Tema 2

Biorremediacao




Oleos vegetais

Os Oleos vegetais sdo obtidos a partir de
sementes, frutos ou nozes que contém lipidos,
através de diferentes métodos de prensagem,
extragdo com solvente ou uma combinagéao
destes.

Existem inumeros 6leos vegetais derivados de
diversas fontes. Entre eles, destacam-se os 0leos
vegetais mais populares: os principais 6leos de
oleaginosas — soja, algodao, amendoim e
girassol; e outros como o 6leo de palma, Oleo de
palmiste, 6leo de coco, 6leo de ricino, 6leo de
canola e outros.
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Impactos ambientais da contaminacao
por Oleos vegetais

Um anico litro de 6leo pode poluir até 1 milhdo de litros de agua, impermeabilizar o solo, entupir
canalizagOes e emitir metano.

Impactos Ambientais

Agua: Forma uma pelicula & superficie, impedindo a entrada de luz e oxigénio, o que provoca a
morte de peixes e fitoplancton. Pode contaminar lencdis freaticos e atingir rios e mares.

‘Solo: Impermeabiliza o solo, impedindo a infiltracdo de agua (aumentando o risco de inundacdes) e
prejudicando a respiracéo da biota do solo (ex: raizes das plantas, microfauna do solo, microbiota).

-Saneamento: Ao arrefecer nas tubagens, solidifica e adere as paredes, provocando entupimentos,
cheiros desagradaveis e transbordos de esgoto.

Clima: A decomposicéo do 6leo no meio ambiente liberta gas metano (CH,).






Impacto econdOmico da contaminacao
por Oleos vegetais

* Apresenca de Oleos alimentares usados em redes de drenagem aumenta custos de tratamento de
agua em até ~25 %, devido a maior carga poluente e manutencéo nas estacoes ETAR.

» Em Portugal, cerca de 35 000 toneladas de éleos acabam nos esgotos por ano, com grande
parte nao sendo recolhida seletivamente, aumentando custos ambientais e operacionais.

» Cada litro de 6leo descartado inadequadamente pode contaminar até 1 000 000 L de agua,
impactando ecossistemas e elevando custos de tratamento e recuperacao ambiental.

« O mercado global de 6leos residuais tem um valor econémico estimado em >US$ 13 bilhoes
(2024), mostrando que estes residuos tém potencial econémico quando corretamente valorizados.

Como resolver o “problema” das contaminagdes?



Biodegradacao (microbiana) de Oleos

vegetais

Biodegradagéao é o processo pelo qual
as substancias organicas sao
decompostas pelas enzimas produzidas
pelos organismos vivos. O termo é
frequentemente utilizado em relacao a
ecologia, gestao de residuos e
remediagao ambiental
(biorremediacéo).

A matéria organica pode ser degradada
aerobicamente, com oxigénio ou
anaerobicamente, sem oxigénio. Um
termo relacionado com a biodegradacao
€ a biomineralizacdo, em que a matéria
orgénica é convertido em minerais.

H2~—0——C—R CH,0H + RCOOH
‘i +3H,0
HG—0 —C——F’ CHOH + R'COOH
0 Lipase
H26—0——C —R" CH,0H + R"COOH
Triglyceride Glycerol Free Fatty acids

Quando existe uma aplicacao intencional da
biodegradacao para reduzir contaminantes no
ambiente, trata-se de biorremediacao!




Vias metabdlicas envolvidas na biodegradacao

de Oleos vegetais

1. Hidrélise Extracelular: Como os 6leos vegetais sao moléculas hidrofébicas grandes, as bactérias excretam
lipases extracelulares (como a triacilglicerol lipase) para quebrar as ligacdes éster dos triglicéridos. Os produtos
formados incluem glicerol e acidos gordos livres. Papel dos Biosurfactantes: Muitas bactérias, como as do
género Pseudomonas, produzem biosurfactantes (ex: ramnolipidos) para emulsionar o 6leo, aumentando a area
de superficie para a acdo enzimatica.

