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Errata

nas paginas 10 e 11 onde se |é: (figuras 4) e (figuras 5) deve-se excluir essas
informacoes.

na pagina 50 onde se |é: (os valores nas figuras estdo em porcentagem de
reducdo comparadas com o controle) deve-se excluir essa informacgao.

nas paginas 51 e 52 figuras 12 e 13 onde se I&: % de redugédo da tenséo
superficial para as cepas.
Leia-se: reducao da tensao superficial para as cepas.

na pagina 62 onde se Ié: Os resultados obtidos indicam que houve uma maior
degradacdo para o experimento 3, onde os hidrocarbonetos, fenantreno,
antraceno e fenildecano, foram degradados em 100% e, o0 benzeno em 41,23%.

Leia-se: Os resultados obtidos indicam que houve uma maior degradacao para o
experimento 2, onde os hidrocarbonetos, fenantreno, antraceno e fenildecano,
foram degradados em 100% e, 0 benzeno em 76,58%.

nas paginas 62 e 63 onde se |é: J& para o experimento 2 houve uma degradacao
de 76,58% para o benzeno e de 100% para o fenantreno e benzeno.

Leia-se: Ja para o experimento 3 houve uma degradacado de 41,32% para o
benzeno e de 100% para o fenantreno, antraceno e fenildecano.
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Resumo

Neste trabalho foi formulado um consércio microbiano para avaliagdo de seu
potencial em degradar petréleo e seus derivados, em microcosmos € meio minimo
de sais. As 43 bactérias testadas na primeira fase do projeto demonstraram
alguma propriedade que as classificam como potencialmente degradadoras de
hidrocarbonetos. Todavia, as cepas 1, 9, 22, 23 e 36 demonstraram os melhores e
mais homogéneos resultados em praticamente todos os parametros analisados,
sendo estas, portanto, as cinco cepas selecionadas para a formulagdo do
consércio. As cepas do consorcio propiciaram uma degradacao média para todos
os hidrocarbonetos testados de 62,65% para cepa 1, 61,12% para a cepa 9,
53,77% para a cepa 22, 57,87% para a cepa 23 e de 44,03% para a cepa 36. Com
excecao de alguns HPA'’s degradados por determinadas cepas, a grande maioria
nao foi totalmente biodegradado, fato que pode ser comprovado pelos baixos
valores de ECsp, €, com isso, altos valores de toxicidade aguda. No experimento
realizado em microcosmo, avaliando-se a evolugdo de C-CO, por modelos
estatisticos, pode-se concluir que a melhor condicdo para a maximizacao desse
parametro foi na condicdo do ponto central para a fonte de nitrogénio (0,10 g/100g
de solo), ferro (0,0015 g/100g de solo) e in6culo (0,6ml/100 g de solo) e, na
condicao de +2 para a fonte de fosforo (0,08 g/100g de solo). Com este
experimento foram fixadas as condi¢des 6timas para uma melhor evolucao de C-
CO. em solos contaminados. No mesmo experimento, analisando a degradacéao
dos hidrocarbonetos por cromatografia gasosa, foi obtida uma melhor degradacao
para o experimento 3 (uréia 0,07 g/100g de solo, fosfato de potassio 0,065 g/100 g
de solo, Sulfato de ferro 0,001 g/100 g de solo, e inoculo 0,4 mI/100 g de solo),
com uma degradacdo de 70,74% dos hidrocarbonetos. Nos microcosmos
utilizando solo da REPLAN (Refinaria de Paulinia/PETROBRAS), com histérico de
contaminagdo, foi obtida uma melhor degradacdo para os hidrocarbonetos
analisados de 75% quando se utilizou a bioestimulagédo e de 51,7% quando se
utilizou a bioaumentacao e bioestimulacao juntas. Para os microcosmos utilizando

o consorcio liofilizado, foi obtida uma degradacao de 57,85% para o liofilizado sem

Xiv



nutriente e, de 67% para o liofilizado com nutriente. As linhagens foram
identificadas através da técnica do RNA 16S, como sendo pertencentes a género
Bacillus, exceto o microrganismo 23, cuja identificacdo nao foi possivel através
dos resultados obtidos, o consércio microbiano tem potencial para ser aplicado em

areas contaminadas com petroleo e seus derivados.
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Abstract

In this work, a microbial consortium was evaluated regarding to its potential to
degrade oil and derivatives, using microcosms in salt minimal medium. Forty three
bacteria were tested in the first phase of this project to demonstrate some
properties that could identify them as potentially degraders of hydrocarbons. The
strains 1, 9, 22, 23 and 36 showed the best and homogeneous results in practically
all the analyzed parameters, and five strains were selected to be part of the
bacterial consortium. These strains had an average degradation of 62.65% for the
strain 1; 61.12% for the strain 9; 53.77% for the strain 22; 57.87% for the strain 23;
and 44.03% for the strain 36. Some PAHs were not completelly degraded by some
strains, and this fact could be proven by the low values of ECsp, with production of
high values of acute toxicidade. In the microcosm experiments, the C-CO:
evolution was performed using statistical models, which could be concluded that
the best condition for the maximization of this parameter was in the central point
condition for the nitrogen source (0.10g9/100g of sail), iron (0.0015g/100g of soil)
and inoculum (0,6mI/100g of ground), using the condition of +2 for the phosphorus
source (0.08g/100g of sail). In this experiments could be set an excellent condition
for a better evolution of C-CO; in contaminated soil. In the same experiment,
analyzing the degradation of the hydrocarbons in GC-FID, a better degradation
was obtained for the experiment 3 (urea 0,07g/100g of soil, potassium fosfate
0.0659g/100g of soail, iron sulphate 0.001g/100g of ground, and inoculum of 0.4
ml/100g of soil), reaching hydrocarbons degradation of 70.74%. In the microcosms
using the REPLAN (PAULINIA REFINARY/PETROBRAS) soil with previous
contamination history, the best degradation of 75% was promoted when
bioestimulating, and 51.7% when this soil was bioaugmented with the bacterial
consortium and also bioestimulated. For the microcosms using the lyofilizated
consortium, a degradation of 57.85% was verifyed without nutrient, and 67% with
nutrient. The strains were identified through the RNA 16S sequencing as Bacillus
genus, excepting to the strain 23, whose results of sequencing identification was

not possible in this time. These results showed that the microbial consortium has a
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potential application in contaminated areas with oil and derivatives.
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1 — INTRODUCAO

Petréleo e seus derivados continuam a ser nossa principal fonte de energia
tornando necessério o transporte destes compostos dos locais de producao para
diferentes locais de consumo em torno do mundo, seja através de oleodutos, por

terra ou por mar.

