) 13
Silte (%) 35
Argila (%) 38
Limite de liquidez (%) 61,2
Limite de plasticidade (%) 39,6
Indice de plasticidade (%) 21,6
Classificagao Textural Franco-Argiloso




2.3. Determinagéo da hidrofobicidade celular superficial

A hidrofobicidade das bactérias foi determinada pela medicao da aderéncia de
células a hidrocarbonetos (Teste de ABH), utilizando-se xileno como fase apolar (Jones
et al., 1996). A uma aliquota de 4,8 mL das suspensdes bacterianas com DOg ajustada
em 0,5, adicionou-se 0,4 mL de xileno. As amostras foram vigorosamente misturadas
em agitador tipo Vortex por 5 min e deixadas em repouso por 15 minutos. A fase
aquosa foi removida para a medi¢do da DOy, € a hidrofobicidade celular foi calculada

a partir da formula:

Hfb(%) = [100X(DO, — DO)/DO,] [1]

em que
Hfb = hidrofobicidade celular superficial relativa;
DO, = densidade otica da fase aquosa antes da agitagdo com a fase apolar; e

DOr = densidade otica da fase aquosa apds agitagdo com a fase apolar.

2.4. Determinacao da carga celular superficial

A carga celular superficial foi determinada utilizando-se uma modifica¢do da
técnica de cromatografia de interacgao eletrostatica descrita por Pedersen (1981) e Gusils
et al. (2002). Colunas cromatograficas Poli-Prep Biorad (0,8 x 4,0 cm) foram
preenchidas com 2 mL de resina de troca anionica (Sephadex CM-50) ou cationica
(Sephadex DEAE-50), hidratadas em PBS. Para cada isolado bacteriano, foi utilizada
uma suspensdo de células em PBS com DOy ajustada para 1,0 (DO;). A cada coluna
foi adicionado 0,5 mL da suspensdo bacteriana, seguindo-se a elui¢do com 3 mL de
PBS a 0,2 mL min'. A DOgpo do eluato (DOy¢) foi avaliada e o coeficiente de

distribuicdo de bactérias entre o eluato e a coluna calculado como:

KdC = Cc/Ce [2]

em que

KdC = coeficiente de distribui¢dao de bactérias entre o eluato e a coluna



Cc =[DO;-DO¥¢] / Vc [3]
Ce=DO¢/ Ve [4]

em que
Cc = concentracao de células na resina de troca idnica;
Ce = concentracao de células em suspensao no eluato;
V¢ = volume de resina na coluna (2 mL); e

Ve = volume do eluato (3,5 mL).

Neste trabalho, considerou-se que o coeficiente de distribuicao de bactérias entre
o eluato e a resina de troca i6nica expressa um valor relativo de carga celular superficial
(van Schie e Fletcher, 1999). O valor relativo de cargas celulares superficiais positivas é
obtido na coluna de troca cationica (KdCC) e o de cargas celulares superficias negativas
na coluna de troca anidnica (KdCA).

A partir dos valores de KACC e KdCA foi criada uma outra grandeza, a Razao
de Cargas (RC), expressa como o quociente entre o valor relativo de cargas negativas e

cargas positivas (KdCA/KdCC).

2.5. Adesdo bacteriana ao solo

Os ensaios de adesdo dos isolados bacterianos ao solo foram realizados
empregando-se a técnica de centrifuga¢do diferencial (Ling et al., 2002), com
modificacdes. Uma suspensdo de 6 mL de PBS contendo 10° UFC/mL foi misturada
com 6 gramas de solo seco estéril em um tubo conico de polipropileno, sob agitagdao
vigorosa em agitador tipo Vortex, por 1 minuto. A mistura foi deixada em repouso por 5
minutos, adicionando-se em seguida 15 mL de PBS. Apoés agitacdo a 2.000 rpm em
agitador orbital por 1 minuto, a mistura foi novamente deixada em repouso por 5
minutos e centrifugada em centrifuga MR231 (JOUAN), a 200 g por 3 minutos. O
sobrenadante foi separado do solo e utilizado para determinagdo da concentragdo de
células viaveis pelo método da microgota (Herigstad et al., 2001). Uma segunda
lavagem foi realizada adicionando-se nova aliquota de 15 mL de PBS, seguindo-se o
mesmo procedimento descrito, porém com o aumento do tempo de centrifugacdo, de 3
para 5 minutos. Considerou-se que os valores resultantes da diferenca entre o nimero de

células que permaneceram no solo apés o primeiro procedimento de lavagem e o das
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que permaneceram no solo apés o segundo procedimento, representam a parcela da
populacdo que se encontrava fracamente aderida ao solo. O nimero de células que
permaneceram aderidas ao solo apds a segunda lavagem representa a parcela da
populacdo fortemente aderida as particulas de solo (Ling et al, 2002).

O coeficiente de distribuicdo das bactérias ao solo foi calculado segundo a

equacgao:

KdA = Cy/C, [5]
em que

Cs=[Ne—(Ny)] /W [6]

Co=MNy)/V [7]
em que

KdA = coeficiente de distribui¢do (mL g);

C, = concentrag¢do de células na fase solida (UFC g'l);

C, = concentragio de células em suspensdo (UFC mL™);
N; = niimero total de bactérias adicionadas ao solo (UFC);
N; = numero total de bactérias no sobrenadante (UFC);
W = massa de solo utilizada (g); e

V = volume de fluido na mistura (mL).

Considerou-se, neste trabalho, a existéncia de dois coeficientes de distribuicao
de células: um relativo as células fracamente aderidas, obtido na primeira etapa de
lavagem do solo (KdAl) e outro relativo as células fortemente aderidas, obtido na
segunda etapa (KdA2).

O coeficiente de distribuigdo ¢ um valor relativo que representa a razao entre o
nimero de bactérias aderidas a superficie da fase sélida e o numero de bactéria que
permaneceu em suspensdo. Este coeficiente pode agrupar ou separar os isolados
microbianos com capacidades de adesdo relativamente proximas, por trabalhar em uma
faixa numérica que pode variar de zero ao infinito (Gannon et al., 1991), diferentemente
da percentagem de adesdo, que trabalha somente com valores que variam de 0 a 100%.

A partir dos coeficientes KdA1 e KdA2 foi criada a grandeza Razdo de Adesdo
(RA), calculada pela razdo KdA2/KdA1, que expressa a tendéncia da populacio de se

aderir fortemente (RA>>1,0) ou fracamente ao solo (RA ~ 1,0).
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2.6. Andlise estatistica

Em todos os ensaios foram realizadas trés repeticdes. Os dados foram
submetidos a Analise de Variincia, com delineamento inteiramente casualisado, a 5%
de probabilidade e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5%. As correlagdes
entre hidrofobicidade, carga celular superficial e adesdo das bactérias ao solo foram

avaliadas pelo coeficiente de correlagdo de Pearson a 1, 5 ou 10% de probabilidade.

3. Resultados e Discussao

A avaliagdo da hidrofobicidade celular superficial permitiu a separacao dos
isolados bacterianos em trés grupos distintos, a saber: o caracterizado por extrema
hidrofobicidade, representado pelo isolado Pseudomonas sp. LBBMA 178; o de
hidrofibicidade média, representado pelos isolados LBBMA F3 e Pseudomonas sp.
LBBMA 81A e o terceiro, de isolados extremamente hidrofilicos (LBBMA 86 ¢ S.
maltophilia LBBMA 105A) (Tabela 3).

Tabela 3 — Valores de hidrofobicidade superficial celular de bactérias degradadoras de
hidrocarbonetos de petroleo

Género/espécie Isolado Hidrofobicidade (%)
NI LBBMA F3 26,5(3,91) B
Pseudomonas sp. LBBMA 81A 23,3(1,02) B
NI LBBMA 86 11,0 (3,67) C
S. maltophilia LBBMA 105A 53(1,81)C
Pseudomonas sp LBBMA 178 92,0 (2,91) A

NI - isolado ndo identificado.
Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Valores entre parénteses representam o erro padrdo da média.

Os isolados bacterianos diferiram (p<0,05) quanto a presenca de cargas celulares

superficiais catidnicas e anionicas (Tabela 4), sendo os maiores valores para as cargas
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catidnicas encontrados em isolados de Pseudomonas sp., LBBMA 81A e LBBMA 178,
e o maior valor de cargas anidnicas em Pseudomonas sp. LBBMA 178. Os valores
referentes a razao entre as cargas negativas e positivas (RC) (Tabela 4) indicam que os
isolados NI LBBMA F3 e S. maltophilia LBBMA 105A possuem maiores valores de

cargas negativas em relacdo as positivas na superficie celular (p <0,05),

Tabela 4 — Valores relativos de cargas celulares superficiais positivas (KdCC) e
negativas (KdCA) de bactérias degradadoras de hidrocarbonetos de petroleo

Género/espécie Isolado KdCC KdCA RC

NI LBBMA F3 0,299 (0,34)B 6,164 (0,440)B 24,1 (2,7) A
Pseudomonas sp. LBBMA 81A 0,229 (0,34) A 5,530 (0,938) B 4,60 (0,6) B
NI LBBMA 86 0,213 (0,029)C  2,075(0,236)C 9,90 (0,9) B
S. maltophilia LBBMA 105A 0,188 (0,021)C 5,061 (0,341) B 27,2(2,5) A

Pseudomonassp ~LBBMA 178 1,371 (0,104) A 9,233 (1,218) A 6,80 (0,8) B

NI - isolado ndo identificado.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Valores entre parénteses representam o erro padrdo da média.

comparativamente aos trés outros. As cargas celulares superficial, negativas ou
positivas, ¢ uma das caracteristicas relevantes da bactéria que deve ser incluida em
estudos de transporte das células até o local de contaminagao, para que possa ser efetiva
no processo de biorremediacdo. Embora se reconheca a existéncia de correlagdo entre
hidrofobicidade e cargas celulares superficiais (Tabela 6), ndo foram encontradas na
literatura informagdes acerca dos compostos da superficie que determinam essa
correlagao.

A Pseudomonas sp. LBBMA 178 ¢ a degradadora de hidrocarboneto de petréleo
com caracteristicas distintas de hidrofobicidade e cargas elétricas superficiais (p<0,05).
Os maiores valores nessas caracteristicas de superficie celular refletiram na capacidade
de adesdo das células dessa bactéria ao solo (Tabela 5). Também o isolado
Pseudomonas sp. LBBMA 81A apresentou capacidade de adesdo consideravelmente
superior & dos demais isolados. Aparentemente, o maior valor de carga catidnica
apresentado pelos isolados de Pseudomonas sp. (Tabela 4) esta sendo determinante da
maior capacidade de adesdo dos mesmos ao solo.

