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RESUMO

O petróleo é um líquido viscoso, constituído principalmente por átomos dos elementos carbono e hidrogênio. Os componentes do petróleo são extremamente prejudiciais aos biomas. Seu derramamento no ambiente pode causar danos em longo prazo para os ecossistemas aquáticos, ao solo, à saúde humana e aos recursos naturais. Muitos grupos bacterianos presentes nos manguezais são capazes de degradar hidrocarbonetos. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade de bactérias isoladas dos manguezais do Litoral do Paraná para degradação de hidrocarbonetos fazendo uso de indicador redox 2,6-Diclorofenol indofenol (DCPIP). As bactérias utilizadas pertencem à Coleção de Cultura do Laboratório de Genética Molecular e de Micro-organismos (LAGEM) da UNESPAR Campus de Paranaguá. Optou-se por realizar um screening inicial de degradação em meio mínimo mineral (MM) com adição de 1% de petróleo para observação visual com apenas 20 isolados. Após o screening inicial 40 bactérias foram submetidas ao teste com o indicador DCPIP, incluído as 20 inicialmente testadas. O teste foi realizado em placas de 96 poços, onde foram adicionados MM com DCPIP (1g L-1), cada um dos isolados (1,5x108 UFC) acrescidos de petróleo em concentrações de 10, 15 e 20% em cada poço, totalizando volume final de 300 µL. O experimento foi realizado em triplicata e para os controles não foram inoculadas bactérias. As placas foram cobertas com papel alumínio para que se evitasse a foto-oxidação do indicador, em seguida foram submetidas à agitação de 120 rpm, a 30° C durante 14 dias. Após o screening inicial com observação visual da degradação foram detectados 7 isolados (A90, P247, P323, P88, P264, P235 e P268) com capacidade de assimilar petróleo como nutriente. Das 40 bactérias testadas, 12 obtiveram resultados positivos com DCPIP (P88, P264, A39, A58, P392, P194, P251, P91, A38, P205, P147, P100). A partir dos resultados obtidos podemos concluir que as bactérias testadas possuem capacidade de biodegradação de hidrocarbonetos de petróleo.  Entretanto, novos estudos são necessários para confirmar nossas descobertas, bem como a identificação molecular dos isolados.  
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1. INTRODUÇÃO


O petróleo é um líquido viscoso, constituído principalmente por átomos dos elementos carbono e hidrogênio. É um composto formado por um grande número de hidrocarbonetos alifáticos, alicíclicos e aromáticos usados no processo industrial para obtenção de óleo combustível, gasolina, parafina, medicamentos, entre uma variedade de outros produtos. Pelo fato do petróleo bruto ou derivado consistir de diferentes classes de hidrocarbonetos, propicia o crescimento de vários grupos bacterianos, especializados em compostos preferenciais (FIORAVANTI, 2012).

O petróleo tornou-se uma das principais fontes de energia do mundo moderno, sendo um importante recurso energético e matéria-prima da indústria química. Com a demanda crescente por energia, um grande número de produtos e subprodutos do petróleo acaba contaminando o meio ambiente (XU et al., 2013). Seja por contaminação no solo ou nas regiões costeiras marinhas, a contaminação por esses poluentes tem afetado ambientes que abrigam uma grande variedade de organismos residentes nestes locais.

Os componentes do petróleo são extremamente prejudiciais ao bioma nativo. As substâncias tóxicas contidas na sua composição causam impactos físicos e químicos, como a falta de oxigenação da água e a luminosidade inacessível para as algas realizarem fotossíntese devido ao recobrimento pela mancha de óleo (FELLENBERG, 1980; DA SILVA et al., 2012). 

Além dos impactos físicos e químicos, os compostos orgânicos inclusos nos hidrocarbonetos de petróleo, os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPA) apresentam propriedades tóxicas, cancerígenas, teratogênicas, mutagênicas e de toxicidade persistente (BALACHANDRAN et al., 2012). A maior fonte de contaminação de HPA (naftaleno, antraceno, fenantreno, etc.) no ambiente é devido aos afloramentos de petróleo, à combustão de automóveis e aos acidentes ambientais envolvendo petróleo e derivados (BIAZATI, 2009).