Constantemente recebemos informacbes pelos meios de comunicacéo
sobre os desastres ecologicos e sociais resultantes de acidentes causados por
despejo de petrbleo e seus derivados levando a destruicdo do “habitat” de animais
e plantas aquaticas, bem como a devastagao de toda a fauna e flora circundante,
assim como sérios riscos de saude para os habitantes locais. Para exemplificar,
podemos citar o derramamento de 6leo pelo petroleiro Prestige , em novembro de
2002, no litoral da Espanha o que resultou no o derramamento de 77 mil toneladas
do éleo que transportava. Segundo Du Peron Ribeiro, professor do Departamento
de Engenharia Oceéanica da UFRJ, esse nao foi 0 maior vazamento de petréleo da
Historia em relacdo ao volume derramado, mas em termos relativos talvez seja o
mais grave (GLOBONEWS, 2002). Outros exemplos acidentes ambientais, com
elevado derramamento de 6leo aconteceram em 1978, envolvendo o navio
petroleiro Amoco Nadiz, o qual derramou 200 mil toneladas de petrdleo na costa
da Franca, e em 1991, durante a Guerra do Golfo, que contaminou o Kuwait com
820 mil toneladas de 6leo (CRAPEZ, 2002). Estima-se que de 3,2 bilhées de
toneladas de 6leo produzido por ano, 3,2 milhdes de toneladas contaminam o
ambiente marinho (CHHATRE et al., 1996).

Em um recente levantamento realizado no Estado de Sdo Paulo, em
outubro de 2003, pela Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental —
CETESB, 6rgao ambiental do estado, foram confirmadas 727 areas contaminadas,
sendo 0s postos de combustiveis, com 464 (63%) dos casos confirmados, a
principal atividade contaminante. Outro setor de destaque foi o de bases de

petréleo, cujas atividades tem acbes de controle mais intensivas por parte do



orgao. Do restante, 263 (27%), representam industrias (22%) e disposicdo de
residuos (6%), e também tem, como os principais contaminantes, os derivados de
petréleo. Ainda de acordo com o levantamento, das 727 areas, apenas 14 (2%), ja
tiveram sua remediacdo concluida, enquanto que 402 (55%) ainda faltam
avaliagcOes detalhadas ou propostas de remediacéo, e 312 (43%) tem proposta de
remediacdo ou remediagdo em andamento (CETESB, 2003a).

A biotecnologia tem se destacado ao longo dos ultimos anos como uma
solucéo efetiva para a eliminacao de diversos poluentes, entre eles os produtos do
petréleo, 6leo bruto e graxas, sendo esta denominada de biorremediacdo. A
literatura cita grande variedade de microrganismos, principalmente bactérias e
fungos filamentosos, que tem demonstrado habilidade em degradar ou transformar
as substancias quimicas presentes no petréleo (KORDA et al., 1997). No entanto,
0 que se observa é que uma Unica espécie isoladamente nao consegue degradar
todos os componentes do petrdleo, que nada mais € que uma mistura complexa
de hidrocarbonetos. Sob condicbes favoraveis um microrganismo consegue
degradar um tipo ou uns poucos componentes ao mesmo tempo (KORDA et al.,
1997).

Varios autores tém proposto a utilizacao de culturas mistas para fins de
biorremediacdo (RAMBELOARISOA et al., 1984; CHHATRE et al., 1996; TANO-
DEBRAH et al., 1999; VENOSA et al., 1999).

Com a utilizagdo de um consoércio microbiano formado por bactérias de
ocorréncia natural, especialmente selecionadas, o trabalho tem o objetivo de
acelerar os processos de degradacao de hidrocarbonetos de petréleo, removendo
0s compostos toxicos e de dificil degradacao.



2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Importancia da remediacao de poluentes de petréleo

Desde a revolucéao industrial, com a utilizacdo cada vez mais acentuada dos
combustiveis fosseis, principalmente o petréleo, aliado ao atual sistema de
producdo e consumo cada vez mais depredativo destes recursos, e uma
densidade demografica nunca antes vista, a humanidade esta, cada vez mais,
tomando consciéncia de que tudo que o planeta nos fornece é limitado, e que os
desequilibrios provocados por todos estes fatores podem trazer conseqiéncias
inimaginaveis a biosfera. Segundo especialistas, a humanidade ja ultrapassou em

20% a capacidade de reposi¢ao dos ecossistemas (NOVAES, 2002).

Petréleo e seus derivados continuam a ser nossa principal fonte de energia
tornando necessério o transporte destes compostos dos locais de producao para
diferentes locais de consumo em torno do mundo, seja através de oleodutos, por

terra ou por mar.