A inexisténcia de diferengas significativas nos valores da razdo RA, entre os
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diferentes isolados (Tabela 5), apesar da diferenga de magnitude nos valores de adesao
as particulas do solo (Tabela 5), demonstra ndo ser a grandeza RA apropriada para
discriminar a tendéncia da populagdo de células de se aderir ao solo.

A adesdo celular ao solo ¢ uma caracteristica que correlacionou positivamente
com a hidrofobicidade (p<0,01) e com as cargas superficiais anidnicas (p < 0,05 ou
0,10) e catidnicas (p < 0,05 ou 0,10) (Tabela 6). A existéncia de correlagdes positivas

entre adesdo celular ao solo e contetido relativo de cargas superficiais aniOnicas &,

Tabela 5 — Valor relativo da adesdo fraca (KdA1) e adesao forte (KdA2) dos isolados
bacterianos a um solo siltoso argiloso

Género/espécie Isolado KdAl KdA2 RA

NI LBBMA F3 6,019 (1,366) 7,249 (4,377) 1,2 (0,2)* A
Pseudomonas sp. LBBMA 81A 94,40 (47,51) 201,7 (158,3) 2,0 (0,6)* A
NI LBBMA 86 5,628 (1,859) 11,03 (4,025) 2,0 (0,3)* A
S. maltophilia LBBMA 105A 3,803 (0,908) 5,287 (1,910) 1,4 (0,)* A
Pseudomonas sp LBBMA 178 870,1 (457,2) 847,1 (339,6) 1,0 (0,3)* A

NI - isolado ndo-pertencente a biblioteca TSBA 4.0 do sistema MIDI®.

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Valores entre parénteses representam o intervalo de confianga da média.

Valores entre parénteses seguidos de asteristico representam o erro padrdo da média

Tabela 6 — Coeficiente de correlagdo de Pearson entre caracteristicas da superficie
celular de isolados bacterianos e adesdo a um solo siltoso-argiloso

Caracteristicas

Coeficiente de Correlagio

1 2

Hifb KdCC 0,7481°

Hfb KdCA 0,8512*

Hfb KdAl 0,9752%*

Hfb KdA2 0,9682**
KdCC KdCA 0,6769™
KdCC KdAl 0,7537°
KdCC KdA2 0,8327*
KdCA KdAl 0,8049°
KdCA KdA2 0,8084*
KdAl KdA2 0,9915%**

Hfb: hidrofobicidade celular superficial; KdCA: cargas celulares superficiais negativas relativas; KdCC:
cargas celulares superficiais positivas relativas; KdAl: coeficiente de adesdo fraca ao solo; KdA2:
coeficiente de adesdo forte ao solo.

" nio significativo; * significativo , a 5% de probabilidade; ** significativo, a 1% de probabilidade.
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aparentemente, um paradoxo, uma vez que a aproximacao de superficies de mesma
carga tende a provocar repulsio (Fontes et al., 2001; Poortinga et al., 2002). Contudo, a
repulsao somente se aplica a estudo de adesdo de células a superficies de solidos quando
estas se encontram em suspensdo em meio com baixa forca idnica, a exemplo da agua
pura (Bos e Busscher, 1999). Os autores demonstraram que a deposi¢cdo de bactérias
negativamente carregadas a superficies ocorre proporcionalmente ao aumento da forca
ionica do meio circundante. As correlagdes positivas entre a intensidade de cargas
negativas (KdCA) e a adesdo celular (KdA1 e KdA2) (Tabela 6) possivelmente
ocorreram em razao do método utilizado para a determinagdo da adesdo ter incluido o
emprego de uma solucao com forga idnica muito superior a da agua pura. Além disso,
sabe-se que a heterogeneidade da superficie celular das bactérias pode resultar em areas
com balanco liquido de cargas positivas superficiais, as quais facilitam o fendmeno de
adesdo dessas bactérias a substratos com cargas superficiais negativas (Elimelech e

O’Melia, 1990).

4. Consideracdes Finais

Este estudo demonstrou que a intensidade da adesio de uma bactéria
degradadora de hidrocarbonetos de petroleo ao solo pode ser prevista por estudos das
cargas elétricas superficiais e, principalmente, da hidrofobicidade celular. Contudo,
deve-se considerar que a aplicagdo biotecnoldgica de microrganismos em processos de
MEOR ou de biorremediagdo expde esses microrganimos a condi¢des ambientais
capazes de alterar as suas caracteristicas fisiologicas. Essas, por sua vez, podem alterar
caracteristicas de superficie celular (Jana et al., 2000; Bruinsma et al., 2001) e,
consequentemente, a capacidade de adesdo (Dickson e Koohmaraie, 1989; Gannon et
al., 1991; van Schie e Fletcher, 1999; Bruinsma et al., 2001; Stoderegger ¢ Herndl,
2004). Assim, processos biotecnologicos que necessitam do transporte de células
através de sistemas porosos devem considerar a magnitude dos efeitos dos fatores
ambientais sobre as caracteristicas que afetam a adesdo microbiana e, também, a
velocidade com que essas alteragdes ocorrem durante o transporte.

Atualmente, reconhece-se a necessidade da determinagdo de uma lei geral para
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adesdo de bactérias a substratos (Vadillo-Rodriguez et al., 2005). Estudos que abordem
a determinacdo qualitativa e quantitativa dos fatores relacionados a adesdo celular,
juntamente com os ja descritos na literatura, podem contribuir para o desenvolvimento
de um modelo matematico apropriado para descrever o fendmeno de adesdo bacteriana
a superficies. Por outro lado, a complexidade de respostas fisiologicas de espécies
microbianas a multiplas combinagdes de fatores ambientais, eventualmente, podem
impossibilitar a ado¢cdo de um modelo Unico. Neste caso, torna-se mais importante o
desenvolvimento de técnicas mais precisas ¢ que melhor simulem as condigdes in-situ

para o estudo da adesdo de bactérias a substratos.
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Alteracdo das Caracteristicas de Superficie Celular e da Adesdo a Um Solo
Argiloso de Bactérias Degradadoras de Hidrocarbonetos de
Petroleo Mediada pela Desnutricédo

Resumo: Caracteristicas de superficie de células bacterianas envolvidas com a adesdo
celular podem ser alteradas pelo estado nutricional do microrganismo. Neste trabalho,
foram estudadas alteragdes na adesdo celular a particulas de solo, bem como em
caracteristicas celulares importantes em fendmenos de adesdo e de transporte em meios
porosos, mediadas pela escassez de nitrogénio. Utilizaram-se isolados de Pseudomonas
sp. LBBMA 81A ¢ LBBMA 178, e Stenotrophomonas maltophilia LBBMA 105A,
previamente caracterizados como degradadores de hidrocarbonetos de petrdleo e
potencialmente aplicaveis em processos de biorremediagdo. A desnutrigdo causou
reducdo do tamanho celular ¢ da hidrofobicidade em todos os isolados. As alteracdes
foram mais significativas para o isolado Pseudomonas sp. LBBMA 81A, para o qual se
observou ainda alteracdo na forma, de bacilo para cocos. Além desses efeitos, ocorreu
reducdo na capacidade de adesdo fraca ao solo das células dos dois isolados de
Pseudomonas e também de adesdo forte de Pseudomonas sp. LBBMA 81A. O isolado
S. maltophilia LBBMA 105A, ao contrario, respondeu a desnutricdo com aumento da
capacidade de adesdo, que ainda assim foi inferior a dos isolados de Pseudomonas. As
alteracdes provocadas pela desnutrigdo ndo resultaram em padrdo definido para as
cargas celulares superficiais nas bactérias estudadas. Foi demonstrado que o isolado S.
maltophilia LBBMA 105A ¢ pouco tolerante a escassez de nitrogénio, o que limita sua
aplicacdo em ambientes oligotroficos. Por outro lado, a desnutricao desse isolado como
estratégia para reducdo da sua capacidade de adesdo ndo se justifica, dada a baixa
adesdo natural que o mesmo apresenta. Os isolados de Pseudomonas sp. ndo sofreram
alteracdo de viabilidade celular em resposta a limitacdo de nitrogénio. A menor
tendéncia a adesdo do isolado Pseudomonas sp. LBBMA 81A ¢ uma caracteristica que
favorece a sua utilizagdo em aplicagdes biotecnoldgicas que dependem do transporte
através de matrizes porosas. A decisdo sobre o emprego da técnica de desnutricdo de
células, com o objetivo de se alterar as caracteristicas de adesdo ou superficie, requer a
criteriosa avaliacdo desse procedimento em promover as alteracdes que sirvam ao
proposito para o qual se deseja utilizar a bactéria degradadora de hidrocarboneto de
petrdleo.

Palavras-chave: biorremediagao, ultra-microbactérias, transporte, matriz porosa.
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1. Introducéo

As caracteristicas fisico-quimicas da superficie das células relacionadas a adesao
a substratos (van Schie e Fletcher, 1999; Vadillo-Rodriguez et al., 2005) e formacao de
agregados (Iwabuchi et al., 2003) sao de importancia em processos biotecnologicos que
requeiram o transporte dessas células através de matrizes porosas. Dentre esses
processos, sdo de particular interesse os que demandam a inoculacdo e a distribui¢ao
homogénea de bactérias selecionadas em sistemas porosos de subsuperficie (Mailloux et
al., 2003), a exemplo da recuperagdo avancada de petréleo melhorada por
microrganismos (MEOR) (Khire e Khan, 1994), da biorremediacdo de areas contaminadas
(Gogoi et al., 2003) ou, ainda, da biolixiviacdo de metais (Benmoussa et al., 1998).

As caracteristicas bidticas e abidticas do ambiente afetam o estado fisioldgico
das células bacterianas (Heise e Gust, 1999; Stoderegger e Herndl, 2004) e influenciam
as propriedades da superficie da célula relacionadas com a capacidade de adesao
(Gallardo-Moreno et al., 2003). Dentre os principais fatores, mencionam-se a salinidade
(Jenkins, 2003), a temperatura (Coulon et al., 2005), o pH (Castaldi e Tedesco, 2005) e
a limitacao de nutrientes (Kirkegaard et al., 1992).

