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RESUMO

A utilizacdo de microrganismos ou de seus produtos metabolicos para limpeza de
areas contaminadas por hidrocarbonetos representa uma das vertentes mais estudadas da
biorremediacdo. Entretanto, apesar de muito promissora, esta tecnologia apresenta como
principal limitacdo o fato de, na maioria dos casos, empregar bactérias livres no ambiente,
podendo comprometer a eficacia da biodegradacdo. Nessas circunstancias, 0s microrganismos
ficam expostos as condicBes ambientais, podem ser facilmente dispersos do local de
aplicacdo, além de encontrarem resisténcia da microbiota indigena. A imobilizacdo de
bactérias em polimeros minimiza esses problemas por proporcionar um microambiente
protegido, além de manter a populacdo microbiana concentrada no local de acdo e impedir a
competicdo natural com outros microrganismos. Varios polimeros tém sido pesquisados na
tentativa de se desenvolver suportes para imobilizacdo de células. A quitosana, um derivado
da quitina encontrada predominantemente na carapaca dos crustaceos, tem sido atualmente
estudada por possuir alta densidade de cargas positivas que favorecem a interacdo com as
superficies celulares de muitos microrganismos. Além disso, pela quitina ser o segundo
polimero mais abundante no planeta e o principal subproduto da industria do camardo, a
escolha pelo uso da quitosana também representa uma forma de reciclagem dos residuos da
carcinicultura. Apesar dessas vantagens, os efeitos antimicrobianos da quitosana tém limitado
0 Seu uso, Visto serem inUmeros 0s microrganismos sensiveis a este polimero natural. Um
microrganismo para ser imobilizado em matriz exclusivamente de quitosana deve nao
somente ser resistente aos seus efeitos danosos, mas preferencialmente, é necessario que ele
ndo produza enzimas que degradem a matriz, como quitosanases. Poucos sdo 0S
microrganismos conhecidos que conseguem preencher estes requisitos, o que explica a
escassez de trabalhos que relatem a imobilizacdo de células em suportes exclusivamente de
quitosana. Dessa maneira, a relevancia deste trabalho encontra-se em dois pontos.
Primeiramente em apresentar, de forma inédita, a imobilizacdo de esporos bacterianos de uma
linhagem de Bacillus subtilis em esferas fabricadas somente por quitosana. E segundo em
avaliar, ap6s a germinacdo dos esporos, a eficiéncia das células livres e imobilizadas dessa
linhagem em biodegradar n-hexadecano. Os resultados mostraram que a imobilizagdo dos
esporos foi bastante viavel e reprodutivel, uma vez que eles resistiram a quitosana, ao drastico
tratamento de fabricacdo das esferas, e germinaram quando na presenca de glucose. Os
ensaios de biodegradacdo mostraram que, em ambos 0s casos, 0 n-hexadecano foi consumido
apos 48h de cultivo, numa taxa de 98,74% e 99,51% para células livres e imobilizadas,
respectivamente. Apesar das taxas de biodegradacdo terem sido estatisticamente semelhantes,
0 uso de B. subtilis LAMIOO7 imobilizado mostrou-se mais vantajoso pelo fato da cultura
conseguir biodegradar a mesma concentracdo de n-hexadecano estando com a biomassa
celular dez vezes menor, produzir e liberar a mesma quantidade de biossurfactantes no meio
que o observado pelas células livres (em torno de 50%), e também por ndo utilizar os
biossurfactantes produzidos como fonte de carbono, o que facilitou a deteccdo e selecdo
dessas substancias no sobrenadante da cultura. Dessa forma, ficou comprovado ser viavel o
uso da quitosana na imobilizagdo de esporos da linhagem de B. subitlis LAMIO07, assim
como o potencial dessas células em, uma vez germinadas, serem utilizadas na biorremediacéo
de ambientes contaminados por hidrocarbonetos.

Palavras-chave: Quitosana, imobilizacdo, esporos, Bacillus subtilis, biossurfactantes,
biodegradagéo.
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ABSTRACT

The use of microorganisms or their metabolic products for cleaning polluted areas
represents one of the most important challenges of bioremediation. However, in spite of very
promising, this technology shows as main limitation the use of free microorganisms in the
environment, which could fault the effectiveness from biodegradation. In those circumstances,
the microorganisms are exposed to environmental conditions and can be easily dispersed from
the application site, and find resistance of the indigenous microorganisms. The cells
immobilization in polymers minimizes those problems providing environmental protection,
maintaining the microbial population concentrated in the action site and preventing the natural
competition. Several polymers have been tested in the attempt of developing supports for cells
immobilization. The chitosan, a chitin derived found predominantly in the shell of
crustaceans, has been studied due to its intrinsic characteristics such as high positive charges
density that can interact with the cellular surfaces of many microorganisms. Besides, the
chitin is the second most abundant polymer in the world after cellulose. As the main by-
product of the industry of the shrimp, the choice of chitosan as immobilization matrix also
represents a form of recycling these residues from shrimp culture. In spite of those
advantages, the antimicrobial effects of the chitosan have limited its utilization. To be
immobilized in chitosan the microorganism has to be not only resistant to harmful effects of
chitosan, but preferentially, it is necessary that it doesn't produce enzymes to degrade the
polymer, such as chitosanases. Few microorganisms are known to meet that get to fill out
these requirements, what explains the shortage of works dealing on immobilization of cells in
chitosan. So, the aim of this work was investigate the immobilization of bacterial spores of a
Bacillus strain in chitosan spheres and evaluating, after the germination of the spores, the
efficiency of the cells free or immobilized to degrade n-hexadecane and produce surfactants.
The results showed that the immobilization of the spores was quite viable because they
resisted to the toxic effect of chitosan and to the drastic treatment of spheres production,
although it was necessary supplemented the medium growth with 1% glucose in addition to
1% n-hexadecane for the germination to occur. The results of biodegradation assays showed
that, in both cases, with free or immobilized cells, the n-hexadecane was consumed after 48 h
of cultivation, with 98.74% and 99.51%, respectively. In spite of the biodegradation
percentages be statistically similar the use of B. subtilis LAMIO07 immobilized was more
advantageous since the culture degraded the same n-hexadecane concentration with the
biomass ten times smaller. The immobilized cells produced the same amount of surfactants as
the free cells (around 50%), but the immobilized cells did not use the surfactants produced as
source of carbon. Thus could facilitate the isolation of those substances from the supernatant
of the cultures. In conclusion, it was proven to be viable the use of the chitosan in the
immobilization of B. subtilis LAMIOO7 spores, as well as the potential of those cells to
degrade hydrocarbons and produce surfactant, both results can be applied for decontamination
of polluted areas.

Key words: chitosan, immobilization, spores, Bacillus subtilis, surfactants, biodegradation.
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1. INTRODUCAO

Os acidentes envolvendo derramamento de 6leo tém sido cada vez mais freqlientes e
aumentaram de forma alarmante com o desenvolvimento da industria petroquimica. Pesquisas
revelam que o petrdleo e seus derivados representam os poluentes organicos recalcitrantes
com maior tempo de residéncia no planeta e conseqlientemente, os responsaveis pelos maiores
desequilibrios ecologicos. Dessa forma, a remediacdo de ambientes contaminados por
hidrocarbonetos encontra-se como um dos principais focos de estudo da ecologia
contemporanea.

A limpeza de areas contaminadas por 6leo pode ocorrer por meios fisicos, quimicos
ou biologicos. Atualmente, a biorremediacao, tecnologia que utiliza microrganismos ou seus
produtos metabolicos para a mineralizagdo de xenobidticos, tem impulsionado pesquisas em
varios ramos da ciéncia. Além de menos dispendiosa que as técnicas convencionais de
despolui¢do quimica, essa promissora tecnologia permite a mineralizacdo in situ dos
poluentes, através da biodegradagdo seriada proporcionada por consércios microbianos.

Muitos esfor¢os tém sido empregados no sentido de aperfeigoar as técnicas de
biorremediacdo. Dentre os mais recentes destaca-se o uso de microrganismos imobilizados. A
principal vantagem dessa tecnologia encontra-se no melhor monitoramento do metabolismo
microbiano e, conseqiientemente, maior estabilidade operacional. Por estarem protegidas
contra a ac¢do toxica do poluente, células imobilizadas sdo comprovadamente mais eficazes
que células livres como agentes nos processos de biodegradagio.

Varios polimeros, principalmente os de origem natural, t€m sido pesquisados na
tentativa de se desenvolver suportes para uso em imobilizagdo celular. A quitina, o
biopolimero mais abundante na natureza depois da celulose, ¢ encontrada na carapaga dos
crustaceos, no exoesqueleto dos insetos e na parede celular de alguns fungos. A desacetilagao
alcalina dessa substidncia origina a quitosana, um heteropolissacarideo constituido
predominantemente por residuos de p-1,4-D-glucosamina com variados graus de residuos N-
acetilados. Por apresentar alta densidade de grupos protonados em pH &cido, essa substancia
pode interagir com superficies celulares de bactérias, leveduras e fungos filamentosos, as
quais sdo ricas em compostos anidnicos. Essa caracteristica, bastante peculiar, aliada a grande

disponibilidade de quitina no ambiente, favorece o uso da quitosana em imobilizacao celular.
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Atualmente, o Ceara ocupa o segundo lugar no ranking nacional da producao de
camardo. Entretanto, estudos que fornecam sugestdes de aplicabilidade da quitina produzida
por essa atividade ainda sdo escassos no Estado. Pensando nisso, esse trabalho se propde a
contribuir de duas formas. A primeira delas envolve o aproveitamento da quitina residual
produzida pela induastria de camardo. A segunda diz respeito ao uso de esporos bacterianos de
microrganismos nativos que, imobilizados em esferas de quitosana e adicionados em
ambiente favoravel, possam germinar e biodegradar os poluentes. Esta proposta, até entdo

inédita, mostrou-se bastante promissora, conforme sera apresentada neste trabalho.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Aquicultura: Consideractes Gerais

Aqtiicultura ¢ o processo de produgdao em cativeiro, de organismos que dependem da
dgua para a realizacdo total ou parcial de seu ciclo de vida, em qualquer estagio de
desenvolvimento. Esta atividade ¢ um dos segmentos econdmicos que tem crescido
substancialmente nos ultimos anos. Dentro do segmento da aqiiicultura, o cultivo do camarao
marinho em cativeiro tem-se destacado em todo mundo, em especial no Brasil, como o carro-
chefe do desenvolvimento deste segmento, uma vez que as condigdes climaticas e
hidrobiologicas sdo favoraveis a exploracdo e difusdo dessa atividade econdmica no pais
(ROCHA, 2002). De acordo com a Food and Agriculture Organization (FAO), trés fatores
caracterizam essa atividade: o organismo produzido ¢ aqiiicola, existe um manejo visando a
producdo, e a criacdo possui um proprietario, isto €, ndo € um bem coletivo como sdo as
populacdes exploradas pela pesca. Muitas sdo as espécies de peixes, crustaceos, moluscos e
algas cultivadas em cativeiro que sdo comercializados no mercado, como por exemplo, carpa,
salmdo, camardes, mexilhdes, ostras e algas marinhas. O declinio acentuado dos produtos
provenientes da pesca extrativa e a grande demanda do mercado internacional para os
produtos oriundos da aqiiicultura, principalmente pelo camardo, fazem desta atividade uma
das mais promissoras do setor primario da economia (ROCHA, 2003).

A pesca de camardo ¢ uma atividade de produgdo primaria, dependente de fatores
econdmicos, sociais € ambientais, praticada nos ecossistemas marinhos, estuarinos ou de agua
doce. O Brasil, por possuir vasto litoral e grande potencial hidrico, com vérias bacias
hidrograficas, além de uma grande biodiversidade de fauna marinha, possui grande potencial
pesqueiro de camardes, sendo a producao brasileira de camardo por captura estimada em
cerca de 63 mil toneladas anuais (REVISTA ABCC, 2005). Porém, seguindo a tendéncia
mundial, a producdo de camardo por captura estd em declinio no Brasil, enquanto a
carcinicultura, producdo do camardo em cativeiro, tem aumentado (BNDES, 2006). As
dificuldades de abastecer a demanda mundial de animais marinhos apenas com a pesca ¢ a
principal razdo do crescimento do cultivo em cativeiro destes animais (aqiiicultura).

A carcinicultura, ou o cultivo de crusticeos, ¢ uma atividade em franca expansdo no
Brasil. Esta atividade desenvolveu-se principalmente a partir da década de 80, sendo que

apresentou um crescimento de mais de 20% entre os anos de 1985 a 1990. Esse crescimento
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continuou ¢ a produgdo passou de 758 mil toneladas (renda aproximada de US$ 4,5 bilhdes),
em 1990, para 1,9 milhdes de toneladas (US$ 11,5 bilhdes), em 2001 (BORGHETTI;
OSTRENSKY; BORGHETTI, 2003). As principais razdes para o rapido crescimento mundial
do cultivo de camardo marinho em cativeiro estdo na demanda crescente por esse produto no
mercado externo, na elevada rentabilidade distribuida em toda sua cadeia produtiva e na
capacidade de gerar renda e emprego proporcionando assim, desenvolvimento
socioecondmico regional (ROCHA, 2003; REVISTA ABCC, 2003).

O cultivo do camardo marinho ¢ uma atividade econdmica do setor primario que se
desenvolve de forma atipica em comparagdo as outras atividades do setor agropecuario
regional, uma vez que independe de chuvas e pode ser produzido de forma ininterrupta
durante todo o ano. E praticado em mais de cinqiienta paises em todo o mundo e adapta-se
melhor as regides de clima tropical e subtropical dos paises emergentes, sendo melhor
representado pelo continente asiatico (FROTA, 2005).

No ano 2003, o setor produtivo da carcinicultura no Brasil obteve uma produtividade
média de 6.084 kg/ha/ano e, em 2004, revelou 7.059 kg por hectare produzido, pardmetro
bastante elevado, considerado um dos maiores dentre os concorrentes internacionais, € por
isso o Brasil assumiu a lideranga mundial em produtividade do setor (ROCHA, 2003;
REVISTA ABCC, 2004). A participagdo do camardo cultivado no Brasil no mercado
internacional vem crescendo e se consolidando como um produto altamente competitivo. Na
atualidade, mais de 90% do camarao brasileiro ¢ exportado para paises como Estados Unidos,
Espanha e Franga e consistem principalmente de matérias-primas basicas, como o camarao
em bloco congelado, sem e com cabeca, e cerca de 60% das importacdes americanas de

camardo sio de produtos com valor agregado (FROTA, 2005).

2.2. A carcinicultura na Regido Nordeste

A carcinicultura no Brasil, orientada para a producdo comercial, iniciou-se na década
de 70, com uma espécie exodtica, Penaeus japonicus, por iniciativa do Governo do Rio Grande
do Norte como alternativa econdmica para as salinas desativadas. A década de 80 foi marcada
pelas inlimeras tentativas de adaptagdo de algumas espécies de camardo nos viveiros
nordestinos, falta de financiamento e inexisténcia de tecnologias adequadas. Somente em

1996, com o cultivo da espécie Litopenaeus vannamei, juntamente com a disponibilizacdo de
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racdo de boa qualidade e dominio do ciclo de reprodugao pelos laboratorios nacionais, ¢ que o
Brasil comecou a expandir sua producdo de camarao marinho, que atualmente apresenta uma
taxa anual de crescimento de areas de viveiros de 30% e 50% na produgdao (BRASIL, 2001;
VEJA, 2004).