Constantemente recebemos informagdes pelos meios de comunicagéo sobre
0s desastres ecoldgicos e sociais resultantes de acidentes causados por despejo
de petréleo e seus derivados levando a destruicdo do “habitat” de animais e
plantas aquéticas, bem como a devastagdo de toda a fauna e flora circundante,
assim como sérios riscos de saude para os habitantes locais. Como exemplo,
podemos citar o derramamento de 6leo pelo petroleiro Prestige , em novembro de
2002, no litoral da Espanha. Segundo especialistas esse pode se tornar o mais
grave derramamento de petroleo da historia. Isso se deve ao fato do vazamento
ter ocorrido perto da costa, onde se encontra a maior diversidade de vida marinha.
Estima-se que 10 mil toneladas, das 77 mil que transportava, tenham vazado
antes que ele naufragasse. Segundo Du Peron Ribeiro, professor do
Departamento de Engenharia Oceanica da UFRJ, esse nao é o maior vazamento
de petréleo da Histéria em relacdo ao volume derramado, mas em termos relativos

talvez seja o mais grave (GLOBONEWS, 2002). Outros exemplos de acidentes



ambientais, com elevado derramamento de Oleo, aconteceram em 1978,
envolvendo o navio petroleiro Amoco Nadiz, o qual derramou 200 mil toneladas de
petréleo na costa da Franca, e em 1991, durante a Guerra do Golfo, que

contaminou o Kuwait com 820 mil toneladas de éleo. (CRAPEZ, 2002).

Estima-se que de 3,2 bilhdes de toneladas de 6leo produzido por ano, 3,2
milhées de toneladas entram no ambiente marinho (CHHATRE et al., 1996). No
Brasil, podemos citar inumeros acidentes desta natureza, tais como o choque
entre navios no porto de Santos, em julho de 1998, levando ao despejo de mais de
duas toneladas de 6leo combustivel, provocando uma mancha de mais de cinco
quildmetros de extensdo; ou em abril de 1999, quando seis praias da regido de
Sao Sebastido (litoral norte de Sdo Paulo) foram afetadas por um vazamento de
petréleo de um emisséario submarino da Petrobras; e em janeiro de 2000, a baia
de Guanabara apareceu coberta por uma mancha de 6leo de cerca de 40
quildmetros quadrados, atingindo a area de protecdo ambiental de Guapamirim,
provocada pelo vazamento de 800 mil litros de combustivel de um duto da
Petrobras (KUSHIDA, 2000). O ultimo acidente no pais ocorreu no dia 15 de
novembro de 2004, quando o navio Vicufa, de bandeira chilena, explodiu no porto
de Paranagua, estado do Parana, ocasionando o langcamento de
aproximadamente 5.000 toneladas de metanol e um volume ainda nao
quantificado de 6éleo combustivel no meio ambiente (CETESB, 2004c). Além da
morte de inUmeros animais marinhos, prejuizos sociais foram confirmados, e na
ocasidao, a Defesa Civil do estado cadastrou os pescadores da regido para
posterior envio de mantimentos, ja que os mesmos estao proibidos de realizarem

seus trabalhos de pesca em geral, principalmente de ostras (CETESB, 2004c).

Os acidentes desta natureza sdo intensamente noticiados devido a sua
magnitude, porém acidentes com vazamentos de derivados de petrdleo por outras
formas ocorrem com muito mais freqiéncia do que imaginamos, causando sérios
problemas, muitas vezes de uma forma silenciosa (HEISER, 1999), levando a

contaminacao do solo, lencois freaticos, ar e aguas continentais. Podemos citar



uma oficina de reparos de caminhdes transportadores de derivados de petroleo,
onde devido ao risco de explosdes durante a soldagem, os compartimentos destes
caminhdes sao previamente lavados com jatos de vapor d’agua. O destino desta
agua de lavagem é um reservatério de cimento ao ar livre, onde permanece para a
sedimentagao da borra, sem nenhum outro tratamento. Um afluente do rio Atibaia
proéximo a oficina, acaba recebendo constantemente este efluente oleoso. O rio
Atibaia é um dos responsaveis pelo abastecimento de agua na regido de
Campinas (JACOBUCCI, 2000).

Fatos como estes sdo também comprovados pelo mais recente levantamento
realizado no Estado de Sao Paulo, de outubro de 2003, pela Companhia de
Tecnologia de Saneamento Ambiental — CETESB, érgao ambiental do estado.
Nesse levantamento, foram confirmadas 727 areas contaminadas, sendo, como
principais atividades contaminantes, os postos de combustiveis, com 464 (63%)
dos casos confirmados. Outro setor de destaque foi o de bases de petréleo,
atividades estas com acdes de controle mais intensivas por parte do érgdo. Do
restante, 263 (27%), representam industrias (22%) e disposicao de residuos (6%),
e também tem, como principais contaminantes, os derivados de petréleo,

conforme (Figura 1).

Ainda, o levantamento da CETESB (2003 a) mostrou que das 727 areas
contaminadas, apenas apenas 14 (2%), ja tiveram sua remediacdo concluida,
enquanto que 402 (55%) ainda faltam avaliacées detalhadas ou propostas de
remediacdo, e 312 (43%) com proposta de remediagcdo ou remediagcdo em

andamento (Figura 2).
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FIGURA 1: Principais atividades de origem das areas contaminadas.

FONTE: COMPANHIA DE TECNOLOGIA DE SANEAMENTO AMBIENTAL, Divulgagéo de

Nova Lista de Areas Contaminadas no Estado de S&o Paulo. 2003. 7p.Disponivelem:

http://cetesbnet/Destaques/2003/outubro/291003 areas contaminadas.htm

Acesso em: 11 dez. 2003a.
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FIGURA 2: Estagio de atendimento as areas contaminadas do Estado de

Sao Paulo

FONTE: COMPANHIA DE TECNOLOGIA DE SANEAMENTO AMBIENTAL, Divulgagéo de
Nova Lista de Areas Contaminadas no Estado de S&o Paulo. 2003. 7p.Disponivel em:

http://cetesbnet/Destaques/2003/outubro/291003 areas contaminadas.htm
Acesso em: 11 dez. 2003a.




Existe uma série de propostas voltadas a solucionar os danos desta
natureza, envolvendo métodos quimicos, fisicos e biolégicos. A biotecnologia tem
se destacado ao longo dos ultimos anos como uma solucao efetiva para a
eliminacao de diversos poluentes, entre eles os produtos do petréleo, 6leo bruto e
graxas, sendo denominada de biorremediagdo. A literatura cita uma grande
variedade de microrganismos, principalmente bactérias e fungos filamentosos, que
tem demonstrado habilidade em degradar ou transformar as substancias quimicas
presentes no petréleo (KORDA et al., 1997). No entanto, o que se observa é que
uma Unica espécie isoladamente ndao consegue degradar todos os componentes
do petroleo, que nada mais € que uma mistura complexa de hidrocarbonetos. Sob
condicoes favoraveis um microrganismo consegue degradar um tipo ou uns

poucos componentes ao mesmo tempo (KORDA et al., 1997).