A manuten¢do de culturas bacterianas em meios com limitagdo de nutrientes
pode resultar em modificagdes fisiologicas, a exemplo de alteracdes na forma e no
arranjo celular (Givskov et al., 1994), na quantidade de RNA (Givskov et al., 1994), no
padrio de expressdo protéica (Tandeau de Marsac e Houmard, 1993) e nas
caracteristicas de superficie celular importantes no fendmeno da adesdo (Castellanos et
al., 2000; Jana et al., 2000; Sanin et al. 2003). Relatam-se, ainda, efeitos da desnutri¢ao
nas interagdes das células com minerais de argila (Hwang e Tate 111, 1997).

O desenvolvimento de técnicas que facilitem o transporte de bactérias através de
sistemas porosos, como o solo, pode envolver estratégias de desnutrigdo para alterar a
capacidade de adesdo das bactérias a substratos (Sanin et al., 2003), em virtude das
modificacdes fisiologicas que resultam da caréncia nutricional. A técnica de
desnutri¢do, ao simular um ambiente marcado pela limitagdo de nutrientes (Amy et al.,
1993), pode causar alteragcdes na superficie da célula que facilite o seu transporte em
sistemas porosos (Castellanos et al., 2000; Jana et al., 2000; Sanin et al. 2003). A
desnutricdo pode resultar ainda em aumento da sobrevivéncia do in6culo bacteriano
(Watanabe et al., 2000), bem como da resisténcia a estresses diversos, como o estresse

osmotico e oxidativo (Gu e Mazzola, 2001; Rosche et al., 2005).
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A desnutrigdo de células bacterianas em meio de cultura desprovido de
nitrogénio constitui uma das estratégias para se obter alteragdes na superficie celular,
capazes de diminuir a adesdo de bactérias a substratos (Sanin et al., 2003; Sanin, 2003).
Neste trabalho, relatam-se alteragdes de superficie celular em bactérias consideradas
como tendo as caracteristicas potenciais para uso em processos de biorremediacao de
ambientes contaminados com hidrocarbonetos de petréleo, resultantes da desnutri¢dao
em meio mineral com limitagdo de nitrogénio. Os efeitos dessas alteragdes nas
propriedades de adesdo desses isolados a particulas de solo foram igualmente objeto

deste estudo.

2. Material e Métodos

2.1. Isolados bacterianos

Neste trabalho foram utilizados isolados bacterianos pertencentes a cole¢ao de
culturas do Laboratério de Biotecnologia e Biodiversidade para o Meio Ambiente
(LBBMA) do Departamento de Microbiologia (DMB)/ Instituto de Biotecnologia
Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO), Universidade Federal de Vigosa (UFV) (Tabela
1). Esses isolados foram previamente caracterizados quanto a sua capacidade de

degradar hidrocarbonetos de petréleo (Oliveira, 2004).

Tabela 1 — Isolados de bactérias degradadoras de hidrocarbonetos de petrdleo utilizados
nos ensaios de desnutrigao

Isolado Identificacdo Origem * Substrato®
LBBMA 81A Pseudomonas sp. 1 T
LBBMA 105A Stenotrophomonas maltophilia 2 P, D, Gc
LBBMA 178 Pseudomonas sp. 3 P,D,G,GceQ

" — A bactéria foi isolada a partir de amostra coletada em (1) Solo de “landfarming” - Refinaria Gabriel
Passos (REGAP), Minas Gerais; (2) Solo contaminado com 6leo automotivo — oficina mecanica da
UFV; (3) Regido de mangue - Refinaria Duque de Caxias (REDUC), Rio de Janeiro.

2 _ As letras referem-se ao crescimento em meio de cultura acrescido de melago e petroleo (T), de
petroleo bruto (P), de 6leo Diesel (D), de gasolina (G), de gasolina comercial brasileira (adicionada de
25% v:v de etanol) (Gc), ou de querosene (Q).
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A identificacdo das bactérias foi realizada por comparacao dos perfis de ésteres
metilicos de 4cidos graxos (FAME) com os de uma biblioteca de referéncia armazenada
em banco de dados para microrganismos aerobios de amostras ambientais do sistema
Sherlock, do Microbial Identification System® (MIDI, Newark, DE, EUA) (TSBA,

versao 4.0).

2.2. Obtencdo de células desnutridas

As culturas-estoque dos isolados (Tabela 1) foram ativadas em meio mineral
NMP soélido (Bodour e Miller-Meier, 1998) e inoculadas em 75 mL do mesmo meio de
cultura, seguindo-se incubagdo a 30° C e 150 rpm, até o meio da fase de crescimento
logaritmico. As células foram coletadas por centrifugacdo em centrifuga MR23I
(JOUAN) a 6.000 g e 4°C por 10 minutos. Esse processo foi repetido por trés vezes,
com ressuspensdo das células em solucdo salina a 0,85% de NaCl. As células foram
entdo ressuspendidas em meio mineral NMP desprovido da sua principal fonte de
nitrogénio (sulfato de amonio), o que elevou a relagdo C:N de 25:1 para 1.320:1. A
concentracdo de células nesse meio foi ajustada para valores entre 10° ¢ 10° UFC mL™" ¢
culturas foram mantidas a 30° C e 150 rpm por até 10 dias ap0s o inicio da desnutrigio.

As modificacdes das caracteristicas de superficie celular em resposta a
desnutricdo foram avaliadas quantificando-se a hidrofobicidade e carga celular
superficial, além da adesdo dos isolados bacterianos ao solo. As avaliagdes foram
realizadas no inicio do periodo de desnutri¢ao (Ty), no momento em que atingiram o
equilibrio populacional de células vidveis (T;) e dois dias apds terem atingido o
equilibrio (T,), de acordo com a curva de variagcdo da concentracdo de células viaveis ao
longo do periodo de 10 dias de desnutri¢do. Em cada uma dessas avaliagdes, as células
foram lavadas trés vezes em NaCl a 0,85% e ressuspendidas em tampdo fosfato salino
(pH 7,0) 100 mmol L' (PBS) (Jones et al., 1996), ajustando-se os valores de densidade
otica (A=600nm) em espectrofotdmetro SMARTSPEC3000 (BIORAD) para o

requerido em cada experimento.
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2.3. Solo

As caracteristicas do solo utilizado nos ensaios de adesdo sio as descritas no

item 2.2 do artigo 1.

2.4. Auto-agregacao

O ensaio de auto-agregacdo das células foi realizado adotando-se o
procedimento descrito por Rickard et al. (2003). As células foram centrifugadas, lavadas
em NaCl a 0,85% e ressuspendidas em PBS. Para o teste de auto-agregacdo, uma
aliquota de 400 pL (DOgoo = 1,5) da suspensdo foi acondicionada em tubos de Durham
(6x50 mm). A suspensdo foi agitada vigorosamente em agitador do tipo Vortex por 10s,
seguindo-se homogeneizagao gentil por rolagem dos tubos em superficie plana por 30s.
O grau de auto-agregacao de cada isolado foi pontuado em ensaio semiquantitativo
(Cisar et al., 1979), sendo adotados os seguintes critérios de pontuacdo: (0) sem
agregados em suspensdo; (1) agregados pequenos e uniformes em suspensdo; (2)
agregados facilmente visiveis em uma suspensdo turbida; (3) agregados claramente
visiveis em uma suspensao tirbida; (4) flocos grandes de agregados que sedimentam

praticamente instantaneamente, deixando o sobrenadante claro.

2.5. Hidrofobicidade celular superficial, carga celular superficial e adesédo ao solo

As determinagdes das caracteristicas de superficie celular foram realizadas
segundo protocolos descritos nos itens 2.3 (hidrofobicidade) e 2.4 (carga celular) do
artigo 1. A capacidade de adesdo celular ao solo foi avaliada de acordo com o protocolo

descrito no item 2.5 do mesmo artigo.

2.6. Comprimento celular

O comprimento celular foi determinado em micrografias das células obtidas por
microscopia eletronica de varredura, segundo metodologia descrita por Luo et al.
(2005). As células foram coletadas em membrana Millipore de celulose (0,40 um) e
lavadas gentilmente com uma solugio de tampdo fosfato a 100 mmol L™ (pH 7,0), antes

do processo de fixacdo com glutaraldeido a 2,5% e 4cido 6smico a 0,5%. A seguir,
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foram desidratadas seqiiencialmente, utilizando-se solugdes com concentragdes de
etanol variando de 30 a 100%, em incrementos de 10, 15 ou 20%, com 20 minutos de
exposi¢do por concentragdo. Em seguida, o etanol foi substituido por acetato isoamil-
éster. A desidratagdio, seguiu-se a secagem ao ponto critico (Bal-Tec, CPD 030) ¢
finalmente a metalizagdao (Balzers, FDU 010), para posterior exame em microscopio
eletronico de varredura (LEO VP1430), no Nucleo de Microscopia e Microanalises da

Universidade Federal de Vigosa.

2.7. Andlise estatistica

Os experimentos foram conduzidos obedecendo a um delineamento inteiramente
casualizado, com trés repetigdes. Os dados foram submetidos a Analise de Variancia a
5% de probabilidade e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5%. As correlagdes
entre hidrofobicidade, carga celular superficial e adesdo das bactérias ao solo foram

avaliadas pelo coeficiente de correlagao de Pearson.

3. Resultados e Discussao

A manuten¢ao de células de isolados bacterianos em meio de desnutricdo com
escassez de nitrogénio ndo afetou significativamente a viabilidade dos pertencentes ao
género Pseudomonas (Figura 1). Espécies desse género sdo usualmente eficientes em se
adaptar a ambientes caracterizados por condi¢cdes de caréncia nutricional (Bossolan,
2000; Jana et al., 2000). O isolado Stenotrophomonas maltophilia LBBMA 105A, por
outro lado, apresentou comportamento diverso das Pseudomonas (Figura 1). Doze horas
apos transferéncia para o meio de desnutrigdo, constatou-se um pico de concentragio de
células viaveis e cultivaveis desse isolado (Figura 1). Aumentos similares tém sido
atribuidos a uma possivel desmontagem dos agregados celulares, como resultado do
consumo de substincias poliméricas extracelulares para suportar o crescimento celular
em condi¢des de escassez nutricional (Camesano e Longan, 1998; Camesano et al.,
1999; Bossolan, 2000), ou a eventos de divisao celular sem aumento de massa (Reeve et

al., 1984; Nystrom e Kjelleberg, 1989; Ross et al., 2001).
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Figura 1 — Concentragdo de células viaveis de Pseudomons sp. LBBMA 81A (—o =) e
LBBMA 178 (—&—), ¢ de Stenotrophomonas maltophilia LBBMA 105A
(- % -) em meio com restricdo de nitrogénio. As setas indicam, para cada
isolado, as coletas para avaliacdo das alteracdes das caracteristicas celulares
durante a desnutricao.