A regido Nordeste ¢ a maior produtora de camarao de cultivo. Acrescenta-se que em
2003, 95,2 % da producdo de camarao resultou dos viveiros do Nordeste (85,8 toneladas). Os
outros 4,8% da producdo de camardo no pais, que representam 4.338 toneladas produzidas,
vém dos estados do Para, Espirito Santo, Parand, Santa Catarina ¢ Rio Grande do Sul
(REVISTA ABCC, 2004).

A regido Nordeste combina aspectos estratégicos fundamentais que justificam o seu
potencial de exploragdo da carcinicultura. O potencial dos recursos naturais vem associado a
vantagem comparativa oferecida pelas excepcionais condi¢des ecologicas, como por exemplo,
temperatura média anual adequada aos mais diversos tipos de cultivos, inexisténcia de
invernos prolongados, possibilitando varios ciclos de cultivos durante o ano, maiores taxas
anuais de luminosidade, e dareas apropriadas disponiveis ndo urbanizadas. Nas zonas
adjacentes aos manguezais da faixa que se estende do sul da Bahia ao Norte do Maranhao,
onde a producdo agricola ¢ limitada ou inexistente pelas condigdes de solos arenosos e dgua
salobra, o cultivo do camardo marinho se apresenta como uma das raras alternativas
econOmicas capazes de gerar renda e emprego e modificar o quadro de pobreza rural que
predomina nessas zonas (REVISTA ABCC, 2003).

O camardo cultivado se consolida na lideranca das exportagdes do setor pesqueiro
nacional e demonstra que pode contribuir para ampliar os superavits da balanga comercial,
captando divisas essenciais para fortalecer a posicdo financeira do Brasil no ambito
internacional (FROTA, 2005).

Os principais paises produtores de camardo em cativeiro estdo localizados no
hemisfério oriental. Em 2005, a China, maior produtor mundial de camarao, produziu 408.000
toneladas numa éarea de 300.000, o Brasil produziu 65.000 toneladas em 15.000 hectares de
area, resultando numa produtividade de 4.333 kg/ha/ano, contra 1.360 kg/ha/ano da China.
Apesar de o Brasil ter uma area de producao pequena em relacdo aos maiores produtores de
camarao, apresenta elevada produtividade. Este quadro revela o potencial de crescimento do

mercado da carcinicultura em nosso pais (BNDES, 2006).



Gomes, R.V. - Imobilizac¢do de esporos de Bacillus... 6

O principal produtor do pais ¢ o Estado do Rio Grande do Norte, tendo produzido em
2002 um total de 18.500 toneladas, o que garantiu a este estado 30,77% da produgdo nacional.
O Estado do Ceard vem logo em seguida, tendo produzido em 2002 um total de 16.383.
toneladas, o que representa, em percentual, um total de 27,25%.

O rapido crescimento mundial do cultivo do camardo marinho nas ultimas duas
décadas, notadamente nos paises costeiros tropicais emergentes da Asia e das Américas, teve
e continua tendo por base de sustentacdo, a crescente demanda do produto no mercado
internacional, o atrativo nivel de rentabilidade do agronegocio e a sua capacidade de gerar
renda, emprego e divisas para o desenvolvimento dos paises produtores (REVISTA ABCC,
2004).

Os principais mercados consumidores do camardo cultivado no Brasil sdo: Estados
Unidos, Europa, com destaque para Portugal, Franga e Espanha, e o Japdo. A carcinicultura,
mesmo sendo uma atividade comercial recente no Brasil, ja ¢ o segundo item da pasta das
exportacdes do setor primario da economia nordestina, tendo respondido em 2002 por cerca
de 96,48% da producdo nacional de camardo cultivado.

Essa atividade representa uma opgdo capaz de contribuir para o aumento da oferta
protéica de baixo custo e mais saudavel para a populacdo, aumento do emprego rural
(evitando o éxodo), melhor distribuicdo de renda, redu¢ao da mortalidade infantil, oferece
condi¢des mais adequadas de convivéncia com a seca no semi-arido do Nordeste, serve como
fonte adicional de renda através de consoércio, com a criagdo de outros animais ¢ cultivos, em
areas irrigadas e regides consideradas marginais para a producdo econdmica agricola e para
outros usos. Embora se saiba dos riscos de impactos ambientais que a carcinicultura pode
provocar quando praticada de forma inadequada, ¢ possivel orientar a exploragdo racional do
potencial da aqiiicultura e dos recursos pesqueiros para uma combinacdo inteligente de

objetivos econdmicos com a conservagao destes recursos.

2.3.  Aproveitamento da casca do camarao: producao de quitina e derivados

No aspecto econdmico a utilidade do camardo vai além da industria de alimento, ¢
util nas industrias quimica, aerondutica e médica/farmacéutica. Na natureza, o crusticeo estd
presente em diversas cadeias alimentares, além de ter uma importante fun¢do ao absorver
detritos e matéria organica em decomposi¢do. Para a culinaria, o camardo fornece a cauda,

que representa de 40% a 60% do total do corpo. Cabeca, casca e apéndices (subprodutos do



Gomes, R.V. - Imobilizac¢do de esporos de Bacillus... 7

camarao), hoje também encontram utilidades. Com a cabeca, ¢ fabricada a farinha de
camarao. Da quitina que forma a casca, ¢ extraido um material para a fabricagdo de colas
altamente resistentes, utilizadas pela industria aerondutica e material odontoldgico de alta
preciséo, dentre outros produtos (KRAJEWSKA, 2004).

A quitina ¢ um homopolissacarideo linear composto por unidades 2-acetamino-2-
deoxi-B-D-glucose (95%) e 2-amino-2-deoxi-fB-D-glucose (5%) ligados através de ligacdes
B(1—4). Foi isolada pela primeira vez em 1811 por Braconnot e denominada fungina por ter
sido extraida de fungos. Em 1823, Odier isolou o mesmo polimero do élitro de besouros, ap6s
tratamento com solugdo aquecida de KOH, e denominou-o de quitina (do grego, chiton) que
significa tinica, cobertura (ROBERTS, 1992).

Comparada a celulose, esses dois polimeros possuem estrutura quimica bastante
semelhante. A unica diferenga é a substituicdo dos grupos hidroxila, em C-2 na celulose, por
grupos amino acetilados na quitina (Figura 1). Estes, por sua vez, sdo exclusivamente
responsaveis pelos 6,9% de nitrogénio presentes na molécula, calculados a partir de sua
estequiometria (CsH;30sN), (ROBERTS, 1992; NELSON; COX, 2004). Essa similaridade ¢
refletida no papel estrutural que a celulose e a quitina exercem, respectivamente, na parede
celular dos vegetais e no exoesqueleto dos crustaceos e insetos, além da parede celular de
varios fungos (ROBERTS, 1992). Depois da celulose, a quitina ¢ considerada o polimero
mais abundante na natureza, com milhdes de toneladas produzidas anualmente. As fontes
comerciais e tradicionais de quitina sdo casca de siri, camardo e lagosta que sao subproduto da

industria de beneficiamento de pescado (KURITA, 2001).
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Figura 1: Estrutura quimica da quitina (A) e da celulose (B) (KRAJEWSKA, 2004).

A quitosana (Figura 2), descrita pela primeira vez em 1859 por Rouget, ¢ um
polimero linear composto de unidades 2-amino-2-deoxi-B-D-glucose (60~100%) e 2-

acetamino-2-deoxi-B-D-glucose (0~50%), derivado da desacetilagdo da quitina. Essa reagao
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pode ser de natureza quimica, quando realizada com bases fortes como NaOH ou de natureza
biologica, através de enzimas microbianas denominadas quitinases ou quitina desacetilases.
(ROBERTS, 1992; SOMASHEKAR; JOSEPH, 1996; KRAJEWSKA, 2004). O método mais
empregado para obtencdo de quitosana envolve a reacdo de desacetilagdo da quitina com
NaOH 40% a 120 °C por cerca de 3 horas. Para se produzir 1 Kg de quitosana com grau de
desacetilacdao de 70%, a partir de casca de camarao, sao necessarios 6,3 Kg de HCI, 1,8 Kg de
NaOH e aproximadamente 1.400 L de agua. O rendimento da quitina ¢ de aproximadamente

10% em termos de residuo seco de cascas de crustaiceos (KUMAR, 2000; GILDBERG;

STEMBERG, 2001).
JH JH H
ﬁ%&/
H HC H
NH: NH: NH:

Figura 2: Estrutura quimica da quitosana (KRAJEWSKA, 2004).

Embora a literatura aborde quitina e quitosana como cadeias polissacaridicas Unicas,
esses carboidratos raramente estdo isolados de outros compostos na natureza. A quitina
existente no exoesqueleto dos crusticeos forma um complexo com proteinas e sais de
carbonato de calcio e, no caso dos insetos, liga-se ainda a hidroxifendis (ROBERTS, 1992).
Dessa forma, antes da etapa de desacetilagdo propriamente dita, a quitina passa por outros
processos que envolvem desproteinizagdo em NaOH diluido, descalcificacdo em HCI diluido
e despigmentacdo em acetona. Posteriormente, a desacetilagdo ¢ realizada em solucdo de
NaOH 40-50% (KRAJEWSKA, 2004) .

No caso do tratamento bioldgico, a enzima quitina desacetilase, produzida
principalmente pelo fungo Mucor rouxii, ¢ a responsavel pela formagdo da quitosana a partir
da quitina (KAFETZOPOULOS; MARTINOU; BOURIOTIS, 1993). Entretanto, para que a
quitina e a quitosana sejam biodegradadas sem aciimulo excessivo na natureza, outras trés
enzimas — quitinase, quitosanase ¢ N-acetil-B-D-glicosaminidase — atuam em sinergia, até a
redu¢do dos polimeros as unidades monoméricas constituintes, caracterizando o ciclo da
quitina representado na Figura 3 (CRAVEIRO; CRAVEIRO; QUEIROZ, 1999). Dentre as
bactérias produtoras de quitosanases, destacam-se os géneros Bacillus e Streptomyces,
enquanto que o género Aspergillus tem sido o mais citado dentre os fungos (CHENG; LI,

2000). Além disso, essas enzimas podem ser encontradas nos vegetais, envolvidas no
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mecanismo de defesa contra microrganismos fitopatogénicos (SOMASHEKAR; JOSEPH,
1996).

Quitina desacetilase

—> Quitina > Quitosana «—
Quitinase Quitosanase
A\ 4 \ 4
Oligossacarideos de Oligossacarideos de
quitina quitosana
N-acetil-f-D-
glicosaminidase
\4 \4
— N-acetil-D-glicosamina D-glicosamina |

Figura 3: Ciclo da quitina (segundo CRAVEIRO; CRAVEIRO; QUEIROZ, 1999).

2.4. Propriedades fisico-quimicas da quitosana

2.4.1. Grau de desacetilacio

A desacetilagdo da quitina ¢ a etapa de maior importancia durante a sintese de
quitosana. A remog¢do dos grupos acetil libera grupamentos aminicos reativos, os quais serao
responsaveis, posteriormente, por definir ndo somente a identidade quimica da quitosana, mas
também determinar sua aplicabilidade biologica (GOOSEN, 1997). Como exemplo de
trabalhos que avaliaram a variacdo das respostas bioldgicas devido a diferentes graus de
desacetilacdo podemos citar Tolaimate et al. (2000) e Zheng e Zhu (2003). O grau de
desacetilacdo (GD) da quitosana depende das caracteristicas da quitina que lhe deu origem e
dos métodos quimicos ou bioldgicos utilizados no processo de purificacdo. As principais

técnicas para determinar essa caracteristica envolvem espectroscopia na regido do
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infravermelho e do ultravioleta, cromatografia gasosa e titulometria (TAN et al., 1998; NO;

LEE; MEYERS, 2000).

2.4.2. Massa Molecular

Assim como o grau de desacetilagdo, a massa molecular da quitosana ¢ bastante
variavel e depende diretamente da origem e do processamento da quitina. A massa molecular
da quitina natural ¢ freqiientemente maior que 1 x 10° Da, enquanto que a da quitosana
comercial fica em torno de 1 x 10° Da, dependendo das condigdes de produgio (ROBERTS,
1992).

A importancia da massa molecular ¢ demonstrada em varios estudos que focalizam a
aplicacdo farmacéutica da quitosana. Pesquisas mostram que, para esta finalidade, torna-se
interessante o desenvolvimento de polimeros de baixa massa molecular (SATO; ISHII;
OKAHATA, 2001). Os métodos de despolimerizacdo da quitosana com redugdo das cadeias
poliméricas envolvem degradacdo enzimatica, degradacdo oxidativa, clivagem &cida e

degradacdo ultrasonica (MAO et al., 2004).

2.4.3. Solubilidade

Enquanto a quitina ¢ insoliivel na maioria dos solventes orgéanicos, seu derivado
desacetilado ¢ facilmente soluvel em solugdes acidas diluidas (acido acético, formico, latico),
na faixa de pH entre 2,0 ¢ 6,0, como também em acido hidroclorico (CHATELET;
DAMOUR; DOMART, 2001; RABEA et al., 2003). A dissolu¢do em &cido acético 1% pH
4.0 tem sido citada comumente na literatura. Entretanto, solugdes concentradas desse acido,
em altas temperaturas, podem causar a despolimerizagdo da quitosana. Em se tratando de
solucdes inorganicas, a solubilidade diminui. Na presenga de acido sulfirico ou de &cido
cloridrico, este polimero ndo se dissolve (GOOSEN, 1997).

A solubilidade da quitosana estd relacionada com a quantidade de grupos amino
protonados (-NH3") na cadeia polimérica. Quanto maior a quantidade destes grupos, maior a
repulsdo eletrostatica entre as cadeias e, conseqiientemente, maior a solvatagdo em agua
(SANTOS et al., 2003). Em pKa em torno de 6,3 a quitosana encontra-se naturalmente

carregada e pronta para reagir com outros compostos (SCHULZ et al., 1998).
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2.5. Atividade antimicrobiana da quitosana

A quitosana apresenta maior espectro de agdo antimicrobiano que a quitina. Segundo
Gil et al. (2004), essa diferenca deve-se ao maior nimero de aminas livres presentes na
quitosana, as quais podem interagir fortemente com residuos negativos da superficie celular,
inibindo o crescimento microbiano.

De acordo com Lim e Hudson (2003) os fatores que afetam diretamente a atividade
antimicrobiana da quitosana s3o o grau de desacetilacdo, a massa molecular, o pH ¢ a
temperatura. Essas variaveis atuam modificando a estrutura quimica do polimero e,

conseqlientemente, o potencial de ligagdo as membranas celulares.

2.5.1. Atividade antibacteriana

Vérios mecanismos de atividade antibacteriana da quitosana ja foram sugeridos,
entretanto, ainda nao se conhece completamente a forma exata de a¢do desse polimero. Dentre
0s mecanismos propostos, 0 mais aceito se refere as interagdes entre cargas positivas da
quitosana com moléculas anionicas da superficie celular. Essa ligacdo provoca alteracdes
vitais na permeabilidade da membrana e compromete o metabolismo microbiano, podendo,
inclusive, levar a lise da célula (LIM; HUDSON, 2003; LIU et al., 2004).