Em contrapartida, os hidrocarbonetos monocromáticos benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos (BTEX) são altamente tóxicos e seus constituintes têm maior solubilidade em água, portanto, são os poluentes com maior potencial de poluir o lençol freático (BRITO et al., 2010). Estes compostos podem levar ao desenvolvimento de problemas de saúde, desde irritação de olhos, mucosas e pele, passando por enfraquecimento do sistema nervoso central, depressão da medula óssea, com propriedades mutagênicas e carcinogênicas (HELENO et al., 2010). 

A capacidade de degradar hidrocarbonetos do petróleo é apresentada por diversos gêneros microbianos, principalmente bactérias, fungos e leveduras (BALACHANDRAN et al., 2012, MA et al., 2015).

Nos oceanos, o petróleo derramado é carreado para ecossistemas costeiros a exemplo dos manguezais. Em condições ambientais satisfatórias ao seu crescimento e desenvolvimento, os micro-organismos providenciam uma vasta gama de serviços, dentre eles a biorremediação, alternativa promissora para recuperação de áreas impactadas (FIORAVANTI, 2012).
Para efetuar a biorremediação microbiana, uma das etapas consiste na seleção dos micro-organismos adequados. O conhecimento da capacidade de biodegradação por micro-organismos é uma estratégia essencial para a aplicação de processos biológicos na restauração de áreas contaminadas com hidrocarbonetos derivados do petróleo.

A contaminação de um ambiente com hidrocarbonetos por um lado acarreta, geralmente, o enriquecimento primário dos micro-organismos capazes de utilizá-los como fontes nutritivas e, por consequência, os micro-organismos que utilizam os metabólitos produzidos por estes primeiros também serão enriquecidos. Por outro lado, o impacto das alterações ambientais nas comunidades microbianas, torna-se um meio seletivo e redutor da diversidade biológica (VAZ, 2010).

O isolamento, a identificação e a caracterização de micro-organismos capazes de degradar biodiesel é o primeiro passo no desenvolvimento dos processos de biorremediação (VAZ, 2010).

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade de bactérias isoladas dos manguezais do Litoral do Paraná para degradação de hidrocarbonetos fazendo uso de indicador redox 2,6-Diclorofenol indofenol (DCPIP).
2. MATERIAIS E MÉTODOS

2.1. Micro-organismos:

Para o screening inicial de degradação em meio mínimo mineral (MM) foram escolhidos aleatoriamente 20 isolados pertencentes à coleção do Laboratório de Genética Molecular e de Micro-organismos (LAGEM) da UNESPAR - Campus de Paranaguá.
Após o screening inicial 40 bactérias foram submetidas ao teste com o indicador DCPIP, incluído as 20 inicialmente testadas que estavam preservadas pelo método de glicerol 10% (SIMONE, 1998). 

Antes dos ensaios começarem as bactérias receberam um código para realização de ensaio randomizado simples cego, no qual o pesquisador não saberia com qual isolado bacteriano estava trabalhando. 
2.2. Fonte de carbono:

A fonte de carbono utilizada no experimento laboratorial foi o petróleo bruto cedido pela Petrobrás (BR). Cuja composição apresenta 26% Petróleo Nigeriano, 21% Petróleo do Pré-Sal e 53% Petróleo da Bacia de Campos.

2.3. Meios de Cultura:
2.3.1. Meio Mínimo Mineral (MM) 

	KCl 
	0,700   g

	KH2PO4
	2,0000 g

	Na2HPO4
	2,1123 g

	(NH4)2HPO4
	0,8250 g

	NaNO3
	1,0625 g

	Água destilada
	q.s.p. 1000 mL


Os ingredientes foram misturados em água destilada sob agitação. Completou-se o volume para 1000 mL. Autoclavou-se durante 20 minutos a 1 atm e acondicionou-se em refrigerador a 4 °C.