O isolado Pseudomonas sp. LBBMA 178 demandou o maior tempo para
alcancar a estabilizacdo populacional, apds tranferéncia para meio de desnutri¢ao
(Figura 1). Para este isolado, foi escolhido como T, o periodo de 192 horas ap0s o inicio
da desnutrigdo e como T, correspondente a 240 horas. O isolado S. maltophilia LBBMA
105A apresentou pico populacional 12 horas apds a desnutricdo e uma estabilizag@o
populacional 24 horas apds o inicio da desnutrigdao. Este isolado apresentou reducdo
significativa na viabilidade celular ap6s 72 horas. Por essa razdo, para os ensaios de
determinagdo de caracteristicas superficiais e de adesao, foi escolhido como T; o tempo
de 24 horas ap6s o inicio da desnutricdo e como T, o de 72 horas. Ao isolado
Pseudomonas sp. LBBMA 81A, definiu-se como Ty o tempo de 72 horas e como T, o
de 120 horas ap6s o inicio da desnutri¢do (Figura 1).

As células dos isolados estudados ndo formaram agregados nas condigdes de
cultivo utilizadas (dados nao-mostrados). Portanto, o aumento na concentracdo de

células viaveis de S. maltophilia LBBMA 105A (Figura 1) foi interpretado como
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resultante de processos de divisdo celular sem aumento de massa, a exemplo de
resultados obtidos por outros autores (Reeve et al., 1984; Nystrom e Kjelleberg, 1989;
Ross et al., 2001). Esse aumento na concentragdo de células viaveis de S. maltophilia
LBBMA 105A foi seguido por uma fase de estabilizacdo, até 72 horas apos a
transferéncia para o meio de desnutricdo, quando se iniciou nova fase de declinio
acentuado na concentracdo de células vidveis (Figura 1). Esses dados referentes a S.
maltophilia LBBMA 105A sdo indicios de que a espécie ndo possui mecanismos
eficientes de adaptagdo fisioldgica a escassez nutricional de nitrogénio, ao contrario do
observado para os isolados de Pseudomonas. Portanto, o uso da desnutri¢do celular
como estratégia de alteragdo de caracteristicas celulares de S. maltophilia LBBMA
105A ¢ limitado pela baixa sobrevivéncia desse isolado quando submetido a limitagdo
de nitrogénio.

A hidrofobicidade das células dos trés isolados bacterianos decresceu durante a
etapa de desnutri¢do, sendo a redugdo mais acentuada em Pseudomonas sp. LBBMA
81A (Tabela 3). Apdés 72 horas no meio de desnutri¢do, as células desse isolado
passaram a apresentar caracteristica de alta hidrofilicidade. As células de S. maltophilia
LBBMA 105A mantiveram o carater altamente hidrofilico (Tabela 3), embora os
valores de hidrofobicidade tenham decaido significativamente. A pouca redugdo da
hidrofobicidade de Pseudomonas sp. LBBMA 178 (Tabela 3) distinguiu esse isolado
dos demais e demonstrou que as células mantiveram o carater hidrofoébico durante a

etapa de desnutrigao.

Tabela 3 — Hidrofobicidade superficial celular (%) de isolados bacterianos em resposta a
incubag¢do em meio com restri¢cao de nitrogénio

Género/espécie Isolado TO T1* T2*
Pseudomas sp. LBBMA 81A 24,2 (0,27) A 1,4 (0,87) B 2,7(0,83)B
S. maltophilia LBBMA 105A 4,8 (0,35) A 2,4(0,51)B 1,8 (0,78) B

Pseudomonas sp. LBBMA 178 91,0 (1,15) A 72,5(2,84)B 76,4 (1,48) B

Valores entre parénteses representam o erro-padrao da média.

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
* Referem-se a0 momento em que as células foram coletadas do meio de desnutrigdo para analise. Para
cada isolado, esses tempos sdo informados na Figura 1.

As alteracdes na hidrofobicidade celular superficial, em resposta a desnutrigao,

dependem do nutriente limitante e do tempo em que as células permanecem em
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desnutricdo. Em células mantidas em &gua, em PBS e em meios de cultura com
limitagdo de carbono, a hidrofobicidade tende a aumentar (Bossolan, 2000; Castellanos
et al., 2000; Jana et al., 2000). Em contrapartida, em meios de cultura com limitacdo de
nitrogénio, tém sido relatadas redugdes significativas na hidrofobicidade celular
superficial (Castellanos et al., 2000, Sanin et al., 2003; Sanin, 2003), a semelhanca dos
resultados obtidos neste trabalho com isolados de Pseudomonas ¢ S. maltophilia.

Os isolados diferiram (p<0,05) quanto as alteragdes nas cargas celulares
superficiais negativas e positivas ao longo da desnutri¢ao (Tabela 4). Pseudomonas sp.

LBBMA 81A nio apresentou alteracdo dos valores de carga celular superficial positiva

Tabela 4 — Valores relativos de cargas celulares superficiais positivas (KdCC) e
negativas (KdCA) de isolados bacterianos em resposta a incubagdo em meio
com restri¢ao de nitrogénio

T0 T1* T2*
KdCC

Género/espécie  Isolado

Pseudomonas sp. LBBMA 81A 1,138(0,024) A 1,074(0,018)B 1,112(0,031) AB
S. maltophilia LBBMA 105A 0,179(0,010) C 0,359(0,023) B 0,622(0,025) A
Pseudomonas sp. LBBMA 178  1,379(1,379) A 0,785(0,785) B 0,130(0,130) C

KdCA

Pseudomonas sp. LBBMA 81A  7,575(0,682) A 5,839(0,434) B 6,082(0,423) B
S. maltophilia ~ LBBMA 105A 4,858(0,149) C  8,430(0,347) B 22,99(7,409) A
Pseudomonas sp. LBBMA 178  6,590(0,085) C  34,15(0,076) B 156,9(0,013) A

Valores entre parénteses representam o erro-padrdo da média.

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
* Referem-se ao momento em que as células foram coletadas do meio de desnutri¢do para analise. Para
cada isolado, esses tempos sdo informados na Figura 1.

(KdCC) (p<0,05), ocorrendo, contudo, uma diminuicdo dos valores de carga celular
negativa (KdCA) durante a desnutricdo, com tendéncia a estabilizagdo. A manutengdo
do isolado S. maltophilia LBBMA 105A em meio de cultura com limitagdo de
nitrogénio aumentou o numero de cargas celulares superficiais positivas e negativas
(p<0,05). Em Pseudomonas sp. LBBMA 178, o valor de cargas positivas diminuiu em
aproximadamente 10 vezes durante a incubacdo no meio de desnutri¢do, enquanto que o
de cargas negativas aumentou em cerca de 24 vezes (Tabela 4).

As alteragdes na hidrofobicidade (Tabela 3) e nas cargas celulares superficiais
(Tabela 4) foram atribuidas a mudancas qualitativas e quantitativas dos componentes da

superficie celular. A inoculacdo de bactérias em meio com limitacio de nutrientes
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promove severas modificagdes fisioldgicas e alteragdes na composi¢ao da membrana e
da parede celular (Nozawa et al., 1980; Noyce e Hughes, 2003; Kabir et al. 2004). Essas
alteracdes na composi¢do referem-se a mudangas na quantidade, qualidade e localizagao
dos grupos funcionais presentes, como cetonas, acidos carboxilicos, grupos carbonila,
ligagdes peptidicas, ligagcdes éter, grupos etano, hidrogénio e hidroxila. Em meio com
limitacdo de nitrogénio, podem ocorrer alteragdes similares aquelas encontradas durante
a resposta estringente (Chesbro et al., 1990), caracterizada pela deficiéncia de
aminoacidos. A menor produ¢do de aminoacidos resultante da escassez de nitrogénio
pode diminuir a deposi¢do de proteinas na parede e superficie celulares, ou aumentar a
degradacao de proteinas previamente existentes, para serem utilizadas como fonte de
nitrogénio. Em muitos casos, as proteinas carregam os grupos hidrofobicos na superficie
celular (Sutherland, 2001); portanto, uma diminui¢do da concentragdo de proteinas na
superficie celular pode acarretar em uma menor hidrofobicidade, o que condiz com os
dados obtidos neste estudo.

A manuten¢do das bactérias em meio mineral com limitacdo de nitrogénio
alterou (p<0,05) o comprimento celular (Tabela 5). Em S. maltophilia LBBMA 105A, a
redu¢do correspondeu a 38,3% no comprimento das células, enquanto em Pseudomonas
sp LBBMA 178 a reducdo foi de 44,1% do comprimento celular obtido em meio
mineral NMP completo. Dentre os trés isolados avaliados, Pseudomonas sp. LBBMA
81A foi 0 que apresentou a maior reducdo de tamanho celular, aproximadamente 71,7%
do tamanho encontrado em meio mineral completo, além de ter apresentado alteragdo de

forma de bacilo para cocos.

Tabela 5 — Comprimento celular (um) de isolados bacterianos em resposta a incubagao
em meio com restricdo de nitrogénio

Género/espécie  Isolado TO T1* T2*

Pseudomonas sp. LBBMA 81A  2,12(0,06) A 0,70(0,05) B 0,60(0,04) B
S. maltophilia LBBMA 105A 1,93(0,08) A 1,41(0,07) B 1,19(0,09) C
Pseudomonas sp. LBBMA 178 2,05(0,08) A 1,52(0,06) B 1,37(0,05) C

Valores entre parénteses representam o erro-padrdo da média.

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
* Referem-se ao momento em que as células foram coletadas do meio de desnutrigdo para analise. Para
cada isolado, esses tempos sdo informados na Figura 1.

O padrao de redugdo no comprimento, bem como na forma celular, tem sido

documentado para outros isolados de bactérias durante a desnutricao (Bossolan, 2000;
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Sanin et al., 2003; Leung et al. 2005). Para células de Pseudomonas sp. mantidas em
meio de cultura com escassez de carbono, foi observada uma redugdo de 2,5 para 0,6
um, além da alteracdo de forma de bastonete para cocos, apds 16 dias de desnutricao
(Sanin et al., 2003). Para Shewanella alga BrY foi observada uma redugdo de 2,3 para
0,6 um apds 86 dias de desnutricdo em tampao fosfato salino. No mesmo estudo, foi
observada uma reducdo de 1,6 para 0,9 um apds 70 dias de desnutricdo (Bossolan,
2000). Em estudo com linhagem de Moraxella sp. mantida em meio de cultura com
escassez de carbono foi observada reducdo significativa apds 90 dias de desnutrigdo
(Leung et al., 2005). Esses estudos demonstram que a redug@o da dimensdo celular em
resposta a limitacdo nutricional ¢ um processo lento, comparativamente a outros
mecanismos de resposta microbiana a alteragdes do ambiente. Neste estudo, reducdo
significativa da dimensao celular de Pseudomonas sp. LBBMA 81A foi alcangada apds
5 dias de cultivo em meio com restrigdo de nitrogénio. Demonstra-se, assim, que a
obten¢do de ultramicrobactérias pode ser otimizada pela combinagdo entre isolado
microbiano ¢ meio de desnutri¢ao.