Nos ultimos anos, alguns estudos tém sido realizados a fim de se determinar o
potencial de inibi¢ao de crescimento microbiano pela quitosana. A literatura mostra que esse
biopolimero apresenta um largo espectro de acdo, superando a de alguns agentes quimicos
(Tabela 1). Em geral, bactérias Gram-positivas apresentam maior sensibilidade a quitosana de
elevada massa molecular. O contréario vale para Gram-negativas que podem ser inibidas pela
alteragdo no metabolismo, provocada pela entrada do polimero de baixa massa molecular
através da membrana plasmatica (ZHENG; ZHU, 2003). Alguns autores afirmam que essa
sensibilidade estd diretamente relacionada a quantidade de moléculas anidnicas na superficie
celular, o que justifica o fato de bactérias Gram-negativas serem geralmente mais susceptiveis
(CHUNG et al., 2004; LIU et al., 2004). Por apresentar baixa toxicidade em mamiferos, o
potencial antimicrobiano da quitosana tem sido bastante explorado (RABEA et al., 2003; LIU
et al., 2004).
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Tabela 1: Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) de quitosana contra bactérias (RABEA et

al., 2003).
Bactéria Reagao de cim (ppm)
Agrobacterium tumefaciens - 100
Bacillus cereus + 1000
Corynebacterium michiganence + 10
Erwinia sp. - 500
Erwinia carotovora subsp. - 200
Escherichia coli - 20
Klebsiella pneumoniae - 700
Micrococcus luteus + 20
Pseudomonas fluorescens - 500
Staphylococcus aureus + 20
Xanthomonas campestris - 500

2.5.2. Atividade antifungica

O potencial antifingico da quitosana tem sido estudado para o tratamento de
fitopatologias causadas por fungos presentes no solo. O interesse nesse tipo de estudo reside
no fato da quitosana inibir o crescimento da maioria dos microrganismos resistentes aos
fungicidas (LIM; HUDSON, 2003). Rabea et al. (2003) descrevem que quitosana na
concentragdo de 1 mg/mL inibiu o crescimento de varios fungos, com excecdo dos
zigomicetos (Tabela 2). Este grupo apresenta o biopolimero como principal constituinte da

parede celular.

Tabela 2: Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) de quitosana contra fungos (RABEA et al.,

2003).
Fungo CIM (ppm)
Botrytis cinerea 10
Fusarium oxysporum 100
Dreschtera sorokiana 10
Micronectriella nivalis 10
Piricularia oryzae 5000
Rhizoctonia solani 1000

Trichophyton equinum 2500
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2.6. AplicagOes da quitina e da quitosana

Atualmente, muitas sdo as possiveis aplicagcdes de quitina e seus derivados, devido a
sua versatilidade. Produtos a base desses polimeros podem ser utilizados na industria
alimenticia e de cosméticos, na agricultura e no tratamento de efluentes, sendo empregados
como agentes quelantes de metais, como floculantes, como adsorventes de corantes,
adsorventes de anions metalicos e outros, e esta tecnologia ja é explorada em varias partes do
mundo, conforme pode ser observado na Tabela 3. Devido sua biocompatibilidade,
biodegradabilidade, hidrofilicidade, propriedades antibacterianas e bioatividade, a quitosana,
por exemplo, pode ser usada até como biomaterial, na forma de vesiculas para liberagdo lenta
de drogas. A lista de aplicagdes de quitina e quitosana ¢ ainda mais extensa quando sao
incluidos os varios derivativos de quitosana obtidos por meio de reagdes quimicas através das
quais sao inseridos diferentes grupos funcionais as suas moléculas, conferindo diferentes
propriedades e aplicagdes (GAMZAZADE; NASIBOV; ROGOZHIN, 1997; HUANG;
CHEN; PAN, 2000; KUMAR, 2000; SCHMUHL; KRIEG, 2001; GUIBAL; VINCENT;
SPINELLI, 2005).

Tabela 3: Uso estimado de quitosana no ano 2000, em toneladas (KURITA, 2006).

Mercado dAomI\ei(I;IrCtz Europa Asia Outros Total
Nutricional 500 125 250 125 1000
Floculagao (tratamento de dgua) 125 25 200 50 400
Alimentos (preservagao) 0 0 125 25 150
Producao de oligossacarideos 0 0 150 0 150
Agricultura 25 0 75 25 125
Cosméticos 25 25 50 0 100
Téxtil 0 0 50 0 50
Fabricacdo de papel 25 0 25 0 50
Racgao animal 10 0 25 10 45
Medicamentos 1 1 1 0 3
Total 711 176 951 235 2073

Os residuos do processamento do camardo também contém consideraveis
quantidades de proteinas e astaxantina, um pigmento carotendide essencial para o cultivo em

cativeiro de salmdes, ao ser incorporado na ragao, para se obter um peixe mais avermelhado.
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Além deste uso, este pigmento natural também ¢ utilizado na avicultura para a producao de
ovos e carne de frango mais avermelhados e também em medicamentos e cosméticos, devido
a sua alta atividade antioxidante (FONTANA et al., 2000). Tal pigmento também ¢
encontrado em algas microscopicas, na levedura vermelha Phaffia rhodozyma e em animais
aquaticos, porém praticamente todo o produto em circulagdo no mercado provém da produgao
sintética, ndo sendo este, entretanto, totalmente igual ao encontrado na natureza, pois possui
atividade e estabilidade inferiores. O prego do produto gira em torno dos US$ 2500 kg™ e o
mercado mundial foi estimado em US$ 200 milhdes (LORENZ; CYSEWSKI, 2000). Assim,
a recuperacao de astaxantina do residuo do processamento do camarao poderia ser de grande
interesse para a viabilidade economica da produgao industrial de quitina.

Além das aplicacdes anteriormente citadas, tem-se explorado a capacidade quelante
da quitosana para captura de metais e compostos aromaticos, como o fenol, em tratamentos de
efluentes. A afinidade por metais, intrinseca a esse biopolimero, provém do grande nimero de
grupos amino na molécula e depende do pH, do tempo e da temperatura nos quais as reagoes
ocorrem. Essa propriedade pode ser explorada para a recuperagdo de contaminantes metalicos
de residuos industriais (DUTTA; RAVIKUMAR; DUTTA, 2003; CRINI, 2005; GUIBAL,
2005; CARVALHO, 2006; VIEIRA; BEPPU, 2006).

Uma das mais recentes linhas de pesquisa sobre quitosana diz respeito ao
desenvolvimento de suportes para imobilizacdo de células, farmacos e biomoléculas. Neste
contexto, o polimero ¢ utilizado como matéria-prima no desenvolvimento de membranas,
filtros e microesferas, os quais podem ser utilizados em diversos ramos da biotecnologia

(GUIBAL; VINCENT; SPINELLI, 2005).

2.7. Imobilizacéo celular

Imobilizagdao ¢ um termo geral utilizado para descrever diferentes formas de fixacdo
de células ou moléculas em suportes poliméricos. As formas de imobilizagdo incluem
floculacdo, adsor¢do a superficies, ligagdo covalente a carreadores, ligacdo cruzada entre
células, encapsulamento e aprisionamento em matrizes (Figura 4). Dentre os métodos
anteriormente citados, o encapsulamento tem emergido com sucesso, por garantir maior
protecdo as variagdes ambientais e viabilidade dos agentes microbianos (WOODWARD,

1988; CASSIDY; LEE; TREVORS, 1996). Neste processo, as cé¢lulas microbianas ficam
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aprisionadas no interior de uma matriz polimérica, a qual possui poros de tamanho suficiente
para permitir a difusdo do substrato em direcdo as células, assim como dos produtos gerados
pelo metabolismo celular para fora da matriz (JIANLONG; YI, 1999). A técnica de
encapsulamento, portanto, foi escolhida neste trabalho durante os experimentos de

imobilizacdo celular.
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Figura4: M¢étodos de imobilizacdo de células microbianas. A. Floculagao; B. Adsorgdo a
superficies; C. Ligagdo covalente a carreadores; D. Ligacdo celular cruzada; E.
Encapsulamento; F. Aprisionamento em matriz polimérica (CASSIDY; LEE;

TREVORS, 1996).

Dentre as diversas aplicagdes de células imobilizadas, podemos citar a utilizagdo
desta tecnologia na induastria alimenticia e farmacéutica, na medicina, no biocontrole da
agricultura, na remog¢do de metais de efluentes e na biorremediacdo de xenobioticos presentes
em solos contaminados. Além disso, algumas técnicas de imobilizacdo viabilizam estudos
com microrganismos extremofilos, permitindo que sobrevivam em ambientes estressantes ao
seu metabolismo (CASSIDY; LEE; TREVORS, 1996).

Estudos mostram que microrganismos imobilizados sd@o mais eficazes como agentes

biodegradadores que células livres. Essa vantagem provém da protecdo fornecida pelo suporte
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de imobilizagdo contra a toxicidade dos poluentes, otimizando a producdo de metabodlitos
microbianos responsaveis pelas reacoes de mineralizagao dos xenobioticos (JIALONG et al.,
2001). Williams e Munnecke (1981), em sua pesquisa sobre produgdo de etanol por leveduras
imobilizadas, concluiram que o uso de sistemas com células imobilizadas surgiu como uma
alternativa viavel para se elevar a produtividade de substancias de origem microbiologica.
Isso porque em sistemas com células imobilizadas foi possivel obter maior massa de células
por unidade de volume comparado a sistemas que utilizam células livres.

A técnica de encapsulamento celular pode ser realizada pelo envolvimento dos
componentes bioldégicos em uma membrana semipermeéavel, sendo similar ao método de
aprisionamento em que as enzimas/células estdo livres na solugdo, mas restritas no espago.
Proteinas ou enzimas, que sdo moléculas grandes ndo podem sair da capsula, mas substratos e
produtos pequenos podem passar livremente através da membrana semipermeavel. Muitos
materiais podem ser usados para construir uma microcapsula variando de 10-100 um em
diametro (BICKERSTAFF, 1997).

Os suportes utilizados para a imobilizagdo sdo, em sua maioria, insoliveis em agua e
possuem alta massa molecular. Para ser considerada ideal para imobilizagdo de células
microbianas, a matriz polimérica deve reunir algumas caracteristicas, tais como nao ser toxica
para as células, ter elevada capacidade de retengdo dos microrganismos, ser inerte quimica ¢
bioquimicamente, ter resisténcia mecanica e alta difusividade de reagentes e produtos
formados, para minimizar os efeitos do transporte de massa no processo (WANG; QIAN,
1999).

Muitos polimeros tém sido utilizados como suporte para imobilizagdo celular (Tabela
4). Polissacarideos de algas como agar, agarose, alginatos e carragenanas sao classificados
como polimeros naturais, enquanto poliacrilamida, poliestireno, poliuretano e alumina, como
polimeros sintéticos (CASSIDY; LEE; TREVORS, 1996). O uso dos polimeros naturais pode
ser na forma de matrizes homogéneas ou condensados com outros reagentes, como
glutaraldeido. A preferéncia pelo uso desses polissacarideos reside no fato deles serem
abundantes na natureza, economicamente viaveis e apresentarem baixa toxicidade, quando
comparados aos de origem sintética (DIAS; REZENDE; LINARDI, 2000; JIALONG et al.,
2001; CRINI, 2005).

Embora diversos trabalhos ja tenham sido publicados exemplificando a utilizagao de

alginatos e carragenanas para imobiliza¢ao de células, pouco ainda foi relatado sobre o uso da
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quitosana. Esta tecnologia ainda ¢ recente e encontra-se em estudo para o desenvolvimento de
membranas, filtros e microesferas, os quais podem ser utilizados em diversos ramos da

biotecnologia (KRAJEWSKA, 2004).

Tabela 4: Exemplos de suportes utilizados em imobilizagdo celular (CANILHA;
CARVALHO; SILVA, 2006).

Suporte Microrganismo Referéncia

Candida tropicalis e

.. JAMAI et al. (2001)
Saccharomyces cerevisiae

Alginato Kluyveromyces lactis BECERRA at al. (2001)
Candida guilhermondii CARVALHO et al. (2005)
Saccharomyces cerevisiae NIGAM (2000)
Carragenana Pseudomonas dacunhae CAHK et al. (1999)
Escherichia coli LENG; ZHENG; SUN (2006)
SIESS; DIVIES (1981)
Saccharomyces cerevisiae
Poliacrilamida NOROUZIAN et al. (2003)
Saccharomyces uvarum PUNDLE; PRABHUME; SIVARAMAN (1988)
HAMDY; KIM; RUDTKE (1990)
Saccharomyces cerevisiae
BORENSTEIN (2003)
Alumina Lactobacillus rhamnosus MOUEDDEB et al. (1996)

Bactérias redutoras de sulfato  SILVA et al. (2006)

Leveduras KOURKOUTAS et al. (2006)

2.7.1. Alginatos

Os alginatos, polimeros lineares constituidos por ligagcdes P (1,4)-D-acido
manuronico e o (1,4)-L-acido gulurénico, sao produzidos principalmente por algas marrons,
como Macrocystis pyrifera, Laminaria digitata, L. hyperborea e Eklonia cava, mas também
podem ser sintetizados por bactérias dos géneros Pseudomonas € Azobacter (FETT; WIJEY,
1995). A diferenca existente nessa familia de polimeros encontra-se na composi¢ao

monomeérica, no arranjo € no tamanho da cadeia.
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Na presenca de fons Ca™, os grupamentos poligulurénicos dos alginatos formam
ligagdes cruzadas entre si através de um processo conhecido como quelagdo idnica. Essas
ligagdes quimicas promovem o rearranjo das cadeias lineares, formando uma rede
tridimensional, unidade bésica dos géis poliméricos. Estes, por sua vez, serdo mais fortes
mecanicamente quanto maior for a concentracdo de monomeros a (1,4)-L-acido guluronico da
cadeia original (CASSIDY; LEE; TREVORS, 1996).

O processo de quelagdo nos alginatos independe da temperatura, podendo ocorrer
entre a ampla faixa de 0 °C e 80 °C. Para formagao de esferas, a concentragdo de alginato de
sodio em agua varia entre 1 ¢ 8 % (m/v). No caso de encapsulamento celular, a suspensao
formada pelas células e o gel deve ser gotejada em uma solucao cuja concentragdo de alginato
de sodio esteja entre 0,05 e 2 % (m/v). A ligag@o idnica entre as cadeias lineares do polimero
e os ions Ca'” ocorre de forma imediata, originando uma rede polimérica na qual as células
sdo aprisionadas (GILSON; THOMAS; HAWKES, 1990).

Vantagens como grande disponibilidade no mercado, possibilidade de ampliacao da
escala de produc¢do e a aceitagdo das substancias utilizadas (alginato e cloreto de calcio) como
aditivos na producdo de alimentos, tém sido citadas na literatura (CHAMPGNE; BLAHUTA;
GAGNON, 2000). Por outro lado, este polimero apresenta elevada instabilidade quimica na
presenca de agentes quelantes do ion calcio, tendéncia das esferas em sofrer dilatagdo na
presenca de cations monovalentes, além das limitagdes relacionadas a transferéncia de
substratos e produtos, o que dificulta o uso do alginato como suporte imobilizante em

determinados processos (FREEMAN; LILLY, 1998).