2.3.2. Solução micronutriente 
	MgSO4
	1,0   g

	FeSO4
	0,05 g

	MnCl2
	0,05 g

	CaCl2
	0,05 g

	Água destilada
	q.s.p. 250 mL


Os ingredientes foram homogeneizados em água destilada sob agitação. Autoclavou-se durante 20 minutos a 1 atm, acondicionou-se em refrigerador a 4°C. No momento que iniciou-se o experimento adicionou-se 0,25 mL desta solução em 250 mL de meio MM. 

2.3.3. Caldo nutriente 

O caldo nutriente foi preparado adicionando 2 g de Nutrient Broth- Bacto ® em 250 mL de água destilada. O pH foi ajustado para 7,0 adicionando-se NaOH 1mol L-1 e/ou HCl 1mol L-1 conforme a necessidade. Autoclavou-se durante 20 minutos a 1 atm e acondiciou-se em refrigerador a 4°C.

2.3.4 Ágar nutriente 

O ágar nutriente foi preparado adicionando 4g de Nutrient Broth- Bacto ®, 3g de ágar em 200 mL de água destilada. O pH foi ajustado para 7,0 adicionando-se NaOH 1mol L-1  e/ou HCl 1mol L-1 conforme a necessidade. Autoclavou-se durante 20 minutos a 1 atm e acondicionou-se em refrigerador a 4°C.
Tabela 1: Bactérias isoladas de manguezais do Litoral do Paraná

	CÓDIGO*
	Identificação
	CÓDIGO **
	CÓDIGO*
	Identificação
	CÓDIGO**

	1B
	Escherichia sp.
	A125
	21B
	NI
	A118

	2B
	Klebsiella sp.
	A90
	22B
	Vibrio sp.
	P119

	3B
	Klebsiella sp.
	P143
	23B
	Proteus sp.
	P43

	4B
	NI 
	A108
	24B
	NI
	P216

	5B
	Vibrio sp.
	P2 47
	25B
	Klebsiella sp.
	A39

	6B
	NI
	P323
	26B
	Klebsiella sp.
	A58

	7B
	NI
	P3 29
	27B
	NI
	P392

	8B
	Proteus sp.
	P88
	28B
	Klebsiella sp.
	A59

	9B
	NI
	P197
	29B
	Staphylococcus sp.
	P194

	10B
	Proteus sp. 
	P264
	30B
	Proteus sp.
	P251

	11B
	Salmonella sp.
	P237
	31B
	Proteus sp.
	P122

	12B
	Proteus sp. 
	P293
	32B
	NI
	P180

	13B
	Klebsiella sp.
	P257
	33B
	NI
	P242

	14B
	NI
	P3 328
	34B
	Proteus sp.
	A128

	15B
	NI
	P2 35
	35B
	NI
	P91

	16B
	Proteus sp.
	P341
	36B
	Staphylococcus sp.
	P300

	17B
	Salmonella sp.
	P152
	37B
	Salmonella sp.
	A38

	18B
	NI
	P268
	38B
	Moraxella sp.
	P205

	19B
	Proteus sp.
	P309
	39B
	NI
	P147

	20B
	Proteus sp.
	P188
	40B
	Klebsiella sp.
	P100


NOTA: * Código utilizado durante o experimento randomizado simples cego; **Identificação da Coleção de Cultura do Laboratório de Genética Molecular de Micro-organismos (LAGEM) da  UNESPAR- Campus Paranaguá. NI. Não identificado.
2.4 Screening inicial

 Primeiramente as bactérias escolhidas foram reativadas em placas de Petri contendo meio ágar nutriente durante 24 horas a 30 °C. Após a reativação das bactérias, as cepas foram padronizadas em suspensão microbiana de 1,5x108 Unidades Formadoras de Colônias (UFC) por meio do tubo 0,5 da escala de MacFarland. assim elas foram inoculadas em 5 mL do meio mínimo mineral juntamente com 250 µL de solução micronutriente e adicionado 1% de petróleo. Então foram submetidas à agitação em shaker rotativo à 180 rpm durante 7 dias sob agitação continua a 30 °C.