2. Catabolismo dos Componentes Hidrolisados: ap6s a entrada na célula, o glicerol e os acidos gordos
seguem caminhos distintos:

(i) Via do Gilicerol: O glicerol é convertido em glicerol-3-fosfato (pela enzima glicerol quinase) e depois em fosfato
de dihidroxiacetona, entrando na GlicOlise ou Gloconeogénese para produzir energia ou agucares estruturais.

(ii) Via da B-Oxidacéao: Os acidos gordos séo ativados em Acil-CoA e sofrem ciclos repetitivos de B-oxidacao.
Este processo fragmenta as cadeias de carbono em unidades de Acetil-CoA.

3. Metabolismo Central

« Ciclo do Acido Tricarboxilico (TCA): O Acetil-CoA entra no Ciclo de Krebs para oxidacdo completa, gerando
CO,, agua e eletroes para a cadeia respiratoria.

» Via do Glioxilato: Essencial quando os 6leos sao a Unica fonte de carbono. Esta via permite que a bactéria
converta Acetil-CoA em precursores de 4 carbonos (como o succinato) para a sintese de glucose.
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Major components in vegetable oils
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Yara-Varon et al 2017 (doi:10.3390/molecules22091474)



Objetivos

Avaliacdo do potencial de biorremediagao de Oleos vegetais por estirpes bacterianas
isoladas de sapal

e Avaliar crescimento bacteriano em meio mineral suplementado com azeite ou Oleo vegetal
e Comparar culturas individuais e co-culturas

e Avaliar indiretamente potencial lipolitico através do crescimento em substratos hidrofébicos

e Comparar crescimento em 6leos com controlo positivo em glucose



Meétodos de rastreio em meio solido

Zona de Clarificacao (Halos): Utiliza-se um meio de agar mineral suplementado com o 6leo
vegetal de interesse (emulsificado). As bactérias que degradam o 6leo produzem enzimas

(lipases) que quebram as gorduras, criando um halo transparente ou zona de clarificagcdo em
redor da coldnia.

Agar Tributirina (TBA): E um dos meios sélidos mais utilizados para identificar atividade

lipolitica. A tributirina € um triglicérido simples que torna o agar opaco; a sua degradacao pelas
bactérias resulta em zonas claras visiveis ao redor do crescimento bacteriano.

Agar com Indicadores de pH: Como a degradacao de 6leos liberta acidos gordos, a descida
do pH pode ser detetada adicionando indicadores coloridos (como o azul de bromotimol ou
vermelho de fenol) ao meio sdélido, que mudam de cor conforme o 6leo € biodegradado.




Vantagens e Limitagoes do rastreio em meio

soOlido

Vantagens: E um método répido, visual e ideal
para processar um grande numero de amostras
simultaneamente para identificar quais as
bactérias que tém potencial de degradacao.

—+

Limitacoes: O meio sdlido é excelente para qualificacao
(sim/n&o) mas para quantificagcao exata da taxa de
degradacao (por exemplo, via HPLC ou Cromatografia
Gasosa). Para uma analise quantitative, utilizam-se meios
liquidos para permitir a extracao e analise quimica do 6leo
residual.



1. Principio do método experimental

« O método simula condicoes de contaminacao ambiental com 6leos vegetais e
permite quantificar a biodegradacao indireta pelo crescimento microbiano.

« A utilizacao de placas com meios M9 suplementados com 6leo garante que apenas

microrganismos capazes de degradar o 6leo crescerdo, tornando o método seletivo.

+ A utilizacao de placas com meios M9 suplementados com glucose constitui um control

positivo.



2. Microrganismos

« Estirpes de bactérias isoladas em ambiente de sapal:
« Estirpe 24, isolada de solos
» Estirpe 179, isolada de raizes
 Estirpe 214, isolada de raizes

» Cada estirpe testada separadamente
 Em co-cultura



3. Protocolo para cada grupo

* Testar a capacidade de decomposicao de material vegetal em:

2 estirpes de bactérias e em co-cultura

2 oleos vegetais (azeite e 6leo de girassol) + controlo
positivo (glucose

1 réplica

1 temperatura



3.1. Inoculacao (23 de marco)

1. Transferir 1 mL de solu¢do salina estéril para microtubo.
Suspender coldnias bacterianas em solucéo salina.
Homogeneizar em vortex.