2.1.1. Hidrocarbonetos nos alimentos

Na natureza, a biossintese de alguns HPAs (Hidrocarbonetos Aromaticos
Policiclicos) ocorre em algumas plantas e microrganismo naturalmente (WILSON
& JONES, 1993). Porem esta pode ser considerado uma fonte pouco significativa

quando comparada as de origem antropica.

Os alimentos séo considerados importantes fontes de exposicdo humana aos
HPAs, havendo inclusive estudos que os relacionam a algumas etiologias de
cancer (DE VOS et al.,, 1990). A contaminacdo de alimentos por HPAs pode
ocorrer por diferentes formas, incluindo contato com solo, ar e agua contaminados
e pelo emprego de algumas técnicas de processamento e industrial, como
secagem, defumacdo, tostagem e grelhagem (HOWARD & FAZIO, 1980;
GRASSO, 1984; LARSSON, 1986; BARTLE, 1991; CAMARGO, 2000, PHILLIP,
1999). ZABIK et al,(1996) mostraram que peixes defumados ricos em gordura,
assim como as carnes vermelhas, sédo fonte significativa de exposicdo aos HPAs.

TAKATSUKI et al. (1985) analisaram pescados de uma &rea nao
industrializada do Japao e observaram em filés de varias espécies de peixe



contaminacao abaixo do limite referencial para Benzo-a-pireno e quantidades
superiores a 3ug/Kg nos mariscos. Os peixes, em geral, conseguem
biotransformar os HPAs de forma muito mais eficiente que os moluscos. Nestes
ultimos a contaminacéao persiste por longos periodos e, quando sao coletados em
locais poluidos, podem apresentar contaminagcdo com HPAs na ordem de mg/Kg
(PHILLIPS, 1999).

McLEESE et al. (1987) investigaram o acumulo de HPAs em pescados de
interesse comercial, expostos a agua e sedimentos contaminados. Os resultados
mostraram que mexilhdes, mariscos, e camardes tendem a incorporar este
poluente nos seus tecidos em periodos relativamente curtos (4 dias), tornando-os
importantes fontes de HPAs para o homem.

Os HPAs encontram-se concentrados nos sedimentos marinhos,
principalmente em aguas costeiras, onde estdo disponiveis principalmente para
peixes que se alimentam do fundo e para organismos filtradores (PHILLIPS, 1999).
Bivalvos, devido a sua capacidade de filtrar eficientemente as particulas
suspensas na agua do mar, podem estar cronicamente expostos a sedimentos
contendo HPAs em estuérios poluidos (PRUEL et al., 1987; BAUMARD et al.,
1999).

2.2. Composicao quimica de 6leo bruto e derivados de petréleo

O petréleo é derivado de matéria de origem bioldgica, como restos de plantas
e animais, que, apds sedimentacdo em depdsitos argilosos, sofreram
decomposicao por bactérias aerdbicas e anaerdbicas, sendo transformados por
altas pressdes e temperaturas e incorporados por agua, acidos, enxofre e outros
produtos inorganicos presentes naturalmente no meio (CETESB, 2004a). Tém
como caracteristicas fisicas o estado liquido, oleoso, insolivel e menos denso que
a agua, de coloracédo variando entre pardo escuro e negro, sendo uma mistura
complexa de hidrocarbonetos, com 98% de predominancia, contendo ainda

nitrogénio, oxigénio e enxofre como importantes elementos quimicos presentes em



menor quantidade, e ainda metais como niquel, vanadio, cobre e até uranio. A
composicao fisica e quimica do petréleo bem heterogénea de local para local,
influenciada por varios fatores ambientais, como diferentes temperaturas,
pressoes, tipos de sedimentos e rochas além das caracteristicas dos elementos
originalmente decompostos. A tabela 1 mostra a caracteristica do 6leo bruto e
alguns compostos derivados de petroleo (CETESB, 2004a).

Estes compostos podem ser constituidos de poucos carbonos, como é o caso
do metano (CH,4), até cadeias contendo inumeros destes elementos, estando
constituidos de ligacbes abertas entre si, formando cadeias carbdnicas, até
ligagdes ciclicas, ou aroméaticas, formando anéis benzénicos, como por exemplo o
benzeno, tolueno e xileno. Suas férmulas quimicas estdo descritas a seguir, na

figura 3.

CH3 CH3

CH3

()
FIGURA 3: Componente B.T.X., composto pelo benzeno (a), tolueno (b) e xileno
(c), respectivamente.
Fonte: SOLOMONS, T.W.G. Quimica Organica. Rio de Janeiro, v.1, 777p,

1996.

Apoés os processos de refino ou destilagdo, muitos s&o os produtos derivados
do petréleo, tais como 6leo diesel, gasolina, polimeros, querosene, etc., também
constituidos de uma mistura complexa de hidrocarbonetos diferentes e que,

igualmente, possuem carga poluidora muito grande quando em contato com o



meio ambiente (BAIRD, 2002).

A gasolina possui muitos compostos téxicos, sendo que o principal é o
benzeno, um conhecido carcin6geno. Estdo presentes também outros supostos
carcindégenos tais como compostos aromaticos e aditivos oxigenados (PRO-ACT,
1999).

No Oleo diesel, compostos toxicolégicamente relevantes como benzeno,
tolueno, etil benzeno e xileno sdo encontrados, sendo também comum alquil
benzenos (C3 e C4) e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HPA’s) tais como:

naftaleno, fenantreno, fluoreno, fluoranteno e pireno (IPCS, 1996).