2.7.2. Carragenanas

As carragenanas sdo encontradas nas algas vermelhas, principalmente nas espécies
Chondrus crispus, Eucheuma cottonii, Gigartina stellata e G. radula. Esses polimeros sao
classificados de acordo com seu arranjo molecular em 1, A e k-carragenana, sendo este tltimo
o mais abundante na natureza. Os mondmeros constituintes desse polissacarideo sao B (1,3)-
D-galactose e a (1,4)-D-galactose. A diferenca entre as cadeias encontra-se no tamanho e no
sitio de sulfonagdao (CASSIDY; LEE; TREVORS, 1996; DESAI; DAVE; DEVI, 2004). Este
polissacarideo tem a particularidade de formar géis em meios aquosos a concentragdes muito

baixas (CREDIDIO, 2006).
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O encapsulamento celular em esferas de carragenana ocorre mediante temperatura
controlada e na presenga de ions K ou Al*". Para tanto, uma solu¢do de 2 a 5 % de
carragenana deve ser aquecida a 80 °C. Apos resfriamento a 42 °C, adiciona-se a suspensao
celular também aquecida entre 40 e 50 °C. A mistura deve ser gotejada em uma solugdo de
KC10,2 M para imobilizacao das células (CASSIDY; LEE; TREVORS, 1996).

A principal desvantagem do uso da carragenana em técnicas de imobilizagdo reside
no aquecimento ao qual a suspensdo celular deve ser submetida. A temperatura elevada pode
causar ndo somente a inativagdo irreversivel de algumas enzimas, mas a morte das células

(VORLOP; KLEIN, 1987; JIALONG:; Y1, 1999).

2.7.3. Quitosana

Um dos primeiros trabalhos citados na literatura sobre imobilizagdo celular em
quitosana pertence aos autores Vorlop e Klein (1987). Deste entdo, estudos que relatem
técnicas de imobilizacdo envolvendo suportes exclusivamente desse biopolimero sdo
escassos. Provavelmente, isso decorre da dificuldade em se estabelecer protocolos
padronizados que viabilizem a repeti¢do dos ensaios. Como citado anteriormente, a quitosana
ndo apresenta uma entidade quimica uniforme e as variagdes no grau de desacetilagdo e na
massa molecular podem dificultar o desenvolvimento de matrizes (CRAVEIRO;
CRAVEIRO; QUEIROZ, 1999). Aliado a isso, seu comprovado potencial antimicrobiano
dificulta o aprisionamento de células viaveis (LIU et al., 2004).

Entretanto, estudos com células imobilizadas em matrizes heterogéneas envolvendo
quitosana e outros polissacarideos naturais ja foram relatados. Nestes casos, a quitosana
funciona como um agente polimerizante, fornecendo maior estabilidade ao arranjo molecular
do suporte (JIALONG; YI, 1999; WEN-TAO et al., 2005).

A quitosana pode ser utilizada como suporte de imobilizagdo na forma de filmes,
membranas e esferas. A imobilizagdo em esferas apresenta algumas vantagens comparadas a
células somente adsorvidas em matrizes, como o fato de proteger os microrganismos contra os
efeitos toxicos dos poluentes que possam estar no meio, facilitar a manipulacdo celular e
diminuir a competi¢do com a microbiota local (KRAJEWSKA, 2004; CARVALHO, 2006).

Uma das metodologias mais simples para fabricacdo de esferas de quitosana consiste

na coagulacdo. Nesta técnica, uma solucdo do polissacarideo dissolvido em &cido ¢ gotejada
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em solu¢do alcalina para formagao instantanea das esferas, através de ligacdes intercruzadas
formadas no polimero (HE; DAVIS; ILLUM, 1999). Quando apenas a coagulacdo em meio
alcalino ndo ¢ suficiente para promover a estabilidade fisica desejada as esferas, estas sdo
submetidas a reticulagdo ou “cross-linking” utilizando glutaraldeido. Esse processo diminui
significativamente a solubilidade da quitosana em meio acido por ligar as aminas livres ao
grupamento aldeido do reticulante (Figura 5) e melhora a resisténcia desse polimero a

degradagdo quimica e bioldgica (CETINUS; OZTOP, 2003; LEITE et al., 2005).

Figura 5: Estrutura da quitosana reticulada com glutaraldeido (LEITE et al., 2005).

2.8. O género Bacillus

O género Bacillus é formado por um grupo heterogéneo de bactérias Gram-positivas
ou Gram-variaveis, aerobicas, com formato de bastonete, que podem ocorrer isolados ou em
cadeia, produtores de esporos resistentes a condi¢cdes adversas, ndo apresentando mais de um
esporo por célula (HOLT et al., 1994). Esses microrganismos apresentam grande plasticidade
fisiologica no que se refere as condi¢des de temperatura, pH e salinidade dos ambientes nos
quais sao encontrados como agua, solo, associadas as plantas, ambientes poluidos, sedimentos
marinhos e etc. (ENCINAS et al., 1996). Algumas espécies sdo patogénicas, como o Bacillus
anthracis, mas a maioria delas ¢ considerada propria do meio ambiente, participando
inclusive de diversos ciclos biogeoquimicos (ENCINAS et al., 1996).

O ciclo vegetativo de bactérias do género Bacillus caracteriza-se sumariamente pela
duplicacdo do material genético, seguida do alongamento citoplasmatico e da divisdo celular,

originando duas células de dimensdes equivalentes. Quando a reproducdo celular torna-se
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comprometida devido ao esgotamento dos nutrientes disponiveis ou drasticas variagdes
ambientais, as respostas genéticas ¢ metabolicas direcionam-se conjuntamente para iniciar o
processo de esporulagdo (SERRANO et al., 2001). Sob este aspecto, a formagdo do endosporo
bacteriano (Figura 6) pode ser entendida como o abandono da tentativa de manter o ciclo de
crescimento e de divisdo celular, visando a manutencdo da viabilidade microbiana. Apesar de
metabolicamente inerte, o endosporo ¢ extremamente resistente a agressoes de natureza fisica
e quimica, reconhecidamente danosas as células vegetativas microbianas e, por armazenar em
seu interior uma copia integra do cromossomo bacteriano, torna-se potencialmente capaz de
originar uma nova célula vegetativa quando em condigdes ideais, através do processo de

germinacdo (REAL; HENRIQUES, 2001; MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004).

Membrana plasmatica circulando o
DNA, parte do citoplasma e a
membrana isolados na etapa inicial
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Figura 6: Processo de esporulagdo de Bacillus sp. (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).
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Por conta da grande resisténcia de seus esporos ¢ da alta habilidade metabolica das
células vegetativas, este gé€nero representa um dos grupos de microrganismos mais
importantes comercialmente e conseqiientemente, um dos mais estudados. O somatorio destas
caracteristicas tem atraido grande interesse dos mais diversos setores industriais
(SCHALLMEY; SINGH; WARD, 2004). As espécies do género Bacillus sdo atualmente
reconhecidas como produtoras de antibidticos e outras drogas, inseticidas, biossurfactantes,
compostos quimicos e enzimas (IVANOVA et al., 1999). O género Bacillus, portanto,
representa um grupo importante e bastante diversificado, com uma extraordinaria ecologia de

interesse em varios segmentos da biotecnologia (EICHLER, 2001).

2.8.1. Imobilizacdo de esporos bacterianos em quitosana

Este trabalho se propds a imobilizar esporos de uma linhagem de Bacillus tendo-se
em mente que essas células sdo extremamente resistentes a agentes quimicos e fisicos
incluindo danos mecanicos, temperatura, pH, radiacdo, detergentes, drogas, antibidticos etc.
Durante a escolha dessa opcdo também se levou em considera¢do o tipo de produto final
pretendido e o fato de que o estado de laténcia dos esporos favorece a sua estocagem por
longos periodos, sem alteracdes de suas caracteristicas originais.

Apesar dos esporos bacterianos serem bem mais resistentes a condi¢cdes adversas do
que as células vegetativas que lhe deram origem, trabalhos que relatem a imobilizagdo de
esporos bacterianos em quitosana ainda sdo raros. A quitosana possui uma atividade
antimicrobiana contra muitas bactérias, alterando o funcionamento normal da membrana
celular (LIU et al., 2004). Entretanto, as varias capas dos esporos podem preservam a
integridade dessas células contra a acdo antimicrobiana da quitosana bem como das drésticas
etapas de preparacdo da matriz. Ao encontrar condi¢des ideais de crescimento, 0s esporos
germinam dando origem a novas células vegetativas que nao sofrem os efeitos danosos das
cargas positivas da quitosana, por estas terem sido neutralizadas durante a fabricacdo das

microesferas (JOBIN et al., 2005).
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3. OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve por objetivo testar a quitosana obtida a partir da quitina de camarao
como suporte para imobilizacdo de uma linhagem de bactéria degradadora de n-hexadecano
visando o desenvolvimento de produtos que possam ser utilizados na biorremediacdo de

ambientes contaminados com hidrocarbonetos.

3.1. Objetivos Especificos

e Seclecionar uma linhagem de Bacillus que retna as caracteristicas de ser
degradadora de hidrocarbonetos, resistente a acdo antimicrobiana da quitosana e
ndo produtora da enzima quitosanase;

e Realizar a identificacdo molecular dessa linhagem de bactéria;

e Descobrir as condigdes ideais para estimulacdo e producdo de esporos dessa
linhagem;

e Avaliar a hidrofobicidade superficial de esporos e células vegetativas;

e Verificar as condigdes de germinagdo dos esporos na presenca de n-hexadecano
como unica fonte de carbono;

e Desenvolver um protocolo de imobilizacao de esporos em esferas de quitosana;

e Avaliar a eficiéncia dos processos de biodegradacdao de n-hexadecano conduzidos
por células livres e por células imobilizadas;

e Verificar a produgdo de biossurfactantes durante a biodegradagdo de n-hexadecano

com c¢lulas imobilizadas em quitosana.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Microrganismo

A bactéria pertencente ao género Bacillus utilizada neste trabalho foi selecionada
dentre 12 linhagens bacterianas previamente isoladas do tanque de clora¢do da Estagdo de
Tratamento de Esgoto do Campus do Pici da Universidade Federal do Ceara (ETE-PICI) por
Machado (2002). Estudada posteriormente por Paes (2006) e identificada parcialmente como
Bacillus sp. LAMIOO7 esta bactéria foi definida como um bacilo Gram-positivo, produtor de
esporos, apresentando crescimento nas seguintes condigdes: faixa de temperatura de 10°C a
50°C, pH entre 5,0 a 12,0 e concentracao salina variando de 2% a 10% de NaCl. Quanto as
caracteristicas ligadas ao potencial de biodegradacdo, esta bactéria apresentou valores de
emulsificagdo de querosene em torno de 54%, sendo considerada uma boa produtora de
biossurfactantes. Além disso, foi caracterizada como nao produtora da enzima quitosanase,
caracteristica indispensavel a microrganismos que serdo imobilizados nesse polimero.

A linhagem de Bacillus LAMIOO7, assim como as outras linhagens bacterianas
anteriormente citadas fazem parte da colecdo de bactérias do Laboratério de Microbiologia e
Imunologia (LAMI) do Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara. As
culturas sdo preservadas em meio de Agar Nutritivo (Merck, Alemanha), em camada alta,

recobertas com 6leo mineral, sob refrigeragdo a 4 °C.

4.2. Quitosana

A quitosana utilizada neste trabalho (Figura 7) foi obtida a partir da desacetilagdao
alcalina da quitina extraida de cascas de camardo e foi fornecida pelo Parque de
Desenvolvimento Tecnologico (PADETEC) da UFC. A Tabela 5 apresenta as especificagdes

e os parametros fisico-quimicos previamente determinados por Carvalho (2006).
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Figura 7: Aspecto da quitosana em flocos utilizada neste trabalho.

Especificacoes:
e Nome comum: Quitosana.
e Natureza quimica: Polimero linear combinado por ligagdes B-(1-4)- glicosidica.
e Nome quimico: Poli-2-deoxi-2-amino-glucose.
e Formula quimica: (CsH;;O4N)n.
e Massa molecular: Mondémero (161 Da); Polimero (60.000 — 300.000 Da).

e M:¢étodo de fabricacdo: Produto obtido pela desacetilagdo da quitina.

Tabela 5: Parametros fisico-quimicos da quitosana utilizada neste trabalho e previamente

determinada por Carvalho (2006).

Teste Resultado
Perda por dessecacao 7.2 %
Residuo de Ignigdo 0,5 %
Grau de desacetilagao 78 %
Massa molecular 117.000 Da
Viscosidade 27 cps

pH 7,8
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4.3. Avaliacéo do efeito da quitosana sobre a linhagem selecionada

A imobilizagdo de microrganismos em qualquer suporte polimérico requer
previamente que seja realizada uma pesquisa avaliando os efeitos do polimero nas células a
serem aprisionadas. No caso da quitosana, estes ensaios devem ser feitos de forma mais
rigorosa visto que essa substancia possui comprovadamente uma forte atividade
antibacteriana (CHUNG et al., 2004, GIL et al., 2004). Desta forma, os ensaios pilotos foram
realizados abordando dois aspectos. O primeiro deles foi avaliar a resisténcia dos esporos de
Bacillus sp. LAMIO07 a quitosana e o segundo foi verificar a capacidade desta bacteria para

produzir quitosanase, o que poderia comprometer todo o processo de imobilizagado pretendido.

4.3.1. Resisténcia a acdo antimicrobiana da quitosana

Para avaliar a resisténcia dos esporos a quitosana, 100 pL de uma suspensao de
esporos recém-cultivados foram transferidos para tubos com 1 mL de gel de quitosana
preparados com 4% do polimero em acido acético 1% (p/v). Tubos com 1 mL de Caldo
Nutritivo (Merck, Alemanha) foram utilizados como controle. As leituras foram realizadas
ap6s 1 h e 24 h de incubagdo a 37 °C, através de subcultivos em placas de Agar Nutritivo.
Como a quitosana ¢ um polimero soliivel somente a pH menor que 6,5, todos os ensaios
foram realizados em pH 6,0. Esta condi¢ao foi fundamental para os experimentos visto que,
neste pH, ndo somente os grupamentos aminicos da quitosana estao protonados, estabilizando
a sua atividade antibacteriana, como também ¢ um pH adequado para a germinagdo dos

esporos (TSAL; HWANG, 2004).

4.3.2. Pesquisa de quitosanase

4.3.2.1. Preparo do Agar Quitosana

Inicialmente foi preparada uma solugdo de 1g de quitosana (GD 65-85%) dissolvida
em 200 mL de 4cido acético 1% que ficou sob agitagdo por 2 h a temperatura ambiente. Essa
solugdo de quitosana foi misturada com 300 mL de uma solugdo tampao com a seguinte

composi¢ao por litro: 1,30g de Na,HPOy, 3,00g de KH,POy4, 0,50g de NaCl, 1,00g de NH4Cl,
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0,24g de MgS0O4 e 0,01g de CaCl,. A solucao resultante foi levada ao potenciometro para
ajuste do pH a 6,0 com NaOH IN. Separadamente, foram preparados 500 mL de uma solugdo
a 4 % de agar. Tanto a solucdo de quitosana e sais minerais como a de agar foram
esterilizadas em autoclave a 110 °C por 10 minutos. Apos serem retiradas da autoclave, as
solucdes foram deixadas em banho-maria até atingirem 50 °C, quando entdo foram
misturadas, perfazendo um litro. Esse meio, denominado Agar Quitosana, foi distribuido de

forma asséptica em placas de Petri.