Logo após esse período, as bactérias foram para o caldo nutriente, por apenas 1 dia para a escala de McFarland onde verificou-se a turbidez. Em seguida as cepas foram novamente submetidas à degradação visual em 200 mL de MM e 200 µL de solução micronutriente e por fim adicionado 2 mL de petróleo. Então as bactérias foram colocadas sob as mesmas condições durante 21 dias. Os ensaios foram realizados em duplicata.
2.5 Avaliação de micro-organismos degradadores de petróleo com indicador redox 2,6 Diclorofenol indofenol (DCPIP). 

Após o screening inicial, foram realizados os testes com o indicador DCPIP, o mesmo foi distribuído em placas de ELISA de 96 poços, totalizando um volume final de 300 µL.

Os testes executados com DCPIP possui o princípio básico funcional que consiste na detecção da oxidação da fonte de carbono fornecida aos micro-organismos, que durante o processo de metabolização oxidam o hidrocarboneto e os elétrons que são liberados e transferidos aos aceptores (SANCHES, 2009).

O ensaio positivo é confirmado através da mudança da cor do DCPIP de azul quando em estado oxidado para incolor quando em estado reduzido (SANCHES, 2009).

Para se obter a solução indicadora DCPIP diluiu-se 0,1g de DCPIP em 110 mL de água destilada e filtrada com membrana Milipore. Para que pudesse inocular os micro-organismos nas placas de 96 poços  se preparou uma mistura com 16 mL de MM e  4 mL de DCPIP em tubos tipo falcon. Em cada poço foram adicionados MM com DCPIP (1g L-1), cada um dos isolados (1,5x108 UFC) acrescidos de petróleo em concentrações de 10, 15 e 20%, totalizando volume final de 300 µL. O experimento foi realizado em triplicata, sendo que para os ensaios controles não foram inoculadas bactérias. As placas foram cobertas com papel alumínio para que evitasse a foto-oxidação do indicador, em seguida foram submetidas à agitação de 120 rpm, a 30 °C durante 14 dias.
3. Resultados/ Discussão

3.1 Screening inicial

Conforme Fiovarantti (2012) os ensaios de seleção são realizados com a finalidade de verificar o potencial de degradação dos micro-organismos isolados com o uso do petróleo como fonte de carbono em até 24 horas, assim como foi realizado no presente estudo com o screening inicial.

No screening inicial, os resultados que puderam ser verificados foram obtidos pela observação visual de degradação do petróleo, onde a quantidade de petróleo que foi adicionado, aparentava-se diminuido após 24 horas até 21 dias (Figura 1).

A tabela 2 mostra os resultados obtidos de bactérias que degradam petróleo durante três semanas que ficaram nos Erlenmeyers na agitação do shaker à 120 rpm em 30° C.
[image: image5.jpg]
Figura 1: Observação visual dos isolados de bactérias degradando petróleo em meio MM a 30 °C. A – B A90 e P88, respectivamente após 7dias de inoculação em 5 mL de meio. C.  Bactéria P247 após 21 dias de inoculação em 200 mL de meio.
De acordo com o screening inicial, sete bactérias apresentaram capacidade de utilizar o petróleo como fonte de carbono, sendo elas pertencentes ao gênero Klebsiella spp. (A90), Vibrio spp. (P247), Proteus sp. (P88 e P264) e não identificados (P323, P235, P268) (Tabela 2). Estas então foram submetidas ao Teste de biodegradilidade utilizando o indicador redox DCPIP. 
Tabela 2: Screening inicial de bactérias com capacidade de degradação de petróleo após 7, 14 e 21 dias. 
	Isolado
	Código **
	       7 dias

 1                  2
	     14 dias 

 1                 2 
	      21 dias

 1                     2 

	Escherichia sp.
	A125    
	+                   -
	+                  +-
	+                      +-

	Klebsiella sp.
	A90       
	+                   +
	+                  +
	+                      +

	Klebsiella sp.
	P143    
	-                    -
	+-                 - 
	+-                     - 

	NI
	A108     
	+                   +
	+                  +
	+-                     +-

	Vibrio sp.
	P2 47   
	+                   -
	+                  +-
	+                      +

	NI 
	P323     
	+                   +
	+                  +
	+                      +

	NI
	P3 29    
	-                    -
	+-                 +-
	+                      +-

	Proteus sp.
	P88      
	+-                  +-
	+                  +
	+                      +