TABELA 1: Caracteristddicas fisicas de alguns tipos de éleos

Gravidade
Ponto de Ponto de Ponto de

espec"ica Grau API15C Viscosidade pureza (gc) Ignlgﬁo (gc) ebuligﬁo (gc)

(150) cs (38C)
Oleo cru 0,8a0,95 5a40 2021000 -35a10 wvariavel 30a500
Gasolina 0,65 a 0,75 60 4a10 na -40 30 a 200
Querozene 0,8 50 1,5 na 55 160 a 290
Oleo comb. n? 2 0,85 30 1,5 -20 55 180 a 360
Oleo comb. n® 4 0,9 25 50 -10 60 180 a 360
Oleo comb. n® 5 0,95 12 100 -5 65 180 a 360
Oleo comb. n° 6 0,98 10 300 a 3000 2 80 180 a 500

Fonte: COMPANHIA DE TECNOLOGIA DE SANEAMENTO AMBIENTAL,
Aspectos Fisico-Quimicos do Petrdleo, Disponivel em:
http://www.cetesb.sp.qgov.br/emergencia/acidentes/vazamento/oleo/a fisicos.asp

acesso em: 10 out. de 2004a.

Os hidrocarbonetos, constituintes de todos estes produtos, sdo subdivididos
em dois grupos fundamentais, os alifaticos, que sao geralmente lineares (Figura 4)
e/ou ramificado, onde estdo, por exemplo, os alcanos (hidrocarbonetos lineares
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saturados, ou seja, com hidrogénio completando as ligacées carbono carbono) e
os alcenos (hidrocarbonetos lineares insaturados, pois ha auséncia de alguns
hidrogénios, forcando a cadeia a fazer uma ou mais ligacdes duplas carbono
carbono), e os aromaticos (Figura 5), como sugere 0 nome, possuem anéis
aromaticos, ou benzénicos em sua formula estrutural, dando, com isso, arranjo
tipico a esses hidrocarbonetos (MORRISON, 1996).

2.3. Petroleo e seus derivados no ambiente

Desde o primeiro grande acidente em 1969, no canal da Inglaterra,
ocorreram mais de 40 grandes derramamentos marinhos de petréleo. Os
vazamentos durante o transporte sdo responsaveis por 45,5% do petroleo langcado
ao mar, enquanto que os vazamentos de atividades em terra vém em segundo
lugar, representando 29% (SLOAN, 1999).

Ap6s a entrada no ambiente, o petrdleo sofre alteracbes de suas
caracteristicas originais, devido a fatores fisicos (evaporacdo, dissolucao,
dispersao, oxidacado fotoquimica, adsorcao as particulas, etc) e principalmente
biologicos (biodegradacao) (SLOAN, 1999). As transformacdes fisicas e biolégicas
sao reguladas pelas caracteristicas especificas do derramamento e do ambiente
atingido. Assim, o grande impacto ambiental e persisténcia do petréleo no
ambiente dependem de fatores como: habitat atingido, tipo e quantidade do éleo
derramado, espécies de organismos atingidos, época do ano (pode afetar o ciclo
de vida das espécies), condicoes hidrograficas e meteorolégicas (podem afetar a
dispersdao do petréleo), clima, frequéncia e duragdo da exposicdo ao petrdleo e
praticas utilizadas na tentativa de descontaminacao (SLOAN, 1999).

O petroleo e seus derivados podem persistir por mais de 20 anos nos
manguezais, antes que a vegetacao se recupere totalmente (MICHEL, 2002). Esta
alta persisténcia € explicada pela lenta biodegradagcdo dos hidrocarbonetos de
petréleo, devido a limitacdo de oxigenagcdo do meio e lenta ciclagem dos
nutrientes, essenciais para a atividade microbiana aerébia (SCHERRES & MILLE,
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1989).

Os efeitos crénicos da poluicdo com petréleo sado pouco conhecidos
(STRICKLAND, 1990). Os efeitos toxicos imediatos do petréleo tendem a ser
causadas principalmente por moléculas de baixa massa molecular e que se
degradam mais rapidamente. Ja os efeitos tdxicos crdnicos sao devidos as
moléculas de alta massa molecular, geralmente aromaticas, que apresentam
menor toxicidade , mas sao persistente, causando efeitos mais duradouros (SPIES
et al; 1996). CLARK & FINLEY (1982) consideram os efeitos crénicos mais
significativos do que os efeitos imediatos. Pequenas quantidades de petréleo
podem ter efeitos de longo prazo na diminui¢cao da diversidade de espécies em um
sistema (HOWARTH, 1991 ; NELSON SMITH, 1982). Tal alteracdao € causada
principalmente por efeitos fisioldgicos, carcinogénicos e citogenéticos de longo
prazo, alterando a reproducédo, crescimento, respiracdo, movimentagdo e
susceptibilidade a doengas de especiais vegetais e invertebrados marinhos em um
ambiente contaminado (SUCHANEK, 1993).

Foi observado que plantas de mangue diminuiram drasticamente a producao
de sementes durante 17 meses apdés um derramamento de petréleo no sudeste da
Australia (CLARK & WARD, 1994). J4 em outras regides, a presenca do 6leo
exerceu impacto negativo sobre a vegetacdo durante 17 anos (BAKER et al,
1993).

No caso de hidrocarbonetos aromaticos, como o benzeno, tolueno e xileno,
por terem baixa densidade, ou peso molecular, devido a presenga de poucos
anéis aromaticos, possuem mais facilidade de solubilizacdo em agua, tendo, com
isso, alto potencial téxico e facilidade de serem incorporados pelos seres vivos,
principalmente costeiros, que podem ser assimilados pela pele, branqueas,
ingestao de agua e alimentos contaminados (CETESB, 2004a).

Ja os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA’s), por possuirem muitos

anéis aromaticos, ou benzénicos, sao mais resistentes a biodegradacao,
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persistindo, com isso, mais tempo nos ambientes contaminados. Como exemplos
destes compostos altamente tdxicos e persistentes estdo o Antraceno, Benzo-a-
pireno, Fenantreno e Naftaleno. Estes HPA’'s sdo de facil solubilidade em
solventes orgénicos e baixa solubilidade em &agua, por possuirem maior peso
molecular pelo numero de anéis benzénicos (CETESB, 2004a).