4.3.2.2. Deteccao de quitosanase por difusdo em gel

A deteccdo de quitosanase foi realizada conforme protocolo descrito por Park et
al.(2004) com adaptacdes. A bactéria foi inicialmente cultivada em meio de Agar Nutritivo
em placa de Petri para obtengdo de colonias isoladas. Uma coldnia foi transferida para Caldo
Nutritivo e incubada por 24 h a 37 °C. Uma gota dessa cultura foi entdo dispensada sobre a
superficie do meio de Agar Quitosana 0,1 %, pH 6,0. As placas de Agar Quitosana foram
incubadas por 48 h a 37 °C e a atividade enzimatica foi confirmada pela formagao de um halo
incolor ao redor da colonia. Foram feitos controles negativo (gota do meio Caldo Nutritivo) e

positivo (gota de uma cultura de Bacillus produtora de quitosanase).

4.4. Producéo dos esporos

A producao de esporos foi realizada conforme metodologia proposta por Foerster e
Foster (1966) com adaptagdes para a linhagem estudada. O meio esporogénico utilizado
apresentou a seguinte composi¢do por litro: 1,0g de glucose; 1,0g de L-glutamato de sodio;
0,5g de extrato de levedura; 5,0g de KH,POy; 1,0g de (NH4),HPOy; 0,2g de MgS0O4.7H,0;
0,1g de NaCl; 0,05g de CaCly; 0,007g de MnSO4.5H,0; 0,01g de ZnSO4.5H,0; 0,01g de
FeSO4 e 20g de agar. Ao meio pronto e solidificado em placa foi adicionado 0,5 mL de uma
suspensdo bacteriana ajustada para 1,0 de absorbancia a 600 nm. Esta cultura foi cultivada por
8 a 12 h em Caldo Nutritivo. Posteriormente, as placas foram incubadas por 72 h a 30 °C.
Apos este periodo, os esporos foram removidos assepticamente da superficie do meio e
lavados 3 vezes sob centrifugacdo a 15 000 g por 15 min em agua destilada. A suspensdo final

de esporos foi mantida sobre refrigeracao a 4°C até ser utilizada.
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4.5. Visualizacéo dos esporos

Os esporos fixados em ldminas limpas e secas foram corados inicialmente com
carbol-fucsina, corante constituido por 5g de fenol, 1g de fucsina basica, 10 mL de 4lcool
95% para um volume final de 100 mL de agua destilada (p/v), por 3 min a quente. Apds este
periodo, os esfregacos foram lavados em agua corrente e recobertos com solugdo aquosa de
cloreto férrico 30% por 2 min. Posteriormente, foi feita lavagem das ldminas com solugdo de
sulfito de sodio 5%, seguida de agua corrente. Como contra-corante, foi adicionado aos
esfregacos uma solucdo de verde-malaquita 1% por 1 min. Finalmente, as laminas lavadas e
secas foram visualizadas em microscopio 6ptico. Como controle, foram utilizadas laminas da

mesma linhagem cultivada em Agar Nutritivo (COLLINS; LYNE; GRANGE, 1989).

4.6. ldentificacdo molecular da linhagem selecionada

Amostras de DNA da linhagem LAMIO07 foram isoladas usando a metodologia de
extracdo que utiliza o reagente CTAB (brometo de cetiltrietilamdnio), de acordo com o
protocolo descrito em Foster e Twell (1996). O rendimento obtido foi estimado pela medida
da absorbancia a 260 nm. A regido codificadora do rRNA 16S foi amplificada por PCR, a
partir  de DNA  gendmico da bactéria, utilizando os iniciadores 27F
(AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) e 1525R (AAGGAGGTGATCCAGCC). Posteriormente,
foi realizada eletroforese em gel de agarose 1% de uma aliquota da PCR para verificar a
eficiéncia do processo e o tamanho do fragmento amplificado. Os fragmentos amplificados
foram entdo purificados (GFX PCR DNA Gel Band Purification Kit, Amersham Biosciences,
USA) e a concentracdo de DNA, determinada pela medida da absorbancia a 260 nm. A
seqiiéncia completa dos produtos de PCR foi determinada usando-se o kit “DYEnamic ET
Dye Terminator Cycle Sequencing” (Amersham Biosciences), de acordo com o protocolo
fornecido pelo fabricante. Nas reagdes de sequenciamento foram usados os inicadores 27F e
1525R  (j& descritos acima) bem como outros dois, denominados 782R
(ACCAGGGTATCTAATCCTGT) e 1100R (AGGGTTGCGCTCGTTG). Os produtos das
reagoes de seqiienciamento foram analisados em um seqiienciador automatico de DNA

MegaBACE 1000 (Amersham Biosciences). A seqiiéncia foi entdo comparada com aquelas
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depositadas em bancos publicos de seqiiéncias (GenBank + EMBL + DDBJ + PDB) usando o
programa BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

4.7. Ensaio de germinacgao dos esporos

O ensaio de germinacao dos esporos foi realizado inoculando-se 0,5 mL de uma
suspensao de esporos de absorbancia 0,600 + 0,020 a 600 nm em 5,0 mL de Meio Mineral
com a seguinte constituicdo por litro: 18,34g de K,HPO4.3H,0; 6,0g de KH,PO4; 0,2g de
MgS04.7H,0 e 4,0g de (NH4),SO4, pH 7,0 (SAR; ROSEMBERG, 1983). Este meio foi
esterilizado em autoclave a 121 °C, por 15 min e, apds resfriamento, adicionou-se 0,1% (v/v)
de uma solucdo de micronutrientes composta por 10,95g de ZnSO4.7H,0; 5,0g de
FeS04.7H,0; 1,54g de MnSO4 H,0; 0,39g de CuS0O4.5H,0; 0,25g de Co(NO3),.6H,O e 0,17¢g
Na;B407.10H,O por litro de agua. Como fonte de carbono foi utilizado n-hexadecano na
concentragdo de 1% (v/v) e, como controle, glucose na mesma concentragdo do
hidrocarboneto. As culturas foram mantidas sob agitacdo de 160 rpm por sete dias a
temperatura ambiente e 0 monitoramento da germinacao foi realizado nas primeiras 24 h pela
medida de turbidez e contagem de esporos viaveis a cada 2 h, sendo o processo repetido uma
unica vez a partir do segundo dia. Como controle, a contagem também foi realizada no tempo
zero, para observar se o n-hexadecano poderia induzir a morte dos esporos ou inibir a

germinagao.

4.8. Ensaio de adesao bacteriana a hidrocarbonetos

A hidrofobicidade de esporos e células da linhagem de Bacillus LAMIOO7 foi
determinada seguindo a metodologia proposta por Wiencek, Klapes, Foegeding (1990). Para
cada concentracdo de n-hexadecano foi realizada uma triplicata contendo 3 mL de uma
suspensdo de esporos ou de células em tampao fosfato de sodio 0,1M, pH 7,0, com
absorbancia previamente ajustada entre 0,8 ¢ 1,0 a 440 nm. A suspensao foi incubada a 35°C
por 15 min, apds o que se realizou a adi¢do do hidrocarboneto nos volumes 0,1; 0,2; 0,6 e 1,0
mL. Desta forma, os tubos foram agitados por 1 min em vortex, apoés o que foram deixados
em repouso por 15 min para estabilizacdo das emulsdes formadas. Posteriormente, aliquotas

de 2 mL da fase aquosa de cada um dos tubos foi cuidadosamente recuperada com pipeta
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Pasteur e as absorbancias lidas em 440 nm. O percentual de hidrofobicidade (H) foi obtido

segundo a formula H =100 x [1 - (DO440 antes da mistura/ DO449 depois da mistura)].

4.9. Producéo de biossurfactantes

Para a produgdo de biossurfactantes, 10% (v/v) de uma suspensdo de esporos da
linhagem selecionada, previamente ajustada para 1,00 = 0,020, foi inoculada em Caldo
Surfactina proposto por Moran et al. (2000) e enriquecida com 0,1% (v/v) da solucdo de
micronutrientes, descrito no item 4.7 deste trabalho. O Caldo Surfactina foi preparado com
10,0g de glucose; 5,0g de extrato de levedura; 1,0g de (NH4),SO4; 6,0g de Na,HPOy; 3,0g de
KH,POy4; 27g de NaCl e 0,6g de MgS0O,4.7H,0 por litro de agua destilada. Foram testados
como fontes de carbono somente glucose e n-hexadecano suplementado com glucose, todos
na concentragao de 1% (v/v) no meio. As culturas, preparadas em erlenmeyers de 500 mL,
foram incubadas sob agitacdo continua de 160 rpm, a 30°C por 48 h e, apos este periodo,
centrifugadas a 10.000 g por 15 min. Posteriormente os sobrenadantes foram tratados para

avaliar a produgdo do biossurfactante surfactina.

4.9.1. Pesquisa e extracdo de surfactina

O tratamento dos sobrenadantes para pesquisa e extragdo de surfactina foi feito
conforme Yeh, Wei, Chang (2005). Inicialmente os sobrenadantes das culturas foram
acidificados a pH 2.0 e deixados overnight a 4°C para precipitagdo de todo o biossurfactante.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 10.000 g por 15 min. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado, recuperado com 10 mL de agua. A mistura bifasica foi
alcalinizada a pH 8.0, permitindo a completa dissolu¢dao do precipitado. A solugdo obtida foi
filtrada em membrana de 0,45 um (Millipore, USA) ap6s o que foi misturada por cinco
minutos ao mesmo volume de diclorometano. A mistura, realizada em funil de separagao,
ficou em repouso por 1 h e as fases foram cuidadosamente separadas. O processo foi realizado
trés vezes para completa recuperacdo da surfactina. Posteriormente, o solvente foi evaporado
em evaporador rotatdrio e a surfactina purificada, analisada em sistema HPLC, utilizando uma
coluna do tipo C18. Como padrao foi utilizada surfactina comercial (Sigma-Aldrich) com
99,9% de pureza, na concentragdo de 0,2 mg/mL. Os parametros cromatograficos encontram-

se na Tabela 6.
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Tabela 6: Condi¢Ges operacionais do sistema HPLC (Waters, modelo 2487).

Parémetros do sistema HPLC Descricéo / Valores
20% de 4cido trifluoracético (3,8 mM) +

Fase mével 80% de acetonitrila
Vazao 1,0 mL / min

Volume de injeg@o 20 uL

Detector Uuv

Absorbancia 205 nm
Parametros da Coluna Descricéo / Valores
Nome (coluna de fase reversa) Column Symetric C18 — Waters
Espessura Sum

4.9.2. Medida da tensdo superficial

As medidas de tensdo superficial dos sobrenadantes obtidos apds a producido da
surfactina foram realizadas em um tensiometro Kriiss, modelo K6 utilizando o método do
anel. Para cada amostra analisada foram necessarios 30 mL de sobrenadante livre de células,
mantido a 30 °C. O equipamento foi previamente calibrado com agua destilada na mesma
temperatura (McINERNEY; JAVAHERI; NAGLE JR., 1990). A importancia desta medida
reside em verificar a eficiéncia do biossurfactante produzido por Bacillus sp. LAMIO07 em

reduzir a tensdo superficial da agua.

4.9.3. Avaliacdo da atividade emulsificante (E24)

A medida de emulsificagdo do querosene ¢ utilizada como um pardmetro para avaliar
a producdo de biossurfactantes por culturas bacterianas (PRUTHI; CAMEOTRA, 1997).
Sabendo que biossurfactantes produzidos por microrganismos podem ser lancados ao meio ou
interagir com a parede celular, foi realizado o teste da emulsificagdo do querosene com a
cultura, com as células e com os sobrenadantes livres de células ao longo dos experimentos de
produgdo de surfactina. A determinagdo da capacidade emulsificante foi avaliada de acordo
com a metodologia proposta por Cooper e Goldenberg (1987) e modificada por Igbal, Khalid
e Malik (1995). O método consistiu em adicionar 2 mL de querosene a mesma quantidade da

amostra em um tubo de ensaio com tampa rosqueada, e agitar vigorosamente (vortex) por
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2 min. Os tubos foram deixados em repouso por 24 h, a 25 °C, e o percentual de emulsificagido
(E24) foi calculado dividindo-se a altura da camada emulsificada (mm) pela altura da camada
total de liquido (mm), multiplicando-se por 100. Para facilitar a visualiza¢do das camadas
foram acrescentados 200 pL de uma solucdo a 0,05% do corante Rosa Bengala, antes da

agitacao.

4.10. Imobilizacéo dos esporos de Bacillus sp. LAMIO07 em quitosana

Para os ensaios de imobilizagdo foram utilizados aliquotas de 30 mL de uma
suspensao de esporos previamente ajustada para absorbancia de 1,00 = 0,020 a 600 nm. A fim
de padronizar o nimero de células em cada experimento, a contagem de esporos vidveis foi
realizada 24 h antes de cada ensaio de imobilizacgao.

Inicialmente, 30 mL da suspensdo padronizada (10’ UFC/mL) foi centrifugada a
15.000 g por 10 min a 4 °C e as células ressuspendidas em 0,5 mL de solugdo de NaCl 0,9%
de maneira asséptica. Essa suspensao foi transferida para 30 mL de uma solucao de quitosana
a 4 %, previamente dissolvida em 1% de acido acético, e autoclavada a 110 °C por 10
minutos.

A suspensdo de esporos em quitosana foi homogeneizada durante 10 min com o
auxilio de um bastdo de vidro, e em seguida, mantida em agitador magnético pelo mesmo
tempo. Apds este periodo, 5,0 mL desta solu¢do foram utilizados para preencher uma seringa
de 10 mL e gotejada em uma solucdo de NaOH a 8 % para a coagulagdo e formagdo das
esferas. Estas permaneceram na solugdo alcalina durante 40 min, em agitador magnético, a
fim de aumentar sua consisténcia. Posteriormente, foram lavados com 200 mL de solugdo de
NaCl 0,9% esterilizada, permanecendo por 10 minutos e repetindo-se este procedimento duas
vezes. Toda a preparacdo das esferas foi realizada sob condigdes assépticas em camara de
fluxo laminar (Labconco, USA). Apds estas lavagens, as esferas foram utilizadas nos testes de

biodegradacao de n-hexadecano a 1%.

4.11. Biodegradacao de n-hexadecano por células livres e imobilizadas

Os ensaios de biodegradagdo, tanto com esporos livres quanto com esporos

imobilizados, foram realizados em erlenmeyers de 250 mL, contendo 50 mL de Meio Mineral
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(SAR; ROSEMBERG, 1983) com 1 % de n-hexadecano, 1 % de glucose, 0,1% de
micronutrientes € 10 % de inoculo, preparado a partir de uma suspensdo de esporos com
absorbancia de 1,00 + 0,020 (em torno de 10’ UFC/mL).