A alteragdo morfologica da célula em resposta a escassez nutricional ¢ uma
adaptacdo cuja regulagdo ¢ complexa (Nystrom, 2004), estando o controle da expressao
génica durante as divisdes celulares, sem ganho de massa, ainda em fase de elucidagao
(Reeve et al., 1984; Nystrom e Kjelleberg, 1989; Ross et al., 2001). A reducdo da
dimensdo celular sob escassez nutricional constitui-se em vantagem adaptativa, pois o
aumento da relacdo superficie:volume da célula facilita a aquisi¢do de nutrientes do
meio externo e diminui o gasto metabolico com a manutengdo celular (Reeve et al.,
1984; Nystrom e Kjelleberg, 1989; Ross et al., 2001).

A desnutrigdo resultou em reducdo da capacidade de adesdo fraca dos isolados
de Pseudomonas ao solo (Tabela 6). Comportamento inverso foi observado com o
isolado de S. maltophilia LBBMA 105A. As variag¢oes da adesao forte ao solo seguiram
o mesmo padrao das alteragdes da adesdo fraca ao longo da desnutricao (Tabela 6),
exceto para o isolado Pseudomonas sp. 178. Este isolado apresentou aumento (p<0,05)
da adesdo forte ao solo, resultando em mudanca acentuada (p<0,05) da razdo RL ao
longo da desnutri¢do (Tabela 6).

As modificacdes da razdo RL (Tabela 6) representam de certo modo diferentes
estratégias adaptativas das células a limitagdo de nitrogénio. Em Pseudomonas sp.

LBBMA 81A, o aumento do niimero total de células em suspensdo pode representar
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uma vantagem adaptativa por propiciar maior dispersao celular. Ao mesmo tempo, o
aumento na propor¢do de células aderidas de S. maltophilia LBBMA, bem como o
aumento da razdo RL, indicam que este isolado apresenta aumento na propor¢do de
células fortemente aderidas em resposta a limitagdo de nitrogénio. Diferentemente, a
Pseudomonas sp. LBBMA 178 diminuiu a quantidade de células fracamente aderidas,
causando aumento do niimero de células em suspensdo e conferindo a0 mesmo tempo
adesao forte aquelas que permaneceram aderidas ao substrato. Dependendo da aplicagao
biotecnolodgica que for dada ao microrganismo, os diferentes padrdes de adesdo forte e
fraca podem resultar em diferengas significativas no que se refere ao sucesso e a

eficiéncia da tecnologia considerada.

Tabela 6 — Adesdo relativa as particulas de solo (KdA) de isolados bacterianos em
resposta a incubagdo em meio com restrigao de nitrogénio

Género/especie  Isolado TO T1* T2*
KdAl

Pseudomonas sp. LBBMA 81A  221,1(4,49) A 35,6(0,55) B 34,3(7,58) B
S. maltophilia LBBMA 105A  6,9(0,05) C 7,8(0,35) B 9,8(0,72) A
Pseudomonas sp. LBBMA 178  1427(365,4) A 414,8(35,5) B 420,6(25,9) B

KdA2

Pseudomonas sp. LBBMA 81A  328,7(53,4) A  47,9(2,65) B 58,1(13,1) B
S. maltophilia LBBMA 105A 10,3(0,30) C 14,4(0,66) B 18,5(2,29) A
Pseudomonas sp. LBBMA 178  1045,7(90,3) B 2320,8(160,8) A 2253,0(137,9) A

RL

Pseudomonas sp. LBBMA 81A  1,49(0,24) A 1,34(0,09) A 1,69(0,12) A
S. maltophilia LBBMA 105A  1,49(0,03) C 1,85(0,04) B 1,90(0,13) A
Pseudomonas sp. LBBMA 178 0,73(0,13) B 5,59(0,30) A 5,12(0,15) A

Valores entre parénteses representam o erro-padrao da média.

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

* Referem-se a0 momento em que as células foram coletadas do meio de desnutrigdo para analise. Para
cada isolado, esses tempos sdo informados na Figura 1.

KdA1 e KdA2: coeficiente de ades@o bacteriana fraca e forte ao solo, respectivamente.

RL : razdo entre a adesao forte (KdA2) e adesdo fraca (KdA1).

A adesdo das células de Pseudomonas sp. LBBMA 81A foi positivamente
correlacionada com a hidrofobicidade celular (p<0,01), com as cargas celulares
superficiais positivas (p<0,05), negativas (p<0,01) e com o tamanho celular (p<0,01)
(Tabela 7). A adesdo fraca das células de Pseudomonas sp. LBBMA 178 também

apresentou correlagdo positiva com a hidrofobicidade celular (p<0,01), com as cargas
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celulares superficiais cationicas (p<0,01) e com o tamanho celular (p<0,01). Contudo,
ao contrario do verificado para Pseudomonas sp. LBBMA 81A, a adesdo forte foi
negativamente correlacionada com a hidrofobicidade celular (p<0,01), com as cargas
celulares superficiais catidnicas (p<0,01) e com o tamanho celular (p<0,01) (Tabela 7).
Finalmente, a adesdo de Stenotrophomonas maltophilia LBBMA 105A foi
negativamente correlacionada com a hidrofobicidade celular (p<0,01) e com o tamanho
celular (p<0,01), e positivamente correlacionada com as cargas celulares superficiais

positivas e negativas (Tabela 7).

Tabela 7 — Correlagao entre as grandezas mensuradas dentro de cada isolado ao longo
do tempo de desnutri¢ao

Parametros Isolado
P.sp. LBBMA 81A S. maltophilia LBBMA 105A P.sp. LBBMA 178
1 2 Correlagdo Correlacéo correlagdo
Hfb CCSC 0,6649 ns -0,8423** 0,7201%*%*
Hfb CCSA 0,8694** -0,7867** -0,5090 ns
Hfb KdAl 0,9942%%* -0,7925%* 0,9161%**
Hfb KdA2 0,9788%*%* -0,9072%* -0,9379%*
CCSC CCSA 0,6466 ns 0,8777%* -0,9296**
CCSC KdAl 0,6327* 0,9297%*%* 0,7690%*%*
CCSC KdA2 0,5867* 0,9352%%* -0,8042%*
CCSA KdAl 0,8758%** 0,9549%** -0,6229*
CCSA KdA2 0,0875%%* 0,9413%%* 0,6428*
CC Hfb 0,9916%** 0,9041** 0,8649%*%*
CC CCSC 0,6125%* -0,9341** 0,9073**
CC CCSA 0,8436%** -0,7496%* -0,7736**
ccC KdA1l 0,9948%** -0,8143%*%* 0,9083**
cc KdA2 0,9973** -0,8997%** -0,9450%**
KdAl KdA2 0,9803** 0,9642%%* -0,8925%*

Hfb: hidrofobicidade celular superficial; KdCA: cargas celulares superficiais negativas relativas; KdCC:
cargas celulares superficiais positivas relativas; CC: comprimento celular; KdA1: coeficiente de adesdo
fraca ao solo; KdA2: coeficiente de adesdo forte ao solo.

ns correlagdio ndo-significativa; * correlagdo significativa a 5%; ** correlagéio significativa a 1%.
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4. Consideragdes Finais

Os resultados deste estudo demonstram ndo haver um padrdo uniforme de
correlacdo entre as alteracdes das caracteristicas de superficie celular estudadas e as de
adesdo as particulas de solo dos isolados estudados, em funcao da desnutri¢dao. Portanto,
ao se propor a técnica de desnutricdo para alterar as caracteristicas de adesdo ou de
superficie de um isolado bacteriano, faz-se necessario o estudo individual dessas
alteracdes e a criteriosa avaliacdo da eficacia da desnutricdo em promover alteragdes
que sirvam ao propdsito para o qual se deseja utilizar o isolado.

A partir do universo estudado, conclui-se que o isolado de S. maltophilia
LBBMA 105A, apesar de caracterizado como capaz de degradadar hidrocarbonetos de
petrdleo e de apresentar baixa tendéncia de adesdo as particulas do solo, apresenta
limitagdes para sua utilizagdo em ambientes com limitagdo de nitrogénio, em razdo da
significativa redugdo de viabilidade demonstrada ao longo da desnutricdo. Infere-se
também que os isolados de Pseudomonas possam ser utilizados em aplicagdes in Situ,
por serem capazes de manter a viabilidade celular em condi¢cdes de caréncia de
nitrogénio. Finalmente, a desnutricdo em meios com limitagdo desse nutriente propicia
alteragOes de caracteristicas celulares do isolado Pseudomonas sp. LBBMA 81A que
podem favorecer sua aplicagdo em processos que dependem do transporte celular

através de matrizes porosas.
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Transporte Eletrocinético de Bactérias através de Solo Argiloso Residual Tropical
Reconstituido por Adensamento

Resumo: A aplicagcdo de campos elétricos ao solo tem sido utilizada para remogdo de
contaminates i6nicos. Conhecida como eletrocinese, essa técnica pode ser aplicada ao
transporte de bactérias no solo, dada a presenca de cargas na superficie celular
bacteriana. Essa possibilidade ¢ relevante em aplicacdes biotecnologicas que requeiram
o transporte de bactérias através de matrizes porosas, especialmente das caracterizadas
por baixa condutividade hidrdulica. Neste trabalho, avaliou-se a aplicacdo da
eletrocinese como ferramenta para o transporte de esporos de Bacillus subtilis LBBMA
155 e de células desnutridas de Pseudomonas sp. LBBMA 81A em solo franco-argiloso
tropical. Os ensaios eletrocinéticos foram realizados em corpo-de-prova de solo
reconstituido por adensamento, com a aplicagao de uma corrente de 5 mA durante 24 h.
As células das bactérias foram caracterizadas como possuindo baixa hidrofobicidade
superficial, dimensdo inferior a 1 um e forma cocodide. A adesdo dos esporos de B.
subtilis ao solo foi maior do que a de células desnutridas de Pseudomonas sp. O
conteudo de cargas celulares superficiais positivas, para ambos os isolados, foi baixo.
Contudo, nos esporos de B. subtilis, o conteudo de cargas celulares superficiais
negativas foi superior ao observado para as células desnutridas do isolado Pseudomonas
sp. O sentido do fluxo eletrosmotico foi anodo-catodo. Foi observada uma pequena
variagdo de umidade e de pH ao longo do corpo-de-prova. As células e esporos foram
distribuidas hiperbolicamente ao longo do corpo-de-prova; contudo, os esporos de B.
subtilis foram transportados mais eficientemente do que as células desnutridas de
Pseudomonas sp. A tendéncia de adesdo ao solo ndao foi fator determinante no
transporte das células. O maior transporte dos esporos de B. subtilis foi atribuido ao
maior valor de cargas superficiais negativas nessa estrutura. Este trabalho demonstra
que a eletrocinese pode ser utilizada para o transporte de bactérias em solos com baixa
condutividade hidraulica.