Devido ao formato de suas estruturas moleculares os HPA’s possuem alto
poder mutagénico, por estarem diretamente relacionadas a atividade biologica.
Com isso, sua toxicidade pode causar cancer em moluscos, animais marinhos e
ao homem (CETESB, 2004a). Como exemplos destes HPA’'s podemos citar o
Fenantreno e Benzo-a-pireno, que estdo entre os 16 HPA’s prioritarios pela EPA
(Environmental Protection Agency) (SISINNO, 2003), sendo, desta forma, também
inclusos neste trabalho.

Dentre os efeitos carcinogénicos causados pelos HPA's cita-se as alteracdes
enzimaticas nas mucosas do trato gastrointestinal, aumento do peso do figado,
leucemia e tumores no figado e estbmago dos animais, sendo classificados de
efeitos agudos (exposicao a elevadas concentragdes por curto periodo de tempo),
ou crbnicos (baixas concentracdes por longo periodo de tempo). Os compostos
mais soluveis, como anteriormente vistos, podem ser adsorvidos pela corrente
sanguinea, ocasionando danos as células, a medula éssea e, principalmente, no
sistema nervoso central. No homem, estes compostos podem ainda provocar
danos no figado e rins (CETESB, 2004a).

A entrada de hidrocarboneto em um ecossistema pode resultar num aumento
ou decréscimo seletivo no tamanho da populacdo microbiana. O efeito do petréleo
no tamanho da populacdo dependera da composicdo quimica do Oleo
contaminante e das espécies de microrganismos presentes na comunidade de um
ecossistema particular. Compostos como o tolueno e o fenol, encontrados no
petroleo, tém sido usados como desinfetantes. A acdo dos componentes podem
ser bacteriostaticos ou bactericidas para o0s microrganismos, dependendo da

solubilidade e da concentracdo. O tolueno, por exemplo, pode estimular o
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crescimento de microrganismos em baixa concentracdo, mas mostra acao
bacteriostatica em alta concentracao (DAVIS et al., 1964). O fenol € outro exemplo
e pode ser utilizado por alguns microrganismos, mas apresenta atividade
bactericida quando em alta concentracdo. Além do efeito direto dos componentes
do petrdleo na comunidade microbiana, ha também o efeito toxico dos produtos
liberados, durante o processo de degradacdo. Os produtos da oxidacdo dos
hidrocarbonetos aromaticos, por exemplo, podem ser mais toxicos que o0s
compostos originais. LIU et al. (1992), por exemplo, verificou que os alcanos C5-
C9 nao eram téxicos, entretanto os &lcoois correspondentes apresentavam

atividade bacteriostatica.

2.4. O uso de microrganismos na degradacao de hidrocarbonetos

A biorremediacdo € a tecnologia que utiliza microrganismos para a
degradacgao de varias substancias quimicas toxicas e outras menos téxicas ou nao
téxicas, ou ainda a reducdo de sua concentracao a niveis aceitaveis no ambiente
como solo, agua e ar. A biorremediacdo visa acelerar os processos naturais de
degradacao e reciclagem de poluentes, tais como produtos de petréleo (gas,
diesel, 6leo combustivel, etc.), hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos (PAH,s —
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, PCB’s — bifenilas poli clorados, etc.),
solventes industriais (fendis, benzeno, acetona, etc.), pesticidas e metais
(arsénico, cromo, etc.) (KORDA et al., 1997).

A biorremediagdo teve um papel muito importante na limpeza do
derramamento de éleo causado pelo navio Exxon Valdez, no Golfo do Alasca, em
1989 e ha boas razdes para se acreditar que este método tera um papel
importante no tratamento de futuros derramamentos de 6leo em circunstancias
apropriadas (PRICE, 1993).

A utilizagdo de microrganismos nos processos de remediacao tem sido
bastante explorado, principalmente nos ultimos 25 anos. No entanto, ainda existe

uma resisténcia por parte da opinido publica quanto a sua aplicacédo. A capacidade
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de certos microrganismos serem capazes de utilizar hidrocarbonetos como fonte
de carbono foi apresentada por ZoBell em (1946). Ele também verificou que esses
microrganismos eram amplamente distribuidos na natureza, e a utilizacado de
hidrocarbonetos era altamente dependente da natureza quimica dos compostos
existentes na mistura do petréleo e das condi¢cdes ambientais.

Para que a degradacao de hidrocarbonetos de petréleo possa acontecer
efetivamente é necessario que bactérias adequadas estejam presentes e desta
forma a taxa de crescimento e biodegradacdo podem ser maximizadas, desde que
concentracoes adequadas de nutrientes e oxigénio sejam fornecidos e que o pH
esteja entre 6 e 9 (faixa de pH 6tima para degradacgéo), (VENOSA, 2001).

2.5. Importancia dos biosurfactantes na biorremediacao

Os biosurfactantes sdo compostos anfipaticos e portanto tendem a se
concentrar na interface de duas fases imisciveis, alterando suas propriedades
interfaciais (HOROWITZ et al., 1990). Sdo produzidos na superficie celular
microbiana ou excretados extracelularmente (VAN DYKE et al., 1993).

O crescimento de microrganismos em uma interface de agua e 6leo favorece
0 aparecimento de um biofilme, cuja formacao envolve as seguintes etapas: a) os
microrganismos aderem a superficie de grandes gotas de Oleo devido a
hidrofobicidade das células; b) as células aderidas formam uma camada delgada
na interface 6leo/agua, extraindo os compostos insollveis em agua da fase oleosa
e utilizando os sais minerais da fase aquosa; c) como as células revestem as
gotas de Oleo com seus biosurfactantes produzindo, elas reduzem a tenséo
interfacial entre o déleo e a agua, resultando na emulsificacdo do d6leo e
aumentando a area interfacial disponivel para o crescimento microbiano; d)
quando o composto oleoso contido nas gotas desaparecem, 0S microorganismos
colonizam outras gotas (ASCON-CARRERA & LEBEAULT, 1995).