Ajustar a turbidez para aproximadamente 1,0 McFarland.

o ~ @ D

Preparar as seguintes condicoes:
o Sa
- Sb
- Co-cultura (Sa + Sb, volumes iguais)
6. Inocular 4 aliquotas separadas de 20 uL de cada in6culo.

7. Incubar a 28 °C.

« Cada grupo devera testar ambas as fontes lipidicas.



3.2. Avaliacao (31 de marco)

Crescimento bacteriano (diametro de colonias)

Aspeto da emulséo a volta da colonia

Zonas de clarificacao ou halos de emulsificacao (atividade lipolitica)
Diferencas entre culturas individuais e co-cultura

Comparacao entre azeite e 6leo de girassol

Comparacao com controlo positivo



Desafio

Planificacao das etapas da pré-aula:
preparacao dos meios de cultura
organizagao experimental



Como preparar os meios de cultura?

Sugestoes?



Que materiais, equipamento e reagentes sao
necessarios para este trabalho?

Listar



Sintese final:

. Relacionar crescimento microbiano
com metabolismo lipidico

. ldentificar limitagcdes metodoldgicas

. Discutir criticamente resultados
qualitativos

. Propor melhorias experimentais

. Contextualizar os dados num cenario
real de biorremediacao




Outras caracteristicas
microbianas que
potenciam a capacidade
de degradar oleos
vegetais
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Tema 3 \
Biofilmes

= > Os microrganismos existem nos biofilmes que se
o "D vedspersal 2 | Attachment associam a superficies bitticas e abidticas.

/ \ Estas comunidades tridimensionais, monoespecificas ou

polimicrobianas, estdo imersas numa matriz

= / autoproduzida que permite a troca intercelular de
, / ' g metabolitos, material genético e moléculas de sinalizagéao.
. Mature Biofim formation 1L Colonization Estes consorcios microbianos oferecem protecéo contra

predadores e agentes antimicrobianos, e sao amplamente
estudados devido a sua relevéancia clinica, a sua natureza
ubiqua e aos insights funcionais que proporcionam sobre
a ecologia microbiana.

Embora a maioria dos biofilmes naturais sejam

o protein lipid = nucleicacid  § polysaccharide =& microorganism polimicrobianos, muito se aprendeu sobre a biologia
béasica destas comunidades através do estudo de
biofilmes monoespecificos utilizando bactérias modelo.

lll. Development

Yin et al. 2019 (https://doi.ora/10.3390/ijms20143423)
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1. Reversible attachment
2. Irreversible attachment

3. Micro colony Biofilm dispersal
4. Maturation \

5. Cellular detachment
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Obijetivos

L

e Avaliar quantitativamente a formacéao de biofilmes por estirpes isoladas de sapal.
e Comparar formacéao de biofilmes em culturas individuais e em co-cultura.
o Diferenciar biomassa total, fracao planctonica e componentes da matriz.

e Avaliar a eficiéncia relativa de formacao de biofilme em co-culturas versus culturas

puras.



1. Principio do método experimental

. Forma%éo de biofilme: microrganismos crescem em meios nutritivos liquidos e aderem

a superficies solidas. O crescimento inicial leva a adesao celular, seguida pela producéo
de matriz extracelular polimérica (EPS), formando o biofilme.

« Selecao do crescimento em biofilme: ao contrario do crescimento planctonico (livre em
solucao), apenas células que aderem e produzem matriz permanecem apos lavagens
sucessivas, permitindo discriminar biofilme de células livres.

+ Deteccao/quantificacao: uso de corantes especificos (por exemplo, cristal violeta; gue
se ligam a matriz e células do biofilme + medicao da absorbancia a comprimento(s) de
onda definido(s) permite quantificar biomassa aderida, refletindo a capacidade de
formacao do biofiime.