	NI
	P197    
	+-                  +-
	+-                 +- 
	+-                     +-

	Proteus sp. 
	P264    
	+-                  +-
	+                   +-
	+                      +

	Salmonella sp.
	P237    
	-                     -
	-                    -
	+                      +-

	Proteus sp. 
	P293    
	-                     -
	+-                  +-
	+-                     +-

	Klebsiella sp.
	P257    
	-                     -
	-                     -
	-                       -

	NI 
	P3 328 
	+-                  +-
	+                   +-
	+                      +-

	NI
	P2 35   
	+-                  +-
	+                   +-
	+                      +

	Proteus sp.
	P341    
	+-                  +-
	+                   +- 
	+                      +-

	Salmonella sp.
	P152    
	+-                  +-
	+                   +
	+-                     +-

	NI
	P268     
	+                   +
	+                   +
	+                      +

	Proteus sp.
	P309    
	+-                  +-
	+                   +
	+                      +

	Proteus sp.
	P188    
	+-                  +-
	+                   +
	+                      +


NOTA: ** Identificação da Coleção de Cultura do Laboratório de Genética Molecular e de Micro-organismos (LAGEM) da UNESPAR – Campus Paranaguá. NI. Não Identificado. 1 e 2 correpondem a repetições. 
Desde a década de 1950, bactérias degradadoras de compostos do petróleo vêm sendo isoladas. Os principais gêneros são Acidovorans, Acinetobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Aeromonas, Arthrobacter, Beijemickia, Burkholderia, Bacillus, Comomonas, Corynebacterium, Cycloclasticus, Flavobacterium, Gordonia, Microbacterium, Moraxella, Mycobacterium, Micrococcus, Neptunomonas, Nocardia, Paracoccus, Pasteurella, Polaromonas, Pseudomonas, Ralstonia,Rhodococcus, Sphingomonas, Stenotrophomonas, Streptomyces e Vibrio (CRAPEZ et al. 2002, JACQUES et al. 2007, MANDRI & LIN 2007, SEO et al. 2009).
A atividade dos micro-organismos e a taxa de degradação dos compostos orgânicos são altamente influenciadas pela temperatura, a qual pode alterar a composição de petróleo e também da comunidade microbiana. De acordo com Fioravanti (2012) a biodegradação de poluentes por micro-organismos ocorre principalmente em temperatura entre 20 e 35 ºC coincidindo com os resultados apresentados, cuja temperatura avaliada foi de 30 º C.
3.2 Avaliação de micro-organismos degradadores de petróleo com indicador redox 2,6 Diclorofenol indofenol (DCPIP).

Segundo o trabalho apresentado por Feltraco (2015) a utilização do indicador DCPIP pode detectar com sensibilidade e de forma qualitativa, a oxidação primária de hidrocarbonetos, sendo considerada uma técnica adequada para avaliar e investigar isolados com potencial degradação de petróleo.

Com a incorporação de um aceptor de elétrons como o DCPIP é possível determinar se o micro-organismo utiliza o hidrocarboneto como substrato observando a mudança da cor azulada deste indicador, quando no estado oxidado, para incolor, quando o seu estado reduzido. (FELTRACO; 2015).

Os resultados obtidos com o indicador redox DCPIP, pode ser observado através da mudança de coloração do mesmo, onde os positivos foram considerados apenas aqueles que apresentaram mudança em todos os poços.

Pela visualização na mudança de coloração do indicador DCPIP em comparação com os controles da figura 2 percebe-se que as bactérias A128, P9, A38, P205, P147 e P100 são capazes de degradar o petróleo. A bactéria P300 conseguiu degradar o petróleo apenas nas concentrações de 5 e 10%.

Na figura 2B é possível identificar que apenas a bactéria P180 não apresenta capacidade de degradação do petróleo, como pode ser observado em que todos os poços que deram resultados positivos, quando comparados com o poço controle, visto que houve mudança de coloração.

Um resultado variado pode ser apresentado na figura 3. Foi possível perceber que houve degradação em todos os poços, exceto no controle, entretanto a degradação não foi homogênea entre as concentrações. 