Estes compostos de superficie ativa oferecem vantagens quanto aos
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surfactantes quimicamente sintetizados, devido a sua baixa toxicidade,
biodegradabilidade, especificidade e estabilidade em valores extremos de pH e
temperatura (HOROWITZ et al., 1990, KUSHIDA, 2000). Em um estudo realizado
no mar do norte, o surfactante comercial Finasol OSR5 e um biosufactante foram
adicionados, separadamente, em por¢cées oleosas no ambiente marinho. O
biosurfactante adicionado ndo mostrou efeitos tdxicos sobre diatoméaceas, ciliados,
nematoéides, copépodos e plantas aquaticas e removeu mais eficientemente o 6leo
quando comparado ao surfactante comercial, o qual foi altamente maléfico aos
organismos marinhos (VAN DYKE et al., 1993).

A maior area para a aplicacdo dos biossurfactantes € a industria de dleo,
tanto para a extracdo de petrdleo como para incorporagdo nas formulacdes de
6leo. Outras aplicagdes incluem biorremediacao/dispersdao de derramamento de
6leo em solo e no mar, remocéao de lodo de 6leo de tanques de estocagem e
aumento de recuperacao de 6leo (BANAT et al, 2000).

Os bioemulsificantes também podem ser adicionados nos ambientes para
estimular o processo de biorremediacao. Acinetobacter radioresistens que produz
o bioemulsificante alasan nao foi capaz de usar hidrocarbonetos como fonte de
carbono, mas foi adicionado numa mistura de bactérias degradadoras de éleo
para aumentar a taxa de biorremediacdo. Isso acontece pela transferéncia
horizontal do emulsificante da bactéria produtora para a bactéria heterdloga. Foi
observado que o emulsificante alasan se ligou na superficie de Sphingomonas
paucimobilis EPA505 e A. calcoaceticus RAG-1 e mudou as propriedades
superficiais desses microrganismos. Essa transferéncia horizontal de
bioemulsificantes de uma espécie de bactéria para a outra tem implicacdes
significantes nas comunidades microbianas, co-agregacao e biofiimes (RON &
ROSENBERG, 2001).

Na biodegradacao de compostos de petrdleo, os biosurfactantes apresentam
fundamental importancia, uma vezes que estes sao insolliveis em agua,

colaborando na solubilizacdo e emulsificagdo dos mesmos, e facilitando o acesso
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do microrganismo aos hidrocarbonetos. A area superficial do 6leo é de extrema
importancia devido ao crescimento dos microrganismos degradadores ocorrer

quase que exclusivamente na interface 6leo/agua.

Os microrganismos que produzem biosurfactantes sao bastante adequados
na formacdo do consoércio microbiano, desde que a adicdo de agentes
biosurfactantes, incorre em custos maiores de producgéo e purificacao.

2.6. Importancia dos nutrientes na biorremediacao

O petréleo é composto principalmente de hidrocarbonetos, que podem servir
como fonte de carbono para o desenvolvimento de microrganismos. Ha,
entretanto, necessidade de outros nutrientes e, entre eles, o nitrogénio e o fosforo
sdo requeridos em maior quantidade. Além disso ha também demanda por
micronutrientes, tais como o enxofre, ferro, magnésio, calcio e sdédio, 0os quais

devem estar presentes para o crescimento dos microrganismos.

Historicamente, nutrientes necessarios que limitam a degradacédo microbiana
de hidrocarbonetos do petréleo foram o N e P (ZHOU & CRAWFORD, 1995; TING
et al., 1999). Estes nutrientes sado importantes para a producdo celular e seu
suplemento aumentam a eficacia da degradacao dos hidrocarbonetos de petréleo
(WALWORTH & REYNOLDS, 1995; ZHOU & CRAWFORD, 1995; TING et al.,
1999). A quantidade de N e de P requeridos para converter 100% do petréleo em
carbono/biomassa pode ser calculado pela relacdo C:N e C:P encontrada no
material celular (DIBBLE & BARTHA, 1979).

O ferro € essencial aos microrganismos pois € requerido para diversas
funcbes celulares. Apesar de ser um dos metais mais abundantes na Terra,
apresenta baixa solubilidade em ambientes aerdbios e no pH fisiol6gico da célula.
Além disso, quando em solucdes, sao formados complexos de hidroxidos férricos
insoluveis, limitando a quantidade de ferro soluvel. Como consequéncia, o ferro
encontra-se em baixa biodisponibilidade no ambiente e geralmente, ndo atende a
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demanda celular dos microrganismos (CRICHTON, 1991).

A disponibilidade desses elementos varia em diferentes ambientes e eles
podem ser adicionados para estimular a biodegradacdo. No solo, o ajuste no
balanco C/N/P pode ser facilmente efetuada pela adicdo de fertilizantes.
Entretanto, em ambiente aquatico, o ajuste de balanco oferece maior problema,
pois deve ser efetuado de forma a ndo ser dissipado da interface 6leo-agua. Duas
estratégias tém sido utilizadas para sanar o problema: o encapsulamento do
fertilizante numa matriz que permita a flutuacao e liberacédo lenta ou o uso de
compostos oleofilicos que permanecam na interface (ATLAS & BARTHA, 1973).
Entre os fertilizantes oleofilicos podem ser utilizados uréia parafinada, octilfosfato,
octoato férrico, fosfato duplo de aménia e magnésio parafinado, que podem
estimular a biodegradagdo em diferentes ecossistemas aquéticos (ATLAS &
BARTHA, 1973; DIBBIE & BARTHA, 1976; HOWORITZ & ATLAS, 1977; OLIVIERI
etal., 1976; BERGSTEIN & VESTAL, 1978).