Palavras-chave: eletrocinese, bactérias, solo argiloso, desnutri¢ao.
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1. Introducéo

O crescente numero de sitios contaminados com uma variedade de compostos
organicos e inorganicos configura-se como um dos principais problemas da sociedade
industrializada atual. A contaminagdo de solos subsuperficiais impde ainda um sério
risco aos aqiiferos e a satide daqueles que deles fazem uso. Essa constatacao tem levado
ao desenvolvimento de inimeras técnicas de remediacdo de ambientes contaminados
(Colten, 1998) e ao crescente uso da biorremediagdo como ferramenta auxiliar na
descontaminagdo de solos contaminados por compostos organicos (Roling et al, 2002;
Susarla et al., 2002; Van Hamme et al, 2003) e inorganicos (Gaad, 2004). Em certos
casos de polui¢do de solos subsuperficiais, a biorremediagdo in situ é a tecnologia de
tratamento mais apropriada (Hamby, 1996).

O sucesso da biorremediagdo in Situ em solos subsuperficiais depende da
existéncia de populagdes autdctones com capacidade para degradar os contaminantes
(Dojka et al., 1998; Boopathy, 2000), ou da introducdo de microrganismos com essa
caracteristica que sejam eficientes no processo, podendo ser eles adaptados ou
geneticamente modificados, exdgenos ou indigenas (Mishra, 2001).

A bioaumentacdo, quando realizada por tecnologias que utilizam o
bombeamento de suspensdo de células (Jackson et al., 1994; Johnson e Logan, 1996;
Camesano e Logan, 1998, Hendry et al. 1999; Mehmannavaz, 2002; Unc e Goss, 2003),
ndo ¢ efetiva em solos com baixa condutividade hidraulica (Mattson et al., 2002a).
Nesses solos, as técnicas de bombeamento podem criar fissuras ou fraturas, que se
constituem em caminhos preferenciais e, por isso, impedem a distribuicdo homogénea
das células bacterianas, impossibilitando o processo de remediacdo (Acar et al., 1997).

A técnica de eletrocinese, que consiste na aplicacdo de correntes elétricas atraveés
da massa de solo, tem sido proposta como uma das estratégias para se remover
contaminantes i6nicos do solo (Yeung et al., 1997; Lee e Yang, 2000; Jackman et al.,
2001; Sonoyama et al., 2001; Kim et al., 2002; Page e Page, 2002; Virkutyte et al.,
2002; Saichek e Reddy, 2003; Sawada et al., 2003, Luo et al., 2005b), bem como para
introduzir nutrientes e aceptores finais de elétrons, com o intuito de bioestimular a
microbiota autoctone a degradar contaminantes organicos (Acar et al., 1996; Acar et al.,
1997; Thevanayagam e Rishindran, 1998; Mattson et al., 2002b). A eletrocinese pode
ser utilizada ainda na introdugdo e transporte de células bacterianas através da matriz

porosa do solo (DeFlaun e Condee, 1997; Lee e Lee, 2001; Lear et al., 2004; Suni e
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Romantschuk, 2004; Wick et al., 2004).

A restricdo ao transporte de bactérias através do solo tem sido atribuida
principalmente a adesdo das bactérias as particulas que o compdem (Becker et al.,
2004). Diversas caracteristicas estdo associadas a adesdo de bactérias a substratos, a
exemplo da forma, da dimensdao e do arranjo celular (Fontes et al, 1991), da
hidrofobicidade (Vadillo-Rodriguez et al., 2005) e das cargas celulares superficiais
(Gusils et al.,, 2002). Além disso, a propria aplicagdo da corrente elétrica, com
intensidade acima de 20 mA, pode alterar as caracteristicas de adesdo bacteriana, por
modificar caracteristicas de superficie celular (Luo et al., 2005a).

Em projetos de biorremedia¢dao in situ onde se vislumbra o emprego da
bioaumentacdo, ¢ necessaria a predicdo da eficiéncia de transporte das células
bacterianas através da matriz porosa, para que sejam avaliados os riscos e a eficiéncia
da metodologia. Este estudo teve por objetivos verificar a eletromigragdo de bactérias
através de um solo argiloso tropical, bem como relacionar caracteristicas de superficie
celular e adesdo das bactérias ao solo com a distribuicao das células ao longo da matriz

porosa.

2. Material e Métodos

2.1. Isolados bacterianos

Neste trabalho foram utilizados isolados bacterianos pertencentes a colegdo de
culturas do Laboratorio de Biotecnologia e Biodiversidade para o Meio Ambiente
(LBBMA) do Departamento de Microbiologia (DMB) / Instituto de Biotecnologia
Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO), Universidade Federal de Vigosa (UFV), Minas
Gerais, Brasil (Tabela 1). Esses isolados foram previamente caracterizados quanto a sua
capacidade de degradar hidrocarbonetos de petroleo (Oliveira, 2004).

A identificacdo das bactérias foi realizada por comparagdo dos perfis de ésteres
metilicos de dacidos graxos (FAME), com os de uma biblioteca de referéncia
armazenada em banco de dados para microrganismos aerobios de amostras ambientais

do sistema Sherlock, da Microbial Identification System® (MIDI, Newark, DE, EVA)
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(TSBA, versao 4.0).

Tabela 1 —Isolados de bactérias degradadoras de hidrocarbonetos de petroleo
pertencentes a colecio do LBBMA do DMB/BIOAGRO, UFV, com
identificacdo (FAME/MIDI), registro de origem e substrato de crescimento

Isolado Identificacdo Origem * Substrato?
LBBMA 81A Pseudomonas sp. 1 MMMP
LBBMA 155 Bacillus subtilis 2 MMP

' — Local de origem dos isolados: (1) Solo de “landfarming” - Refinaria Gabriel Passos (REGAP), Minas
Gerais; (2) Sedimento de mangue - Refinaria Duque de Caxias (REDUC), Rio de Janeiro.

_ As siglas referem-se a (MMMP) crescimento em meio mineral adicionado de melago em presenca de
petroleo e (MMP) crescimento em meio mineral acrescido de 1% de petrdleo (p/v).

2.2. Obtencéo de células desnutridas

As culturas-estoque dos isolados bacterianos (Tabela 1) foram ativadas em meio
mineral NMP sélido (Bodour e Miller-Meier, 1998) e, em seguida, inoculadas em
75 mL do mesmo meio de cultura, para incubagio a 30° C e 150 rpm, até o final da fase
de crescimento logaritmica. A seguir, as células foram coletadas por centrifugacdo em
centrifuga MR231 (JOUAN), a 6.000 g e 4°C por 10 minutos. Esse processo foi repetido
por trés vezes com ressuspensao das células em solucdo salina a 0,85% de NaCl. As
células foram ressuspendidas em meio mineral NMP desprovido da sua principal fonte
de nitrogénio (sulfato de amoénio), o que elevou a relagao C:N de 25:1 para 1.320:1. A
concentragio celular nesse meio foi ajustada para valores entre 10° ¢ 10° UFC mL™. As
células de Pseudomonas sp. LBBMA 81A foram mantidas no meio de desnutrigdo
durante 72 horas e as de Bacillus subtilis LBBMA 155 foram mantidas no meio de
desnutricao durante 2 semanas, para a obtencao de esporos.

As suspensoes de células e de esporos utilizadas para a determinacdo das
caracteristicas de superficie e para os ensaios de transporte eletrocinético foram
preparadas coletando-se as células por centrifugacdo em centrifuga MR231 (JOUAN), a
6.000 g e 4°C por 10 minutos, e lavando-as trés vezes em NaCl a 0,85%. Por fim, as
células foram ressuspendidas em PBS (Jones et al., 1996) na concentracao de células

requerida em cada experimento.
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2.3. Caracteristicas de superficie dos isolados

2.3.1. Hidrofobicidade celular superficial, carga celular superficial, adesédo ao solo

e comprimento celular

As determinagdes das caracteristicas de superficie celular foram realizadas
segundo protocolos descritos nos itens 2.3 (hidrofobicidade) e 2.4 (carga celular) do
artigo 1. A capacidade de adesdo celular ao solo foi avaliada de acordo com o protocolo
descrito no item 2.5 do mesmo artigo. O comprimento celular foi determinado segundo

protocolo descrito no item 2.6 do artigo 2.

2.4. Solo

As caracteristicas do solo utilizado nos ensaios de adesdo sdo as descritas no

item 2.2 do artigo 1.

2.5. Célula eletrocinética

A célula eletrocinética (Figuras 1 e 2), elaborada em acrilico, foi desenvolvida
no Laboratério de Geotecnia e Meio Ambiente da PUC-Rio (Rivas, 2002). O
reservatorio para o corpo-de-prova consiste em um tubo com didmetro interno de
38 mm e comprimento de 50 mm. Os eletrodos sdo feitos de ago inox 316, sendo
situados a 88,5 mm do corpo-de-prova. As camaras eletroliticas sdo conectadas entre os
eletrodos e o reservatorio do corpo, e consistem de tubos com diametro interno de
40 mm e comprimento de 96,5 mm. No topo dessas camaras, luvas de PVC conectam
duas pipetas graduadas com 10 mL de capacidade e 0,1 mL de resolugdo, utilizadas para

medig¢do do fluxo eletrosmotico.
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Figura 1 — Detalhes da célula eletrocinética: a) fixador do eletrodo; b) eletrodo; c)
reservatorio (eletrélitos); d) reservatdrio para amostra de solo. Adaptado de
Rivas (2002).

Figura 2 — Célula eletrocinética, mostrando o corpo de prova na parte central.

