Protocolo experimental

Biorremediacdo: biodegradacao de contaminantes organicos por
microrganismos

Enquadramento Tedrico

Os derrames do petrdleo, e de outros compostos que s3o transportados por via maritima em
grandes quantidades, sdao um risco que ameaca sistematicamente os oceanos e as suas zonas
costeiras em todo o mundo. As marés negras causadas por estes acidentes constituem verdadeiras
catastrofes ecoldgicas, com efeitos devastadores e persistentes, dificeis de mitigar. Torna-se pois
necessario empregar estratégias de limpeza eficientes para o combate deste enorme problema
ambiental.

Os microrganismos desempenham um papel fundamental nos oceanos, sendo responsaveis, entre
outros, por manter os principais ciclos biogeoquimicos e degradar diversos poluentes organicos. A
biorremedia¢do é o processo pelo qual os organismos vivos tais como, bactérias, fungos, ou as suas
enzimas sao utilizados para reduzir ou remover poluentes ambientais. Isso acontece porque muitos
microrganismos tém uma capacidade natural para degradar contaminantes organicos, podendo
estes ser utilizados como fonte de carbono e energia. A biorremedia¢do constitui um meio de
remocdao de poluentes ambientais de uma forma eficiente, econdmica e amiga do ambiente,
podendo ser aplicada para a descontaminacdo de daguas, solos e ar. Ao nivel dos oceanos a
biorremediacdo tem, entre outros, um papel preponderante na descontaminacao de derrames de

petrdleo, auxiliando na recuperacao dos ecossistemas marinhos.

Objetivos

Este protocolo tem como objetivo investigar o potencial de biodegradacao de detergentes e
produtos de cuidados pessoais por microrganismos com origem ambiental. Nesta experiéncia os
jovens poderdao compreender a importancia dos microrganismos para a regeneracao de ambientes
marinhos poluidos com petrdéleo ou outras substancias contaminantes organicas. Pretende-se que os

jovens possam avaliar e reconhecer o potencial de microrganismos para degradar poluentes
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organicos, identificando estripes microbianas que possam ser eficientes na remocao destes
poluentes. Espera-se assim sensibilizar os jovens para os ciclos de nutrientes e a sua importancia,
para o flagelo da polui¢do dos oceanos, as suas consequéncias e solu¢des naturais e eficientes de
tratamento. Este protocolo enquadra-se na Area Curricular de Biologia e Geologia (11° ano) e de
Biologia (12° ano) do Ensino Secundario. Insere-se no Principio Essencial 5 “O Oceano suporta uma
imensa diversidade de vida e de ecossistemas”, no Principio Essencial 6 “O Oceano e a humanidade
estdo fortemente interligados” e no Principio Essencial 7 ““H3 muito por descobrir e explorar no

Oceano’ sobre a cultura cientifica do Oceano fomentada pelo projeto Conhecer o Oceano’.

L http://www.cienciaviva.pt/oceano/home/
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Material

* Placas de Petri

=  Meio de Cultura (Bushnell Haas contendo 15g/L de agar)

= Frascos

* Pipeta automatica 1ml

* Pontasde1ml

= Areia/Terra

* Solucdo salina (NacCl a 0,85%)

*= Eppendorfs

= Solu¢bes contaminantes (ex: protetor solar, detergente lava-tudo, detergente da loica
normal, detergente ecoldgico, champd)

= Espalhadores/cotonetes

Procedimento
A. Preparacao de placas de Petri contendo o meio de cultura sélido

1. Pesar 3,27 g de meio Bushnell Haas Broth e 15 g de agar e dissolver em 1 L de dgua destilada.

2. Agitar em placa de agitacdo até dissolver completamente (ferver).

3. Dividir o meio por diferentes frascos de acordo com o n° de detergentes que se pretende
testar.

4. Autoclavar os diferentes frascos a 121 °C durante 15 minutos.

5. Deixar arrefecer até a temperatura de * 45°C e juntar a cada frasco os detergentes a 0,1%.

6. Agitar ligeiramente e plaquear o meio em placas de Petri.

B. Inoculacao

1. Recolher de um local pretendido uma amostra de areia ou terra.
2. Num frasco, adicionar uma colher de areia ou terra a 50 ml de solugdo salina e agitar
vigorosamente.

3. Repousar o frasco de modo a permitir a decantacdo da areia ou terra.
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4. Diluir o sobrenandante, retirando para um eppendorf 0,1 ml de sobrenadante e adicionando
0,9 ml de soluc¢do salina (diluicdo de 10x).

5. Repetir este passo mais uma vez, mas desta vez retirar 0,1 ml de amostra da diluicao 10X e
adicionar mais 0,9 ml de solucdo salina (diluicdo 100x).

6. Plaquear a amostra nao diluida e as diluicdes de 10x e 100 x nos meios sélidos preparados
anteriormente, espalhando o0,1ml de amostra.

7. Identificar cada placa atribuindo-lhe um nimero e identificando igualmente as condi¢des
presentes na placa (solu¢do contaminante e dilui¢do utilizada).

8. Incubar a temperatura de 25 °C durante 48-72 horas.

C. Analise dos Resultados

1. Apds um periodo de 48-72 h, verificar o crescimento nas placas e registar o n° de coldnias na
diluicdo que apresente uma contagem entre 30 e 300 coldnias.
2. Para cada detergente calcular o n° de unidades formadoras de coldnias (UFC) por ml de

amostra, de acordo com a seguinte férmula:

N2 de colénias x 1/diluicdo

F 1=
UFC/m Volume plaqueado (0,1 ml)

3. Concluir acerca da capacidade dos microrganismos provenientes de amostra de areia/terra
para biodegradar os detergentes testados e comparar as biodegradabilidades dos diferentes

contaminantes.
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Biorremediacao: biodegradacdo de contaminantes organicos por
microrganismos
Registo da experiéncia

1. Indica quais os objetivos desta atividade experimental.

2. Regista na tabela 1 a solugdo contaminante e a dilui¢do utilizada, o n? de coldnias e o respetivo
valor das unidades formadoras de coldnias (UFC) por ml para as diferentes placas. Elabora a
legenda da tabela.

Tabela 1:

Solugdo

; Dilui¢a Ne 16ni Ec/ml
Contaminante uicao de Colénias UFC/

Placal

Placa 2

Placa 3

Placa 4

Placa 5

Placa 6

Placa 7

Placa 8

Placa 9

Placa 10

Placa 11

Placa 12
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3. Quais as condicdes (solucdo contaminante e diluicdo) presentes na placa onde encontraste o
maior n° de unidades formadoras de coldnias (UFC) por ml? E quais as condi¢Ges da placa
onde encontraste o menor n° de unidades formadoras de colénias (UFC) por mlI?

4. Qual a solugao contaminante que possui a maior biodegradabilidade, por parte dos
microorganismos presentes na amostra de areia/terra testada?

5. Que concluis sobre a utilizagdo de microorganismos de origem ambiental na regeneracdo de
ambientes marinhos poluidos?
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