Os frascos permaneceram sob agitacao de 160 rpm, por um periodo de quatro dias. A
cada 24 h, duas réplicas foram utilizadas para medida do pH, contagem de viaveis e atividade
emulsificante. Concomitantemente, foram preparadas culturas nas mesmas condigoes,
exclusivamente para as analises cromatograficas, as quais foram realizadas também a cada dia

durante todo o periodo experimental a fim de se analisar a biodegradagdo do n-hexadecano.

4.12. Andlises cromatograficas

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-MS) foi empregada
para analisar os percentuais de degradacdo do n-hexadecano pelas células livres e
imobilizadas em quitosana ao final dos ensaios. Estas analises foram realizadas no
Laboratorio de Cromatografia Gasosa do Departamento de Quimica Orgénica e Inorganica da
UFC. As condigdes operacionais deste sistema encontram-se listadas na Tabela 7.

Ao final dos ensaios de biodegradagdo, as culturas foram centrifugadas a 10.000 g
por 10 min a 22 °C e os sobrenadantes foram extraidos com diclorometano (Vetec, Brasil) trés
vezes consecutivas na propor¢do 1:1 (v/v), sendo agitados vigorosamente durante 60

segundos.

Tabela 7: Condigdes operacionais do sistema GC-MS (Thermo Electro Corporation).

Parametros do sistema CG-MS Valores
Temperatura Inicial de Inje¢ao 100 °C
Temperatura do Detector 250 °C
Modo de Controle Split
Pressdo de Entrada 70 Kpa
Fluxo da Coluna ImL/min
Fluxo Total 50 mL/min
Tempo de Equilibrio 5 min
Parametros da Coluna Descricdo / Valores
Nome OV-5
Espessura 0,25um
Comprimento 30m

Diametro Interno 0,25 mm
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5. RESULTADOS

5.1. Efeito da quitosana sobre a linhagem de Bacillus LAMI007

Esporos e células vegetativas de Bacillus sp. LAMIO07 foram testados quanto a
possibilidade de imobilizacdo em quitosana baseados em dois testes preliminares: a
capacidade de resistir ao potencial antimicrobiano da quitosana e ndo produzir quitosanase.

Somente os esporos resistiram a quitosana apos 24 h de contato (Figura 8). As
células vegetativas de Bacillus sp. LAMIO07 foram inibidas logo ap6s 1h de contato. Nao foi

detectada a producdo de quitosanase pelo método de difusdo em placa (Figura 9).

Figura 8: Cultura de Bacillus sp. LAMIO07 proveniente da incubagdo de esporos em gel de
quitosana 4 % por 24 h com subcultivo em Agar Nutritivo (1) e controle, crescida

previamente em Caldo Nutritivo (2).

Figura9: Detecgdo de quitosanase em placa de Agar Quitosana. Bacillus sp. LAMIOO07 (1),

nao produtor da enzima e Bacillus sp. LAMI 012 (2), produtor de quitosanase.
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5.2.  Producéo e visualizagdo dos esporos

O cultivo da linhagem LAMIO07 em meio esporogénico promoveu a esporulagdo de
100% da cultura. A técnica de coloragao proposta por Collins, Lyne e Grange (1989) permitiu
a distin¢do entre os esporos ¢ as células vegetativas. Como controle, foram utilizadas culturas
em Agar Nutritivo incubadas nas mesmas condi¢des de tempo e temperatura que aquelas
inoculadas em meio esporogénico. De acordo com a Figura 10 podemos observar a

esporulacao de todas as células do meio experimental.

Figura 10: Caracteristicas culturais e morfologicas da linhagem de Bacillus LAMIOO07.

Aspecto colonial (A) em Agar Nutritivo apds 24 h de cultivo a temperatura
ambiente. Células vegetativas (B) cultivadas em Agar Nutritivo e esporos (C)
cultivados em meio indutor de esporulagdo, por 72 h a temperatura ambiente.

As laminas foram fotografadas em microscopio optico com aumento de 1000 x.
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5.3. ldentificagcdo molecular da linhagem LAMI007

A seqiiéncia da bactéria selecionada para imobilizagdo em quitosana, linhagem
LAMIO07, apresentou maior similaridade (99%) com o rDNA 16S de Bacillus subtilis subsp.
subtilis linhagem 168, cuja seqiiéncia completa do genoma estd depositada no GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank) com niimero de acesso BSUB00O1. O alinhamento entre as

seqiiéncias 16S desta linhagem e do B. subtilis subsp. subtilis linhagem 168 ¢ mostrado na

Figura 11.
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(1)721 CGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAG 780
RN NN RN NNy

(2)  CGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAG

(1)781 ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCT 840
IEELREREE R e e e e e e e el

(2)  ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCT

(1)841 TAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAAC 900

R RN NN NN iany
(2)  TAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAAC

Figura 11: Alinhamento entra as seqiiéncias do rDNA 16S da linhagem LAMIO07 (1) e de
B. subtilis subsp. subtilis linhagem 168 (2). Essa ultima seqiiéncia foi obtida do
GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank). Nucleotideos conservados nas duas

seqiiéncias estdo indicados por barras verticais.

5.4. Germinagao dos esporos na presencga de n-hexadecano

Os esporos da linhagem LAMIO07 ndo germinaram na presenga de n-hexadecano
como unica fonte de carbono. Ao ser suplementado com glucose, 0 meio que continha n-
hexadecano viabilizou a germinagdo apods 20 h de incubagdo a 30 °C sob agitacao de 160 rpm.
O tempo de germinagdo foi acompanhado pela contagem dos esporos vidveis, sendo utilizado
sempre um controle somente com glucose.

As células originadas pela germinag¢do dos esporos apresentaram hidrofobicidade
elevada, o que pode ser contemplado nos ensaios de E24 (Figura 12). Essa caracteristica ficou
mais evidente com o passar do tempo, fato comprovado com a migracao celular em dire¢do ao
n-hexadecano ap6s 72 h de incubacdo em meio mineral. A produgdo de espuma nas culturas

foi interpretada como um indicio da liberagao de emulsificantes para o meio (Figura 13).
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Figura 12: Aspecto da emulsificagdo de querosene pela cultura integral de B. subtilis
LAMIO07 apds 48 h (esquerda) e 72 h (direita) de incubagdo em meio mineral
contendo 1% de n-hexadecano e 1% glucose. As setas apontam para os agregados

celulares.

Figura 13: Aspecto da cultura de B. subtilis LAMIO07 apds 72 h de incubagdo a temperatura
ambiente em meio mineral contendo 1% de n-hexadecano e 1% glucose. A
producdo de espuma e a distribuicdo das células proximas a espuma sdo
indicativos da liberacdo de biossurfactantes e do carater hidrofobico das células,

respectivamente.

Visualizando ao microscopio Optico a por¢do da emulsdo produzida pela cultura de

B. subtilis de 72 h foi possivel perceber que as células realmente se distribuiram na interface
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entre a emulsdo e a dgua, sendo também encontradas dentro da emulsao O/W (6leo em agua),

conforme mostra a Figura 14.

Figura 14: Aspecto da emulsdo O/W (6leo em agua) produzida por uma cultura de 72 h de
B. subtilis LAMIOO07 visualizada ao microscopio optico com aumento de 100x.
As setas apontam para os aglomerados celulares distribuidos entre a emulsao e a

fase aquosa.

5.5. Hidrofobicidade de esporos e células de B. subtilis LAMI007

O ensaio de adesdo a hidrocarbonetos revelou que os esporos da linhagem estudada
sao mais hidrofobicos que suas células vegetativas. Como observado na Figura 15, o
percentual de hidrofobicidade foi elevando com o aumento da concentracdo de n-hexadecano.

Essa mudanga foi mais significativa para os esporos.
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Figura 15: Hidrofobicidade de esporos ¢ células vegetativas de B. subtilis LAMIOO7 na

presenca de 1% de n-hexadecano.



Gomes, R.V. - Imobilizacdo de esporos de Bacillus... 40

5.6. Producéo e extracdo de surfactina

As Figuras 16 e 17 mostram respectivamente o aspecto da cultura apos 48 h de
incubacdo e a surfactina precipitada apos o tratamento do sobrenadante com acido cloridrico.
Na Figura 18 podemos observar os indices de emulsificagdo obtidos com a cultura, células e
sobrenadante livre de células ao final do experimento de produgdo de biossurfactantes. O
cromatograma da Figura 19 mostra que houve producdo de surfactina nas culturas preparadas
apenas com glucose como fonte de carbono e naquelas contendo glucose mais n-hexadecano
como fontes de carbono. O pico proximo ao da surfactina refere-se, provavelmente, a um dos

seus seis isdmeros descritos na literatura (DUFOUR et al., 2005).

Figura 16: Aspecto da cultura de B. subtilis LAMIO07 em Caldo Surfactina ap6s 48 h de

cultivo a temperatura ambiente sob agitagao.

Figura 17: Precipitagao da surfactina apos tratamento do sobrenadante de uma cultura de

48 h de B. subtilis LAMIO07 com é4cido cloridrico 1N.
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Figura 18: Aspecto da emulsificagdo de querosene promovido pela cultura integral de
B.subtilis LAMIO07 em Caldo Surfactina (A), pelas células livre de meio (B) e

pelo sobrenadante livre de células (C).

T T
0,20 0,40 0,60 0,50 1,00 1,20 1,40 1,60 1,80 2,00 2,20 240 260
Minutes

Figura 19: Cromatograma dos sobrenadantes das culturas de B. subtilis LAMIO07 em Caldo
Surfactina contendo 1% glucose (A) e contendo 1% glucose mais 1% de n-
hexadecano (B). O pico identificado por (C) se refere a surfactina comercial na

concentragdo de 0,2 mg/mL.
5.7.  Imobilizacao dos esporos em quitosana

As esferas produzidas neste trabalho mostraram-se consistentes e uniformes antes
dos ensaios de biodegradacao (Figura 20), entretanto, se desintegraram apds 48 h no ensaio de

biodegradacdo (Figura 21).
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Figura 20: Aspecto das esferas de quitosana com esporos de B. subitilis LAMIOO07

imobilizados antes do ensaio de biodegradacdo (A) e didmetro das esferas (B).

Figura 21: Aspecto da cultura de esporos de B. subtilis LAMIO07 imobilizados em quitosana
em meio mineral contendo 1% de n-hexadecano no tempo zero (A) e apos 48 h

de incubacio (B).

Observado este fato ao longo das repeticdes dos ensaios, e verificando que o pH das
culturas praticamente ndo variou, fez-se necessario uma nova pesquisa de atividade
quitosanasica na cultura. A variacdo do pH ¢ uma condi¢do limitrofe para a manuten¢do da
integridade das esferas de quitosana, visto que este polimero é facilmente soltivel em pH
acido (CHATELET; DAMOUR; DOMART, 2001; RABEA et al., 2003). Para verificar a
possivel causa da desintegracdo das esferas, aliquotas da cultura com 24 h e 48 h de
crescimento foram inoculadas em Agar Quitosana. Apds o tempo de incubagdo, foram
observados halos de hidrolise da quitosana na cultura que havia crescido por 48 h,

confirmando a producdo da enzima nessas condi¢des experimentais (Figura 22).
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Figura 22: Pesquisa de quitosanase em cultura de 24 h (1) e 48 h (2) de B. subtilis LAMIO07
imobilizada em quitosana e crescida em meio mineral contendo 1% de

n-hexadecano mais 1% de glucose.

A fim de solucionar o problema da desintegracdo das esferas, optou-se por reticular a
quitosana com glutaraldeido ap6s a imobiliza¢ao dos esporos. Dessa forma, as esferas prontas
e neutralizadas foram imersas sem agitacdo em uma solugao de glutaraldeido 0,3% por 12 h a
temperatura ambiente. Ensaios prévios foram realizados para se determinar a concentragao
ideal do agente reticulante, visto se tratar de uma substincia téxica, utilizada inclusive como
agente quimico no controle microbiano.

Estes ensaios consistiram em manter uma suspensdo de esporos em solucido de
glutaraldeido por 12 h, tempo minimo necessario para reticulacdo e aumento da estabilidade
das esferas de quitosana. O glutaraldeido inicialmente foi testado a 0,5%. Esta concentragao
inviabilizou o processo, pois destruiu todos os esporos apds 12 h de contato. Novos testes
foram realizados com concentra¢des menores até o estabelecimento de 0,3% como valor ideal
tanto para reticulagdo da quitosana como para a sobrevivéncia dos esporos.

As esferas submetidas a reticulagcdo em glutaraldeido ndo apresentaram nenhuma
diferen¢a visual quando comparadas ao grupo controle (Figura 23). Entretanto mostraram-se
mais firmes, o que pdde ser comprovado esmagando-se as esferas com auxilio de espatulas.
Durante os ensaios de biodegradacao, entretanto, foi observada a mudanca de cor nas esferas
reticuladas (Figura 24), de creme para laranja, devido a reagdo prolongada dos grupos

aldeidos com as aminas presentes na quitosana (LEITE et al., 2005).
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Figura 23: Esferas de quitosana contendo esporos de B. subtilis LAMIO07 imobilizados.
Controle (A) e reticulada com glutaraldeido 0,3% por 12 h (B). Em (C) esfera
reticulada apo6s 24 h de incubacdo do ensaio de biodegradaciao de n-hexadecano,

evidenciando a mudanca de cor.

Apos a imobilizagdo dos esporos em quitosana por coagulagdo alcalina, neutralizagao
e reticulagdo em glutaraldeido 0,3%, as esferas foram exaustivamente lavadas em agua
destilada sob agitacdo para a retirada do excesso do agente reticulante. Posteriormente, foram
submetidas a ensaios de biodegrada¢do do n-hexadecano. Como controle foram utilizados
esporos em esferas ndo reticuladas (Figura 24). Ao longo de 96 h foram realizadas contagem
dos esporos nas esferas reticuladas e no sobrenadante das culturas, além de medidas de pH e

da atividade emulsificante do sobrenadante.

Figura 24: Aspecto das culturas de esporos de B. subtilis LAMIO07 imobilizados em meio
mineral contendo 1% de n-hexadecano mais 1% glucose com 24 h (A) e 48 h (B)

de incubacdo. Esferas reticuladas com glutaraldeido (1) e esferas ndo reticuladas

(2) (controle).
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5.8. Biodegradacéo de n-hexadecano por células livres e imobilizadas

Os ensaios de biodegradacdo do n-hexadecano foram executados com células livres e
imobilizadas. As Tabelas 8 e 9 apresentam os parametros avaliados durante os quatro dias nos

quais foram realizados os experimentos de biodegradagao.

Tabela 8:  Parametros avaliados durante a biodegradacdo de 1% de n-hexadecano em meio
mineral suplementado com 1% glucose por células de B. subtilis LAMIOO7 livres.