2.6. Preparo do corpo-de-prova

O preparo do corpo-de-prova foi feito diretamente no compartimento da célula
reservado para este fim, utilizando-se solo passado em peneira de malha 40 e
esterilizado em autoclave. O solo foi misturado com PBS até atingir 1,25 do limite de
liquidez, que consiste no valor de umidade no qual o solo passa do estado plastico para

o estado fluido. Em seguida, o corpo-de-prova foi adensado com aplicagdo seqiiencial
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de tensdao em 3 estagios, até se atingir um total de 60 kPa. Depois do solo adensado, o
reservatorio foi acoplado as cdmaras eletroliticas (Figura 2), as quais foram preenchidas

com PBS.

2.7. Movimentacao de células por eletrocinese

Apos o preparo do corpo-de-prova e da filtragio de 107 células de bactérias
mantidas em PBS através de uma membrana Millipore (0,22 um) (Jones et al., 1996), a
face da membrana contendo as células foi colocada em contado com a face do corpo-de-
prova voltada para o catodo. O solo foi submetido a uma corrente de 5 mA durante 24
horas. A seguir, o corpo-de-prova foi desmontado, dividido em 5 se¢des de 10 mm e
submetido a andlise da distribuicdo das células bacterianas. Cada se¢do foi
homogeneizada por agitagdo mecanica e uma porcao de 4g dispersa em 38 mL de PBS
(Jones et al., 1996) contendo pirofosfato de sédio a 0,1%, sob agitagdo vigorosa em
agitador tipo Vortex por 5 minutos. Diluicdes seriadas das suspensdes bacterianas foram
inoculadas em placas de Petri contendo meio mineral NMP, com o uso da técnica do
espalhamento em superficie, sendo as placas incubadas a 28° C. As contagens de
coldnias foram efetuadas no periodo de até 48 horas apds a aplicagdao do inoculo.

Para a avaliagdo da eficiéncia do transporte, os calculos levaram em
consideracdo a eficiéncia de recuperacao de células pelo método de contagem utilizado.

Foram realizados os seguintes controles para os ensaios:

- controle da sobrevivéncia das células densutridas de Pseudomonas sp. LBBMA
81A e dos esporos de Bacillus subtilis LBBMA 155 em suspensdo PBS durante 24
horas. Este controle foi realizado para verificar a ocorréncia de perda de viabilidade
celular apds transferénca para PBS;

- controle do total de células recuperadas em ensaios com o solo desestruturado e
com o solo adensado. Este controle foi realizado para verificar se o corpo de prova
reconstituido por adensamento apresentaria recuperacdo de células diferencidada do
solo passado em peneira, bem como para verificar diferengas entre os isolados na
recuperagdo de células misturadas ao solo. Para o controle em solo adensado o corpo de
prova foi preparado segundo procedimentos descritos no item 2.6, em seguida foram
inoculados um total de 10’ UEC segundo procedimento descrito no item 2.7, contudo,
ndo foi aplicada corrente elétrica. Ao final de 24 horas o corpo foi fracionado e a

distribuicdo de UFC foi avaliada seguindo procedimentos descritos no mesmo item.

45



Para o controle em solo desestruturado o mesmo niimero de células foi misturado em
100g de solo com umidade de aproximadamente 35%, a concentracdo de células
recuperadas para este controle foi analisada logo apds e 24 horas apds a inoculagdo;

- controle de contaminacdo. A célula eletrocinética foi produzida em acrilico,
material que nao pode ser esterelizado por calor. Este controle foi realizado, utilizando-
se as mesmas condicdes dos ensaios, contudo sem a adicdo de bactérias, para verificar
se a manipulacdo do solo ou o processo de esterilizacio do solo e da célula
eletrocinética foram adequados; e

- controle de movimentagdo de células sem a aplicagdo de corrente elétrica. Este
controle foi realizado para verificar a ocorréncia de migragao celular independente da
aplicacdo de corrente elétrica. O ensaio foi conduzido nas mesmas condi¢des descritas

nos itens 2.6 e 2.7, contudo sem adicdo de células bacterianas.

2.8. Outras determinacdes

Durante o decorrer dos ensaios eletrocinéticos, foi determinado o volume de
liquido percolado. Ao final das 24 h de ensaio, foi estimado o gasto energético (VH). O
pH (NBR 7353) e a umidade do solo (NBR 6457) ao longo do corpo-de-prova, além do

pH das solugdes eletroliticas, foram também determinados.
2.9. Analise estatistica
Os experimentos foram conduzidos obedecendo a um delineamento em parcelas

subdivididas, com trés repeti¢des. Os dados foram submetidos a Analise de Variancia a

5% de probabilidade e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5%.

3. Resultados e Discussao

Os isolados Pseudomonas sp. LBBMA 81A e Bacillus subtilis LBBMA 155 ndo
diferiram quanto a hidrofobicidade celular (Tabela 3), sendo ambos considerados

altamente hidrofilicos. Também ndo diferiram quanto ao tamanho celular (Tabela 3),
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apresentando ambos a forma cocdide. As células vegetativas desnutridas de
Pseudomonas sp. LBBMA 81A foram caracterizadas por apresentar valores
significativamente inferiores de cargas celulares superficiais anidnicas, valores
ligeiramente superiores de cargas celulares superficiais cationicas e menor adesdo as
particulas de solo, em comparagéo aos esporos de Bacillus subtilis LBBMA 155 (Tabela
3). Tem sido demonstrado que a adesdo bacteriana ¢ influenciada pela hidrofobicidade
(Vadillo-Rodriguez et al., 2005) e pelas cargas da superficie celular (Gusils et al., 2002).
Portanto, a maior adesdo dos esporos de B. subtilis LBBMA 155 ao solo parece ser
decorrente da maior quantidade de cargas anidnicas em sua superficie (Tabela 3),

comparativamente as células desnutridas de Pseudomonas sp. LBBMA 81A.

Tabela 3 — Caracteristicas de células vegetativas desnutridas de Pseudomonas sp.
LBBMA 81A ¢ de esporos de Bacillus subtilis LBBMA 155

Propriedades = Pseudomonas sp. LBBMA 81A  Bacillus subtilis LBBMA 155

Hfb 1,62 (0,50) A 3,29 (1,04) A
KdCC 1,049 (0,010) A 0,125 (0,009) B
KdCA 5,879 (0,251) B 69,49 (10,98) A
RC 5,603 (0,265) A 577,5(137,2) B
KdAl 32,32 (1,54) B 541,4 (8,09) A
KdA2 47,49 (1,52) B 945.,6 (34,4) A
RL 1,47 (0,05) B 1,75 (0,03) A

CC 0,64 (0,04) A 0,67 (0,02) A

Hfb = Hidrofobicidade, KACC = Cargas celulares cationicas, KICA = Cargas celulares anionicas, RC =
Razdo KdCA/KdCC, Adsl = Adesdo fraca, Ads2 = Adesao forte, RL = Razdo Adsl/Ads2, CC =
Comprimento celular.

Valores entre paréntese correspondem ao erro-padrdo da média.

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Modificagdes das caracteristicas da superficie celular encontradas para o género
Pseudomonas, em razdo da desnutrigdo, ja foram descritas na literatura (Jana et al.,
2000; Sanin, 2003; Sanin et al, 2003). Contudo, dados acerca das caracteristicas de
superficie de esporos de Bacillus subtilis ainda sdo escassos na literatura (Chada et al,
2003; Driks, 2004). A superficie do esporo de Bacillus subtilis consiste de uma estrutura
denominada capa, rica em camadas protéicas. Essa estrutura confere ao esporo grande
resisténcia a fatores ambientais adversos, além de possuir atividade enzimatica capaz de
sinalizar quando a célula se encontra em um ambiente mais favoravel, permitindo que o
esporo germine (Chada et al, 2003; Driks, 2004).

Nao foram observadas diferengas significativas (p<0,05) de gasto energético
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durante os ensaios de eletrocinese com ou sem as células bacterianas, indicando que,
nas condi¢Oes testadas, a adi¢dao das células ao solo ndo alterou a condutividade elétrica
do meio. O consumo médio de energia foi de 0,602 W (dados ndo-mostrados).

O volume de liquido percolado aumentou linearmente durante os ensaios
eletrocinéticos (Figura 2), ndo havendo influéncia dos isolados bacterianos. Tanto nos
ensaios com adi¢ao de células, como nos ensaios sem adi¢ao de células, o sentido do
fluxo foi anodo-catodo, indicando que o valor das cargas liquidas dos solutos presentes
no sistema eletrocinético € positivo (Acar e Alshawabkeh, 1993). A adi¢ao das células
bacterianas ndo influenciou o sentido nem a intensidade do fluxo eletrosmético. O
volume de liquido percolado se deve a diversos fatores, como desbalanco de ions nos
eletrolitos, valor de carga elétrica predominante no solo e sua condutividade hidraulica
(Acar ¢ Alshawabkeh, 1993; Acar et al., 1995). Provavelmente, o fluxo no sentido
anodo-catodo ocorreu por dois fatores: o primeiro refere-se aos altos valores de pH
encontrados na regido do catodo, como resultado da eletrdlise da agua e da migragao de
ions; o segundo esta relacionado ao volume de cargas liquidas predominantes no
solvente do sistema, neste caso postitivo. Os valores de liquido percolado ao longo dos
ensaios, aproximadamente 7,3 mL, representam 1/5 do volume total de liquido no solo,
podendo ser considerados altos em solos com baixa condutividade hidraulica, como o

utilizado no experimento.

Catodo Sentido do fluxo eletrosmotico Anodo
Vo 7 R
me ¢ o ®
Per M
col 4 T
ad 3 e
? f """ LBBMA 81A: Y = 0,034 + 0,299X =0,99
m
- LBBMA 155: Y= 0,069 + 0,303=0,99

0 4 8 12 16 20 24
Tempo (h)
\ LBBMA 81A- - - - LBBMA 155\

Figura 2 — Volume de liquido percolado nos ensaios eletrocinéticos de transporte dos
isolados Pseudomonas sp. LBBMA 81A e Bacillus subtilis LBBMA 155.