O método avalia potencial de adesao, formacao de matriz e resisténcia a remocao,
Permquo comparar estirpes, condicdes ambientais ou efeitos de compostos sobre a
ormacao do biofilme.



2. Microrganismos

 Estirpes de bactérias isoladas em ambiente de sapal: u

» Estirpe 24, isolada de solos
« Estirpe 179, isolada de raizes
« Estirpe 214, isolada de raizes

» Cada estirpe testada separadamente
 Em co-cultura



3. Protocolo para cada grupo

L

» Testar a capacidade de formacéao de biofilme in vitro de:

2 estirpes de bactérias e em co-cultura



3.1. Inoculacao (24 de marco)

1. Transferir 1 mL de solugéo salina estéril para microtubo. \ I

Suspender coldnias bacterianas em solucéo salina.
Homogeneizar em vortex.
Ajustar a turbidez para aproximadamente 0,5 McFarland.

Adicionar 180 pL de meio em cada poc¢o da microplaca.

o o A W N

Preparar as seguintes condicdes: Sa (em triplicado), Sb (em triplicado), em Co-cultura (Sa +
Sb, volumes iguais de cada suspenséo) e solucao salina (controlo negativo)

~

Inocular 20 pL em cada poco respetivo da microplaca.

8. Incubar a 28 °C.



3.2. Quantificacao e avaliacao (30
de marco)

L

« A. Quantificacao da Fracao Plancténica

1. Transferir cuidadosamente o sobrenadante para novos pocos.

2. Medir absorbancia a 600 nm.

« B. Quantificacao da Biomassa Total Solubilizada (acido acético)
1. Adicionar 200 pyL de acido acético a 33 %, e ressuspender com pipeta.

2. Medir absorbancia a 600 nm.



3.2. Quantificacao e avaliacao (30
de marco)

C. Quantificacao de Polissacaridos/Parede (violeta de cristal)

—

. Adicionar 200 uL de violeta de cristal e deixar atuar durante 10-15 min.
Lavar suavemente 3x com 200 L agua estéril.
Secar ao ar.

Adicionar 200 uL de acido acético 33% para solubilizar o corante.

o &~ N

Medir absorbéancia a 492 nm.

D. Quantificacao da Matriz (azul de bromofenol)

—

. Adicionar 20 yL de azul de bromofenol e deixar atuar durante 10-15 min.
2. Lavar suavemente 3x com 200 yL de acido acético a 0,5 %.

3. Secar ao ar.
4

Medir absorbéancia a 600 nm.



3.2. Quantifica

de marco)

cao e avaliacao (30

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Sa Sa Sa Sa Sa Sa Sa Sa Sa C- C- C-
B Sb Sb Sb Sb Sb Sb Sb Sb Sb C- C- C-
C Sa+Sb Sa+Sb Sa+Sb Sa+Sb Sa+Sb Sa+Sb Sa+Sb Sa+Sb Sa+Sb C- C- C-
D Sa Sa Sa Sa Sa Sa Sa Sa Sa C- C- C-
E Sb Sb Sb Sb Sb Sb Sb Sb Sb C- C- C-
F Sa+Sb Sa+Sb Sa+Sb Sa+Sb Sa+Sb Sa+Sb Sa+Sb Sa+Sb Sa+Sb C- C- C-
G
H




1. Reversible attachment

2. Irreversible attachment

3. Micro colony Biofilm dispersal
4. Maturation \

5. Cellular detachment

Planktonic bacteria EPS matrix S

Sintese final:

. Compreender a formacao de biofilmes como
estratégia adaptativa de microrganismos.

. Diferenciar crescimento planctonico e séssil
e quantificar biomassa aderente.

. Avaliar interacOes entre estirpes individuais e R RO
e co-culturas na formacéao de biofilme.

. Reconhecer a relagcdo entre biofilme e
potencial biorremediador de 6leos vegetais.

. Interpretar criticamente resultados
7 experimentais e limitacées metodoldgicas.