Unidades _ ) indice de emulsificagéo

T Formadoras de Biodegradagao do E24 (%)
empo Colénias pH n-hexadecano
(UFC/mL) (%) cultura 4 jas  sob
integral

0 2,1x107£2,7 7,00+ 0,02 0 0 0 0

24 25x107+£12  6,96+0,02 0 0 0 0

48 6,4x10°+£27  6,86+0,04 98,74 38,5 55,0 34,0

72 52x10°+1,8  6,73+0,03 99,30 55,0 53,5 542

96 3,1x10%£23  6,92+0,03 99,97 8,0 15,5 223
Tabela 9: Parametros avaliados durante a biodegradagdo de 1% de n-hexadecano em meio

mineral suplementado com 1% glucose por células de B. subtilis LAMIOO7

imobilizadas na forma de esporos em esferas de quitosana reticuladas com 0,3%

de glutaraldeido.
Unidades Unidades indice de
Formadoras de Formadoras de Biodegradacédo emulsificacdo E24
Tempo Colbnias Colbnias pH do n-hexadecano (%)
(UFClg) (UFC/mL) (%)
nas esferas no sobrenadante sobrenadante
0 32x 10° + 1,0 0 7,00 £ 0,02 0 0
24 2,7x10°+0,9 0 6,95+ 0,01 0 0
48 3.8x 10° + 1,3 22x10+£0,5 6,96+0,02 99,51 6,3
72 1,1 x 107 + 1,8 1,3x 10> + 04 6,90+0,03 ND* 53,1
96 43x10°+12 32x10°+0,3 6,87+0,02 ND" 54,8

"ND — pico nio detectado
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Esporos de B. subitlis LAMIO07, apos germinarem, foram capazes de produzir
biossurfactantes quando cultivados de forma livre ou imobilizados em esferas de quitosana

em meio mineral contendo n-hexadecano e glucose, conforme pode ser observado na

Figura 25.
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Figura 25: Capacidade emulsificante da cultura de B. subtilis LAMIO07, células e
sobrenadante ao longo da biodegradacdo de 1% de n-hexadecano por células

livres e do sobrenadante, por células imobilizadas.

A andlise da biodegradagdo de n-hexadecano por CG-MS mostrou que o
hidrocarboneto foi consumido em maior quantidade apds 48 h para os ensaios realizados tanto

com c¢lulas livres (Figura 26) como com imobilizadas (Figura 27).
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Figura 26: Perfis cromatograficos de 1% de n-hexadecano extraido do sobrenadante da

cultura de B. subitlis LAMIOO7 no tempo zero (A), com 24 h (B), 48 h (C),

72 h (D) e 96 h (E) do inicio do ensaio de biodegradacdo com células livres.
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Figura 27: Perfil cromatografico de 1% de n-hexadecano extraido do sobrenadante da
cultura de B. subtilis LAMIOO7 no tempo zero (A) e com 48 h (B), ou inicio do

ensaio de biodegradacdo com células imobilizadas.
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6. DISCUSSAO

O uso da quitosana como matéria prima exclusiva para o desenvolvimento de
suportes utilizados em imobiliza¢do de células microbianas ainda ¢ uma tecnologia incipiente.
Isto certamente advém do fato da quitosana, quando em solugdo acida, ter elevada atividade
antimicrobiana provocada pela interacdo entre as aminas livres do polimero e as superficies
celulares microbianas (NO et al. 2002, RABEA et al., 2003; CHUNG et al., 2004;
LIU et al., 2004; KURITA, 2006). Apoés uma cuidadosa revisdo bibliografica foram
encontrados apenas dois trabalhos recentes que descrevem o uso exclusivo da quitosana como
suporte para imobilizacdo de células. Jobin et al. (2005) utilizaram Streptomyces
melanospororfaciens imobilizado em esferas de quitosana para controle de fitopatégenos no
solo, enquanto que Gentili et al. (2006) trabalharam com Rhodococcus corynebacterioides
adsorvidos na superficie de lascas de quitosana para uso na biorremediacao de derivados de
petroleo em microcosmos. Entretanto, a grande maioria dos trabalhos relata o uso de suportes
heterogéneos preparados a partir de misturas de alginatos, carragenanas, quitosana,
poliuretano, poliacrilamida, celulose, silica e etc. (CASSIDY; LEE; TREVORS, 1996).

Tendo esse desafio em mente e pretendendo agregar valor aos residuos da
carcinicultura, nosso grupo vem tentando descobrir linhagens bacterianas nativas que possam
ser imobilizadas em quitosana e desenvolver produtos que encontrem aplicacdo na
biorremediacdo de ambientes naturais ou industriais contaminados com hidrocarbonetos. Esse
esfor¢o ja gerou resultados bem sucedidos, como aqueles relatados por Carvalho (2006) e
Costa (2006). Carvalho (2006) explorou o potencial de utilizagdo de paredes celulares de uma
linhagem de Staphylococcus saprophyticus LAMIOO1 imobilizadas em quitosana como
biossurfactante e Costa (2006) descobriu uma linhagem ambiental de B. pumilus com grande
potencial para degradar n-hexadecano na forma imobilizada em quitosana. Esses trabalhos
deram origem a dois pedidos de patentes encaminhadas dia 31 de janeiro de 2007 ao Instituto
Nacional da Propriedade Industrial do Ceara (INPI-Ce).

O presente trabalho apresenta de forma inédita a imobilizagdo de esporos de uma
linhagem de Bacillus em esferas de quitosana. Essa idéia retine em si varias vantagens. A
primeira delas diz respeito ao fato de explorar uma forma celular latente, extremamente
resistente aos agentes quimicos, fisicos e aos efeitos toxicos da quitosana. Segundo, os

esporos resistem melhor que as células vegetativas ao drastico tratamento de preparacio da
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matriz. Terceiro, devido ao grau de desidratagao dos esporos, eles podem ser armazenados por
longos periodos sem alterar suas caracteristicas originais, facilitando o desenvolvimento de
produtos desidratados.

Para um microrganismo ser imobilizado em quitosana ¢ necessario que ele resista a
acdo toxica desse polissacarideo e ndo produza enzimas quitinoliticas capazes de impedir a
formagdo da matriz ou levar a sua desintegracao, inviabilizando a sua utilizacao.

A capacidade de a quitosana interagir com superficies microbianas e alterar a
permeabilidade das células estdo diretamente relacionados ao seu grau de desacetilagdo e sua
massa molecular (NO et al. 2002; RABEA et al., 2003). Por outro lado, a quantidade de
cargas negativas presentes na superficie celular bacteriana também pode ser citado como um
fator condicionante dessa interacdo. Chung et al. (2004) estudaram a intera¢do de quitosana
com grau de desacetilagdo (GD) variando entre 75% e 95%, por 6 h, em relacdo a cinco
espécies bacterianas, sendo duas Gram-positivas e trés Gram-negativas. O efeito da quitosana
foi analisado de acordo com o carater hidrofilico das células e a densidade de cargas anionicas
presente nas superficies das bactérias testadas. Os resultados mostraram que, pelo fato da
superficie celular das Gram-negativas ser mais anionica e mais hidrofilica, estas células foram
mais sensiveis ao efeito danoso da quitosana que as Gram-positivas.

O fato dos esporos de B. subtilis LAMIO07 terem resistido a quitosana (GD 78%) por
24 h concordaram com o estudo anteriormente descrito para as bactérias Gram-positivas, haja
vista que a superficie dos esporos ¢ formada por densas camadas de proteinas que o tornam
ndo somente resistente e impermeavel como também mais hidrofobico que suas células
vegetativas, restringindo os efeitos danosos da quitosana. Além disso, ¢ importante lembrar
que como o esporo ¢ fisiologicamente inerte ndo ha permeabilidade entre o citoplasma celular
e 0 meio, 0 que minimiza ainda mais os efeitos causados por qualquer substincia que tenha
como objetivo alterar a permeabilidade da membrana.

O ensaio de producdo de quitosanase pelas células vegetativas de B. subtilis
LAMIO07 confirmou o que foi descrito por Paes (2004). Quando cultivadas em agar contendo
0,1% de quitosana por 24 h, essa bactéria ndo produziu a enzima, o que favoreceu a sua
escolha para os testes de imobilizagdo realizados neste trabalho. Portanto, esta linhagem
preencheu os requisitos exigidos para um microrganismo ser imobilizado em quitosana

(CHUNG et al., 2004; LIM; HUDSON, 2003; LIU et al., 2004).
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A linhagem de Bacillus LAMIO07 foi parcialmente identificada por Paes (2006) com
base em analises das caracteristicas morfologicas, culturais e fisiologicas. Entretanto, apesar
dessa caracterizagdo, ndo foi possivel chegar a identificacdo definitiva da espécie. Por este
motivo, a identificagdo molecular foi de fundamental importancia. Ela permitiu ndo somente
definir a espécie bacteriana, como, a partir desta informagao, avaliar se este microrganismo
apresentava seqiiéncias de genes semelhantes ou proximas as de linhagens patogénicas.

A seqiiéncia da linhagem de Bacillus LAMIO07 apresentou maior similaridade (99%)
com o rDNA 16S de Bacillus subtilis subsp. subtilis linhagem 168, cuja seqiiéncia completa
do genoma esta depositada no GenBank com nimero de acesso BSUB00O1, assim como com
seqliéncias de outras linhagens de B. subtilis, incluindo: IDCC1105 (AY995572), IDCC1103
(AY995570), IDCC1102 (AY995569) e IDCC1101 (AY995568). Trata-se, portanto, de uma
espécie de nivel de biosseguranca 1 ou ndo patogénica.

Todos os testes realizados neste trabalho para avaliar o desempenho de B. subtilis
LAMIO07 imobilizado em quitosana foram comparados com o desempenho de células livres
nas mesmas condig¢des.

O primeiro resultado que emergiu dos ensaios pilotos foi que os esporos ndo
germinaram em meio mineral tendo 1% de n-hexadecano como unica fonte de carbono. Para
superar esse problema, o meio foi suplementado com 1% glucose, sendo a germinagdo
prontamente observada apos 20 h de incubacdo a temperatura ambiente. Este resultado
confirmou aquilo descrito por Setlow, Cowan, Setlow (2003), que os agucares atuam como
moléculas sinalizadoras do processo de germinagdo. A interacdo da glucose com sitios
receptores de nutrientes localizados na membrana do esporo desencadeia a quebra do estado
de dorméncia do esporo que envolve quatro etapas principais. A primeira delas diz respeito a
desintegracdo da capa externa do esporo, rica em dipicolinato de célcio e proteinas
hidrofébicas que garantem a sua resisténcia. Em seguida, ocorre a degradagdo das proteinas
acido soluveis do esporo (PPAS), responsaveis por proteger o material genético bacteriano
contra agressdes ambientais letais a maioria dos microrganismos. Posteriormente, o didmetro
celular aumenta pela entrada de agua, seguida da sintese de novas moléculas de RNA e
proteinas. A célula, neste momento, encontra-se metabolicamente ativa e preparada para se
reproduzir (PAIDHUNGAT; RAGKOUSI; SETLOW, 2001; MADIGAN; MARTINKO;
PARKER, 2004).
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As células vegetativas de B. subtilis LAMIO07 apresentaram elevada hidrofobicidade
ap6s a germinagdo (Figuras 12, 13 e 14), o que ndao foi observado no ensaio de
hidrofobicidade celular utilizando uma suspensao de células em tampao fosfato (Figura 15).
Entretanto, como os ensaios de germinac¢do foram realizados na presenca de glucose, ¢
possivel especular que esta substancia pode ter sido ainda posteriormente utilizada como fonte
de carbono para a producao de biossurfactantes, moléculas tensoativas de carater anfifilico
que podem interagir com a membrana celular, alterando a sua hidrofobicidade inicial.
Segundo Haferburg et al. (1986) bactérias do género Bacillus produzem biossurfactantes
preferencialmente na presenca de substratos hidrossoluveis, como a glucose.

O fendmeno da mudanca de hidrofobicidade celular foi criteriosamente descrito por
Ahimou, Jacques, Deleu (2000) que estudaram a interagdo dos biossurfactantes com
membranas celulares de sete linhagens de B. subtilis. Segundo esses autores, a sintese de
lipopeptideos (natureza quimica dos biossurfactantes produzidos por Bacillus) independe da
hidrofobicidade inicial das células. Ao serem liberadas no meio, essas moléculas podem
orientar-se ao redor da membrana, alterar o seu carater hidrofobico e permitir a utilizacdo de
substratos de diferentes polaridades. Outra conseqiiéncia observada ¢ a melhoria da fixagdo
celular em superficies variadas, através de interagcdes hidrofobicas (MUKHERIJEE; DAS,
2005). No caso de células naturalmente hidrofilicas, como as células vegetativas da linhagem
de B. subtilis LAMIOO07, a mudanca de hidrofobicidade pode ser explicada pela adsor¢do da
regido polar dos lipopeptideos na superficie da membrana deixando livre a por¢do apolar da
molécula. O contrario pode ser observado em células hidrofébicas (AHIMOU; JACQUES;
DELEU, 2000). Em ambos os casos, portanto, a hidrofobicidade superficial ¢ alterada.

Reportando-se ainda ao experimento de germinacdo dos esporos, ¢ interessante
observar que pelo fato da glucose ter sido preferencialmente consumida nas primeiras horas
de crescimento da cultura restou somente o n-hexadecano para ser utilizado como fonte de
carbono. Como as células de B. subtilis LAMIO07 naturalmente tém fraco carater hidrofobico,
¢ possivel sugerir que a produ¢do de biossurfactantes foi fundamental para viabilizar a captura
e utilizacdo do hidrocarboneto (MUKHERIJEE; DAS, 2005). Além disso, a Figura 18 mostra
que realmente as células tornam-se bastante hidrofobicas quando da produgdo de
biossurfactantes em um meio utilizado especificamente para esta finalidade. Como observado
nessa figura, a emulsificacdo do querosene foi muito mais acentuada quando o ensaio foi

realizado somente com as células e ndo houve variacdo significativa entre os percentuais de
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emulsificacdo obtidos com a cultura e com o sobrenadante livre de células, o que fortalece as
hipoteses levantadas.

Os resultados obtidos com o ensaio da adesdo bacteriana a hidrocarbonetos realizado
com os esporos e as células vegetativas da linhagem de B. subtilis LAMIOO7 vieram
confirmar os relatados por Wiencek, Klapes, Foegeding (1990), no qual a maioria das
espécies de Bacillus estudadas apresentam hidrofobicidade superficial maior nos esporos do
que nas células vegetativas. Essa diferenca ¢ atribuida a relativa abundancia de proteinas e
camadas externas encontradas na capa do esporo, comparado a concentragdo de
peptideoglicano encontrado na superficie de células vegetativas de bactérias Gram positivas.
A relagdo entre a composicao da capa do esporo e a hidrofobicidade dessas células ja foi
descrita por outros autores, os quais, por tratamento quimico, destruiram as camadas protéicas
externas ao esporo minimizando grandemente o seu carater hidrofébico (KUTIMA;
FOEGEDING, 1987).

A avaliagdo da producao de biossurfactantes pelas células de B. subtilis LAMIO07 foi
realizada pelo cultivo das células em Caldo Surfactina (MORAN et al., 2000). A surfactina é
um dos biossurfactantes mais potentes ja estudados e ¢ produzida por linhagens de B. subtilis.
Foi descrita primeiramente por Arima, Kakinuma e Tamura (1968). Esse surfactante ¢é
formado basicamente por um heptapeptideo ligado a uma cadeia de acido graxo contendo de
13 a 15 carbonos (CARRILLO et al., 2003). Em contraste com a maioria dos metabolitos
secundarios produzidos por Bacillus, a biossintese de surfactina ocorre tanto na fase
exponencial como na estaciondria (VATER, 1986).