A aplicacdo de campos elétricos no solo, sem o controle de pH, pode causar a

geracdo de um gradiente de pH elevado ao longo do corpo-de-prova, em decorréncia do
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avango de uma frente acida no sentido catodo-anodo (Acar e Alshawabkeh, 1993). Os
dados deste trabalho demonstraram que a utilizagdo de PBS em baixas concentragdes
(0,1 mol L") mantém o pH na maior parte do corpo-de-prova proximo ao valor de 6,5
(Figura 3). Os valores mais elevados de pH estimados para a regido mais proxima ao
anodo devem condizer com a realidade, uma vez que o valor de pH do eletrélito do

anodo, ao final do ensaio eletrocinético, apresentou valor médio de 11,07. O pH no

Sentido do fluxo eletrosmotico
11
10 \ ILBBMA 81A:Y =(0,575/X) + 6,162=0.75
1
%A. LBBMA 155: Y= (0,407/X) +  °=0,94
pH 7 %
\
8 \
7 ‘*%h_
6
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0
Ca Distancia (cm) An
tod od
) LBBMA 81A=- - - = LBBMA 155 o

Figura 3 — Valores de pH ao longo do corpo-de-prova ao final dos ensaios de transporte
eletrocinético de células desnutridas de Pseudomonas sp. LBBMA 81A e de
esporos de Bacillus subtilis LBBMA 155. A distancia é expressa a partir da
face do corpo-de-prova voltada para o eletrolito do catodo.

eletrolito do catodo permaneceu proximo a neutralidade (6,8 +0,08). O controle de pH
durante a aplicagdo da eletrocinese como técnica de bioaumentagdo ou bioestimulagdo
deve ser considerado, uma vez que variagdes bruscas de pH podem alterar a fisiologia
das células de populagdes microbianas autoctones e aldctones. Adicionalmente, valores
extremos de pH podem reduzir consideravelmente as populagdes microbianas do solo
(Maillacheruvu et al, 2000; Lee e Lee, 2001; Lear et al, 2004).

A umidade ¢ também uma caracteristica fisico-quimica do solo relevante durante
a utilizacdo de microrganismos do solo, haja vista que a atividade metabdlica e, neste
caso, a propria dispersdao das bactérias através do meio poroso, dependem diretamente
da agua (Cattaneo et al., 1997; Jewett et al., 1999; Suni e Romantschuk, 2004).
Demonstrou-se que ndo houve diferenga dos teores de umidade nos ensaios
eletrocinéticos conduzidos com células vegetativas desnutridas de Pseudomonas sp.

LBBMA 81A ou com esporos de B. subtilis LBBMA 155 (Figura 4). A reta de
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regressao gerada para a umidade ao longo do corpo de prova para o isolado de B.
subtilis LBBMA 155 possui um elevado erro (R?=0,41). Este erro pode ser entendido
observando-se os valores de densidade ao longo dos corpos de prova utilizados nos
ensaios de transporte (Figura 5). A aplicacdo da tensdo de 60 kPa em todos os ensaios
foi feita sobre a face do anodo, o que provavelmente ocasionou o maior adensamento
proximo ao catodo. A variacdo de densidade entre o catodo e o anodo foi mais
expressiva no corpo de prova utilizado no ensaio de transporte das células do isolado
Bacillus sutilis LBBMA 155 (Figura 3). A maior densidade indicou que, nesta porgdo
do corpo de prova, as particulas do solo estavam mais proximas, o que gerou um menor
espago vazio que pudesse ser preenchido com agua, o que explica o elevado erro na reta

gerada para os valores de umidade (Figura 4).

Sentido do fluxo eletrosmotico
50 5
45 LBBMA 81A:Y = 36,5 - 0,499=0,82
Um LBBMA 155: Y= 36,6 - 0,227=0,41
ida 40
de T L L, = o o s m m m  m m m e e o
*%) 3>
30
25
20 : : : .
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0
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o LBBMA 81A = = = = LBBMA 155 o

Figura 4 — Umidade ao longo do corpo-de-prova ao final dos ensaios eletrocinéticos de
transporte dos isolados Pseudomonas sp. LBBMA 81A e Bacillus subtilis
LBBMA 155. A distancia ¢ expressa a partir da face do corpo-de-prova
voltada para o eletrélito do catodo.
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Sentido do fluxo eletrosmotico
1,3 3
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Figura 5 — Densidade aparente ao longo do corpo-de-prova ao final dos ensaios
eletrocinéticos de transporte dos isolados Pseudomonas sp. LBBMA 81A e
Bacillus subtilis LBBMA 155. A distancia ¢ expressa a partir da face do
corpo-de-prova voltada para o eletrélito do catodo.

Para tornar possivel o célculo de eficiéncia de transporte dos isolados
microbianos mediado pela aplicagdo de campos elétricos (ensaios eletrocinéticos),
foram necessarios ensaios prévios da eficiéncia de recuperacdo (extragdo) das células
aplicadas ao solo.

No ensaio com solo deformado foi observada uma maior recuperagdo celular
logo apo6s a adigcdo dos indculos bacterianos ao solo, em comparagdo com o porcentual
de células recuperadas 24h apds a inoculagdo do solo (Tabela 4). Esse resultado ¢
atribuido ao aumento da for¢a de adesdo das células as superficies das particulas de solo
com o aumento do tempo de contato, ou a uma diminuicdo da viabilidade do in6culo
(Becker et al, 2004).

A recuperagdo de células nos ensaios eletrocinéticos demonstrou que o método
recupera cerca de 50% das células desnutridas de Pseudomonas LBBMA 81A,
enquanto que a recuperagdo dos espores de B. subtilis LBBMA 155 ¢ de cerca de 43%
(Tabela 5). Estes dados sdo coerentes com os resultados encontrados nos ensaios de
adesdo celular ao solo deformado, onde se demonstrou a maior tendéncia de adesdo dos

esporos de B. subtilis LBBMA 155 (Tabela 4).
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Tabela 4 — Recuperacao (%) de células desnutridas de Pseudomonas sp. LBBMA 81A ¢
de esporos de Bacillus subtilis LBBMA 155 em solo deformado

Género/espécie Isolado CRC 0Oh CRC 24h
Pseudomonassp. ~ LBBMA 81A 54,5(1,52)Aa 49,5(1,36)Ba
Bacillus subtilis LBBMA 155 44,6(0,49)Ab 42,7(0,21)Bb

CRC 0h 0 — Ensaio de recuperagdo celular em solo deformado, imediatamente ap6s a inoculagdo.

CRC 24h — Ensaio de recuperagdo celular em solo deformado, 24h apoés a inoculagdo. Valores entre
parénteses representam o erro padrdo da média.

Meédias seguidas de mesma letra maitscula, na linha, e minuscula, na coluna, ndo diferem pelo teste de
Tukey (p<0,05).

Tabela 5 — Recuperagao de células (%) dos isolados Pseudomonas sp. LBBMA 81A ¢
Bacillus subtilis LBBMA 155 nos ensaios em solo deformado, solo
compactado sem aplicacdo de corrente e nos ensaios de transporte por

eletrocinese
Geénero/espécie  Isolado CRC 24h RC ESC RCEE
Pseudomonas sp. LBBMA 81A 49,5(1,36)Aa 50,9(5,27)Aa 50,9(5,27)Aa
Bacillus subtilis LBBMA 155 42,7(0,21)Ab 41,1(1,75)Ab 44.1(0,77)Ab

CRC 24h — Ensaio de recuperagdo celular em solo deformado apds 24 h a inoculagdo das bactérias.

RC ESC — recuperacdo de células em solo adensado sem aplicagdo de corrente.

RCEE — recuperagao de células nos ensaios de transporte dos isolados por eletrocinese.

Médias seguidas de mesma letra maidscula, na linha, e minuscula, na coluna, ndo diferem pelo teste de
Tukey (p<0,05).

A recuperacdo de células a partir das amostras de solo adensado, com ou sem
aplicacdo de corrente, ndo diferiu da obtida nas avaliagdes com amostras de solo
deformado (Tabela 5). Portanto, pode-se inferir que nem o adensamento, nem a
aplica¢do de corrente, modificam a recuperagdo celular pelo método descrito por Jones
et al. (1996).

A aplicacdo de corrente elétrica propiciou o deslocamento dos esporos de B.
subtilis LBBMA 155 e das células desnutridas de Pseudomonas sp. LBBMA 81A
(Figura 6). Constatou-se que os esporos de B. subtilis LBBMA 155, a despeito do maior
coeficiente de adesdao (Tabela 3), foram transportados com maior eficiéncia,
distribuindo-se em toda a extensdo do corpo-de-prova. Esses resultados demonstram
que, durante a aplicagdo de campos elétricos, a movimentacao celular ¢ determinada
principalmente pelas cargas celulares negativas, as quais predominam mais
intensamente na superficie dos esporos de B. subtilis LBBMA155 (Tabela 3). Outra

causa possivel para a maior mobilidade dos esporos de B. subtilis LBBMA 155 em
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Sentido do Fluxo eletrosmotico
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Figura 6 — Distribuicdo de células (%), a partir do total de células recuperadas, e
concentragdo de células vidveis em diferentes se¢des do corpo-de-prova, ao
final dos ensaios de transporte eletrocinético dos isolados Pseudomonas sp.
LBBMA 81A e Bacillus subtilis LBBMA 155. A distancia é expressa a partir
da face do corpo-de-prova voltada para o eletrolito do catodo.

relagdo as células desnutridas de Pseudomonas sp. LBBMA 81A seria o fato de que as
células desnutridas de Pseudomonas sp. LBBMA 81A, que primeiramente aderiram a
matriz porosa, estariam causando “ripening”, ou seja, a adesdo a células da mesma
espécie (Camesano et al., 1999). Finalmente, considera-se a possibilidade de que os
esporos de B. subtilis LBBMA 155, inicialmente aderidos a superficie das particulas da

matriz porosa, possam estar causando o bloqueamento dessas superficies (Camesano et

al., 1999).

4. Consideracdes Finais

Este trabalho demonstrou que a técnica de eletrocinese pode ser utilizada como
ferramenta para o transporte de bactérias em solos argilosos com baixas condutividade
hidraulica. Demonstrou-se ainda que a migracdo bacteriana ¢ mais influenciada pelas
cargas negativas da superficie celular do que pela hidrofobicidade ou, ainda, pela
tendéncia de adesdo das células as particulas de solo. A maior migracdo observada para

os esporos de Bacillus subtilis LBBMA 155 pode ser também atribuida ao efeito de
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bloqueamento das particulas de solo ou, ainda, ao fato das células de Pseudomans sp.
LBBMA 81A que foram primeiramente aderidas ao solo causarem “ripening” das outras
células durante o transporte. A técnica de eletrocinese apresenta potencial para ser
utilizada in-situ visando a introducdo de bactérias em matrizes porosas com baixa
condutividade hidraulica. Constitui assim mais uma alternativa para se realizar a
bioaumentacdo, tanto em 4reas contaminadas como em processos de recuperagdo

avancada de petréleo melhorada por microrganismos.
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