Na tabela 3 são apresentados os isolados selecionados a partir dos resultados obtidos para as três concentrações de petróleo, indicando se houve a mudança de cor ou a redução da gota do petróleo. Entretanto percebe-se que ocorreu uma variação na degradação entre as bactérias em função da concentração do petróleo e em função ao isolado bacteriano.
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Figura 2: Teste realizado com o indicador DCPIP, em placa de 96 poços, no período de 168 horas. Os controles negativos estão nas colunas 1, 5 e 9. Cada poço da linha corresponde um isolado bacteriano com diferentes concentrações de petróleo (5, 10 e 15%, respectivamente), com três repetições cada. Vista superior da placa. 
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Figura 3: Teste realizado com o indicador DCPIP, em placa de 96 poços, no período de 168 horas. Os controles negativos estão nas colunas 1, 5 e 9. Cada poço da linha corresponde um isolado bacteriano com diferentes concentrações de petróleo (5, 10 e 15%, respectivamente), com três repetições cada. Vista superior da placa. 
Tabela 3: Avaliação de micro-organismos degradadores de petróleo com indicador redox 2,6 Diclorofenol indofenol (DCPIP). 
	Isolado
	Código de origem
	Petróleo 10%
	Petróleo 15%
	Petróleo 20%

	Escherichia sp.
	A125
	-
	+-
	+-

	Klebsiella sp.
	A90
	+
	+
	-

	Klebsiella sp.
	P143
	+
	+
	+

	NI 
	A108
	+
	+
	+

	Vibrio sp.
	P2 47
	+
	+
	+-

	NI
	P323
	+
	+
	+-

	NI
	P3 29
	+-
	+-
	+-

	Proteus sp.
	P88
	+
	+
	+

	NI
	P197
	+-
	+-
	+-

	Proteus sp. 
	P264
	+
	+
	+

	Salmonella sp.
	P237
	+
	+
	+

	Proteus sp. 
	P293
	+-
	+-
	+-

	Klebsiella sp.
	P257
	+
	+
	+

	NI 
	P3 328
	+
	+
	+

	NI
	P2 35
	+
	+
	+-

	Proteus sp.
	P341
	+
	+
	+

	Salmonella sp.
	P152
	+
	+
	+-

	NI
	P268
	-
	-
	-

	Proteus sp.
	P309
	+
	+
	+

	Proteus sp.
	P188
	+-
	+-
	+-

	NI
	A118
	+
	+
	+-

	Vibrio sp.
	P119
	+-
	+
	+-

	Proteus sp.
	P43
	+-
	+-
	+-

	NI
	P216
	-
	-
	-

	Klebsiella sp.
	A39
	+
	+
	+

	Klebsiella sp.
	A58
	+
	+
	+

	NI
	P392
	+
	+
	+

	Klebsiella sp.
	A59
	+
	+
	+-

	Staphylococcus sp.
	P194
	+
	+
	+

	Proteus sp.
	P251
	+
	+
	+

	Proteus sp.
	P122
	+
	+
	+

	NI
	P180
	-
	-
	-

	NI
	P242
	-
	-
	-

	Proteus sp.
	A128
	+
	+
	+-

	Staphylococcus sp.
	P300
	+
	+
	-

	Salmonella sp.
	A38
	+
	+
	+

	Moraxella sp.
	P205
	+
	+
	+

	NI
	P147
	+
	+
	+

	Klebsiella sp.
	P100
	+
	+
	+


NOTA: (-) não houve degradação; (+) houve degradação; (+-) degradação parcial.
CONCLUSÕES/ CONSIDERAÇÕES FINAIS: 

A partir dos resultados obtidos podemos concluir que as bactérias testadas possuem capacidade de biodegradação de hidrocarbonetos de petróleo. Esta pesquisa foi um estudo promissor na identificação de micro-organismos que degradam o petróleo, entretanto, novos estudos são necessários para confirmar nossas descobertas, entre eles o uso do indicador redox TTC (2,3,5-cloreto de trifeniltetrazólio), bem como a identificação molecular dos isolados com potencial pra a degradação.
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