Para acompanhar a produgdo de biossurfactantes por B. subtilis LAMIOO7 foram
realizadas medidas de emulsificacao da cultura, das células ¢ do sobrenadante livre de células
apos 48 h de cultivo, além da medida de tensdo superficial do sobrenadante. Estas medidas
somente foram realizadas apos 48 h porque com 24 h nenhuma mudanga significativa foi
observada, ja que ao longo deste periodo, os esporos estdo em processo de germinagao.

Quando cultivadas na presenga somente de glucose como fonte de carbono, a
produgdo de surfactina foi superior a obtida pelo cultivo contendo n-hexadecano e glucose
(Figura 19). Segundo Cooper et al.(1981) e Sandrin, Peypoux e Michel (1990), a presenca de
n-hexadecano no meio induz ao aumento da biomassa celular, mas inibe a produgdo de
surfactina. Os resultados obtidos no presente trabalho vao de encontro aos relatados pelos

autores supracitados. Entretanto, a formacdo de biossurfactante por linhagens de B. subtilis
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em meio contendo somente glucose como fonte de carbono ja foi bastante descrita em outros
estudos (MAKKAR; CAMEOTRA, 2002; MULLIGAN, 2004; MUKHERIJEE; DAS, 2005).

Como citado por Costa (2006) atividades emulsificantes acima de 40 % ja sdo
suficientes para encorajar a pesquisa de biossurfactantes. A atividade emulsificante do
biossurfactante produzido pela linhagem LAMIO07 praticamente foi a mesma para a cultura e
sobrenadante, em torno de 40 %. Entretanto, conforme observamos na Figura 18, as células,
isoladas, foram capazes de promover uma emulsificacdo do querosene bastante estavel, com
E24 atingindo 80 %. Em relagdo a diminui¢do da tensdo superficial, o sobrenadante livre de
células conseguiu reduzir a tensdo da dgua de 72,0 mN/m para 44,0 mN/m (+2,0). A literatura
cita que a surfactina consegue diminuir a tensao superficial da agua at¢ 27,0 mN/m
(COOPER; ZAJIC, 1980). Apesar dos valores obtidos serem elevados, estes resultados podem
ser considerados satisfatdrios, visto que as medidas foram realizadas com os sobrenadantes
ainda ndo tratados. Além disso, eles foram proporcionais aos valores encontrados para o
indice de emulsificagdo do sobrenadante. Youssef et al. (2004) e Costa (2006) relataram que a
habilidade de uma molécula formar emulsdes nem sempre estd associada a diminuicdo da
tensdo superficial. Todos esses resultados fortalecem a hipotese de que o biossurfactante
produzido por B. subtilis LAMIO07, mesmo que liberado no meio, apresenta uma forte
tendéncia de interagir com a membrana celular dessa bactéria.

As esferas de quitosana produzidas neste trabalho contendo os esporos imobilizados
apresentaram didmetro médio de 3 mm, semelhante aos obtidos por Valentini et al. (2000) e
especialmente por Costa (2006) quando imobilizou células de B. pumilus também em
quitosana. Por outro lado, diferindo do trabalho de Costa (2006), as esferas de quitosana com
os esporos de B. subtilis LAMIO07 ndo foram estaveis sob agitacdo apds 48 h, conforme pode
ser observado na Figura 24. Como praticamente ndo houve queda do pH ao longo dos
experimentos (Tabela 9), o que poderia provocar a dissolugdo da quitosana, a hipotese mais
provavel para explicar a desintegracao das esferas ¢ que ela tenha ocorrido devido a producao
de quitosanase pela linhagem LAMIO07. E possivel sugerir que o prolongamento do ensaio
com as células imobilizadas por 48 h tenha permitido a expressdo do gene responsavel pela
produgdo de quitosanases (Figura 22). Essa hipdtese ¢ reforcada pelo fato da pesquisa dessas
enzimas em gel de quitosana ter sido realizada inicialmente somente apos 24 h de incubagdo
das células na presenca do biopolimero. Portanto, ¢ possivel afirmar que nessa linhagem a

sintese de quitosanase ocorre de forma induzida pela substrato e ndo de forma constitutiva.
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A digestibilidade da quitosana ou de qualquer outro suporte imobilizante somente ¢
desejada quando este funciona especificamente como um carreador das células ao sitio de
acdo. Desta forma, apds a chegada ao ambiente, as células podem degradar o suporte e
conseqiientemente serem liberadas (JOBIN et al., 2005).

Na literatura podem ser encontrados alguns trabalhos que tratam sobre o aumento da
estabilidade de biomateriais a base de quitosana. Torres et al. (2005) relataram a produgdo e
caracterizagdo de microesferas de quitosana modificadas quimicamente e compararam 0 uso
do glutaraldeido, epicloridrina e da diminui¢ao do grau de desacetilagdo como estratégias para
fortalecer o polimero. Esses autores concluiram que o glutaraldeido foi o agente reticulante
mais eficiente.

Os agentes reticulantes podem aumentar a estabilidade das esferas de quitosana por
duas vias. No caso do glutaraldeido, a reticulacdo ocorre pela ligagdo formada entre os grupos
amina da quitosana com os grupos aldeido do reticulante (Figura 5). A epicloridrina age de
forma diferenciada, bloqueando as hidroxilas (BEPPU; ARRUDA; SANTANA, 1999;
GINANI et al., 1999).

O glutaraldeido ¢ extensamente utilizado em imobilizacdo e reticulagdo de proteinas
através de seus grupos amina residuais, sendo um método simples, economicamente viavel e
conveniente para ligantes sensiveis a pH alcalino, como no caso da quitosana. O
fortalecimento da matriz polimérica ¢ normalmente obtida utilizando-se um excesso do
reticulante que provera a quitosana com grupos diferentes das aminas iniciais da quitosana. A
ligacdo covalente entre o grupo amina e o grupo aldeido terminal do glutaraldeido ¢
irreversivel e resiste a extremos de pH e temperatura (KIMURA et al., 1999; BEPPU;
ARRUDA; SANTANA, 1999; LEITE et al., 2005).

O problema da desintegracdo da quitosana foi solucionado pela reticulagao das
esferas com 0,3 % de glutaraldeido apds a imobilizagdo dos esporos. E possivel que a ligagdo
do glutaraldeido aos grupamentos NH, da quitosana possa ter inibido o efeito toxico do
polimero e, conseqiientemente, a produgdo de quitosanase pelas células imobilizadas . Pelo
fato do glutaraldeido ser reconhecidamente téxico (TENNEN et al., 2000; SERRY; KADRY;
ABDELRAHMAN, 2003), foram realizados ensaios prévios para verificar a resisténcia dos
esporos de B. subtilis LAMIO07 ao efeito letal dessa substancia. Dentre as concentracdes
testadas (0,5%; 0,4%; 0,3% e 0,2%), a concentracao de 0,3 % por um tempo 12 h de contato

foram as condicdes ideais capazes de provocar a reticulagdo sem comprometer a viabilidade
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da maioria dos esporos. A reducdo do nimero inicial de células ficou apenas em torno de 10
% ap6s o contato com o glutaraldeido. Entretanto o valor perdido durante a reticulacdo foi
prontamente recuperado ao longo dos experimentos de biodegradagdo. As esferas, apos 96 h,
permaneceram integras, sendo insignificante o nimero de células detectado no sobrenadante
da cultura se comparado as que permaneceram imobilizadas (Tabela 9).

As condi¢des aqui utilizadas podem ser consideradas, no minimo, mais econdmicas
do que aquelas testadas por Leite et al. (2005), que utilizaram solugdo de glutaraldeido a 2,5%
para reticular por 24 h esferas de quitosana a 5%. Além disso, foram menos toxicas as células.

As esferas de quitosana contendo os esporos de B. subtilis LAMIO07 imobilizados
foram utilizadas como in6culo nos ensaios de biodegradacdo de n-hexadecano (C;¢Hs4). Este
composto foi escolhido primeiramente pelo fato de ser um dos hidrocarbonetos mais
estudados em experimentos de biodegradagdo e segundo, por representar a maior fracao
alifatica do diesel. O n-hexadecano pode ser encontrado em rios, como resultado de atividades
rotineiras com derivados de petroleo em refinarias, liberado dos tanques de estocagem ou até
mesmo por derramamento acidental (CHENIER et al., 2003). Desta forma, estudos visando a
selecdo de microrganismos com capacidade de degradar alcanos de cadeia longa sdo de
fundamental importancia para otimizar os processos de biorremediagao (COSTA, 2006).

Para os ensaios de biodegradagdo tanto com esporos livres como imobilizados
utilizou-se um inéculo inicial de aproximadamente 10’ UFC/mL. Nos testes com esporos
livres, o nimero de unidades formadoras de colénias aumentou até 48 h para 10° UFC/mL
permanecendo neste valor ao longo de todo o experimento (Tabela 8). Nao foi observada a
fase de declinio ou morte celular, apesar dos cromatogramas revelarem que mais de 98 % do
hidrocarboneto ja tivesse sido degradado. Isso pode ser explicado pelo fato da bactéria
produzir esporos sob condi¢des adversas, o que garante a viabilidade celular mesmo na
auséncia de nutrientes.

Em relacdo aos indices de emulsificacdo obtidos nos ensaios com células livres
(Tabela 8) ¢ possivel verificar que apos 48 h as células isoladas apresentaram maior
capacidade de emulsificar o querosene, comparado a cultura integral e ao sobrenadante. Esse
resultado concordou com o obtido nos ensaios de producdo de surfactina discutido
anteriormente. Além disso, neste mesmo periodo foi detectado o maior consumo de n-
hexadecano. Segundo Naitali-Bouchez et al. (1999) as bactérias que utilizam n-hexadecano, o

fazem em geral por duas vias. A primeira delas envolve o contato direto entre as células e
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gotas ndo emulsionadas do hidrocarboneto. A segunda diz respeito a uma prévia
emulsificagdo ou solubilizacdo via producao de biossurfactantes. Segundo esses autores, a
captura mediada por biossurfactantes ¢ mais comum entre microrganismos que degradam n-
hexadecano. Puntus et al. (2005) reforcaram esse dado ao estudar 45 linhagens bacterianas
degradadoras de n-hexadecano e verificarem que 75 % delas foram capazes de produzir
biossurfactantes. Essas observagdes nos permitem sugerir que a producdo de biossurfactantes
por B. subtilis LAMIO07 pode ser uma forma de adaptacdo da cultura para degradar o n-
hexadecano e seus subprodutos.

Analisando os cromatogramas obtidos a partir dos ensaios com os esporos de
B. subtilis LAMIO07 imobilizados, observamos que 99,51% do n-hexadecano foi
biodegradado com 48 h de incubacdo (Tabela 9). Este resultado torna-se surpreendente ao se
analisar trés aspectos. O primeiro deles envolve o fato de que, mesmo imobilizados e em
menor nimero, 0s esporos germinaram apds 24 h, e as células de B. subtilis LAMIOO7
conseguiram degradar o hidrocarboneto tdo bem quanto as células livres que se encontravam
numa populagdo dez vezes maior. O segundo reporta para o fato de o nimero de células final
mostrar que houve a recuperagdo do numero de células perdidos durante o processo de
imobilizagao dos esporos e reticulagdo das esferas de quitosana. E por tltimo, mas ndo menos
importante, perceber que, mesmo estando imobilizadas e tendo biodegradado o
hidrocarboneto, as células de B. subtilis LAMIOO7 foram habeis em produzir e liberar
moléculas com atividade biossurfactante no meio. Além disso, vale ressaltar que, ao contrario
do observado com as células livres, os biossurfactantes produzidos pela cultura imobilizada
nao foram utilizados posteriormente como uma fonte de carbono, sendo facilmente detectados
pelo ensaio de emulsificagdo com o sobrenadante das culturas de 72 h e 96 h. A liberacdo de
biossurfactantes para o meio e a permanéncia destes no sobrenadante ap6és um periodo mais
longo que o observado no experimento com células de B. subtilis LAMIO07 livres, pode ser
devido aos atrasos difusionais promovidos pela imobilizagao. O fato das células encontrarem-
se aprisionadas em um espaco limitado pode ter dificultado a captura do substrato necessario
a producdo de surfactina, o que levou a maior lentiddo na liberacdo do biossurfactante e,
posteriormente, na sua captura para ser reutilizado como uma fonte secundéria de carbono.
Apesar disso, a permanéncia de biossurfactante no sobrenadante da cultura por um periodo

maior pode ser analisado de forma positiva, no que se refere ao uso destas células
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imobilizadas em escala industrial para produgdo e recuperacdo de biossurfactantes, ja que
facilmente a por¢ao emulsificante pode ser removida da cultura.

Os resultados obtidos neste trabalho fortaleceram em nosso grupo a idéia de se
desenvolver um produto a base de esporos imobilizados em quitosana que apresenta
vantagens relacionadas tanto ao suporte utilizado, como ao microrganismo imobilizado. No
caso do suporte, podemos perceber que utilizar a quitosana como matriz de imobilizacao de
células pode ser uma forma de reciclar a quitina residual proveniente da carcinicultura e
conseqiientemente, uma fonte de renda. Relacionado ao microrganismo, podemos descrever
inimeras vantagens: os esporos imobilizados encontram-se protegidos tanto da competi¢ao
com outros microrganismos como da agdo toxica do poluente; os esporos conseguem
germinar e as células multiplicam-se dentro das esferas; sdo bastante hdbeis em biodegradar
tanto quanto as células livres, mesmo com menor biomassa celular; conseguem realizar a
biodegradacdo e produzir biossurfactantes; liberam para o meio substdncias com atividade
emulsificante que podem ser prontamente recuperadas no sobrenadante da cultura; as esferas
contendo os microrganismos podem ser facilmente manipuladas; os esporos bacterianos
podem ser armazenados por longos periodos (os utilizados neste trabalho ainda encontram-se
viaveis apos 1 ano e meio de armazenamento) sem o risco de ocorrerem mutagdes no material
genético celular; as esferas podem ser biodegradadas por serem fabricadas por uma substancia
natural.

Vislumbrados com os resultados obtidos, coroamos este trabalho dando entrada no
pedido da patente “Microesferas de quitosana com esporos de Bacillus subtilis LAMIO07 nao
patogénicos imobilizados para uso na biodegradacao de hidrocarbonetos, biofertilizacao,
biotratamento de efluentes industriais, e domésticos e producdo de biossurfactantes” (ver
anexo) recentemente encaminhada ao INPI-Ce, na certeza de que fortalecemos o papel da
ciéncia em descobrir, a partir do estudo da propria natureza, formas de recuperar o planeta no

qual vivemos.
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7. CONCLUSOES

Os resultados desse trabalho permitem-nos concluir que a linhagem identificada
molecularmente como Bacillus subtilis LAMIOO7 pode ser imobilizada em esferas de
quitosana reticulada com glutaraldeido e aplicada com seguranca em atividades de
biorremediacdo que envolvam a degradacao de hidrocarbonetos alifaticos.

As células de B. subtilis LAMIOO7 imobilizadas em quitosana podem também ser
adaptadas para produgdo em larga escala de surfactina que encontra uma série de aplicagdes

industriais importantes.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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