Em estudo utilizando fertilizantes de lenta liberacdo, como o Osmocote (Os.
Scotts, Marysville, OH) e Inipol EAP-22 (Ip; ATOFINA Chemicals, Philadelphia,
PA), combinado com nutrientes inorganicos Ran Xu e Obbard 2003, avaliaram a
eficiéncia desses nutrientes na degradacdo dos hidrocarbonetos de petréleo
presentes nos sedimentos de praia. A degradacado dos hidrocarbonetos alifaticos
presentes no Oleo tratados com Osmocote no sedimento de praia foi de 96%. A
combinacdo de nutrientes sollveis e Osmocote favoreceu a estimulo do
metabolismo dos microrganismos indigenas, bem como manteve o liberagdo dos
nutrientes, aumentando, assim, a biodegradacao dos hidrocarbonetos do petréleo
presentes no sedimento da praia.

2.7. Toxicidade de produtos da biodegradacao

A toxicidade nada mais é do que a exposi¢cdo de organismos as substancias
potencialmente tdxicas, em determinadas concentracbes e durante certos

periodos de tempo. Alguns testes, chamados testes de toxicidade, tém como
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objetivo avaliar propriedades téxicas destas substancias em determinado grupo ou
quantidade de organismos.

Um destes testes, chamado de toxicidade aguda, tem por objetivo avaliar
resposta severa e rapida de um organismo vivo a determinada substancia, sendo
avaliada num intervalo que varia de 0 a 96 horas. Para avaliar a toxicidade aguda
utiliza-se geralmente testes de concentracdo letal (CLsp) ou concentracdo efetiva
(CEso), em 50% dos organismos testados (KAMIDA, 2004).

Segundo DUTKA (1989), um bioensaio utilizando sementes de alface ou de
outras espécies com crescimento rapido e baixa reserva de energia é
recomendado. Em curto espago de tempo, pode-se avaliar germinacao e/ou
crescimento radicular, sendo, desta forma, um indicador biolégico sensivel a

efeitos tdéxicos agudos.

No processo de biodegradagcdo de um composto, este é alterado e
subdividido em minerais (mineralizagdo) e demais sub-compostos, 0s quais podem
permanecer no préprio local, solo ou agua, onde o composto esta sendo
degradado (biodegradacao in situ), ou podem ser utilizados por outros seres Vvivos,
sendo assimilados e utilizados no seu processo metabdlico (TECNOLOGIAS,
2003), neste caso podem oferecer poder toxicoldégico ao ser vivo que entrar em
contato com ele, causando, em alguns casos, manifestacdo adversa dos seres a
este novo composto, como reacgdes fisioldégicas e bioquimicas, provocando, por
exemplo, inibigdo no crescimento, na vitalidade, alteracbes na resisténcia a
parasitas e aparecimento de doencas, e na capacidade reprodutiva (LIMA, 2003 a
e b).

Em virtude disto, muitos organismos vivos sao utilizados como bioindicadores
na avaliagdo da presenca de algum composto adverso ao meio, como algas e
liguens, para indicar certos compostos poluentes presentes no ar, e vegetais para
indicar contaminantes na agua e no solo. Ainda as plantas superiores sao

comumente utilizadas como bioindicadores de contaminacdo ambiental, e, quando
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utilizadas em laboratério, com objetivo de indicar a presenca de compostos
toxicos. Estes organismos sdo chamados de organismos testes (LIMA, 2003 a e
b).

2.8. Consorcio microbiano

Como visto no item 2.2. o0 éleo bruto e derivados de petroleo constituem uma
mistura complexa de muitas diferentes classes de hidrocarbonetos. Assim um
unico organismo nao é capaz de degradar completamente uma area contaminada.
Portanto, € interessante o uso de um consércio microbiana com varias cepas, para

promover uma biorremediagcdo mais efetiva.

As caracteristicas fisico e quimicas do 6leo sdo importantes para que ocorra
a biorremediacdo. Assim os 6leos brutos mais pesados que contém grandes
quantidades de resinas e asfaltenos sao mais dificeis de serem biodegradados do
que os 6leos brutos mais leves que sdao mais ricos em compostos alifaticos
(VENOSA, 2001).

Varios autores tem proposto a utilizacdo de culturas mistas para fins de
biorremediagcdo (RAMBELOARISOA et al., 1984; CHHATRE et al., 1996; TANO-
DEBRAH et al.,, 1999; VENOSA et al., 1999). Com a utilizagdo de um consorcio
microbiano, formado por bactérias de ocorréncia natural, especialmente
selecionadas, objetiva-se acelerar o0s processos de degradacdao de
hidrocarbonetos de petrdleo, removendo os compostos tdxicos e de dificil

degradacéo.

Os hidrocarbonetos representam uma classe de compostos naturais,
presentes ndo somente em areas poluidas com petréleo, mas também na maioria
de solos e sedimentos, em pequenas quantidades, sendo que desta forma é
natural encontrarmos microrganismos capazes de degrada-los (ROSENBERG et
al., 1992). Para que o0s microrganismos possam utilizar os hidrocarbonetos

insoluveis é necessario o fornecimento de mais nitrogénio e fésforo do que as
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quantidades normalmente presentes no meio ambiente, de forma que ha a
necessidade da manutencao de concentracbes 6timas de nutrientes em contato
com o 6leo (VENOSA, 2001).

Segundo ROSENBERG et al. (1992), as fontes usuais de nitrogénio e fosforo
possuem uma alta solubilidade em agua, limitando a utilizagdo destas fontes em
sistemas abertos (aguas e solos contaminados no tratamento “in situ”, ou seja no
préprio local de ocorréncia da contaminacdo) devido a sua rapida diluicdo. Os
autores sugerem a utilizacdo de outras fontes de nitrogénio e fésforo, menos

sollveis, tais como um fertilizante hidrofébico na forma de P>Os.

2.9. Caracterizacao molecular de microrganismos

Os primeiros sistemas de classificacdao de procariotos eram baseados apenas
em algumas propriedades fenotipicas que eram usadas para agrupar linhagens, a
despeito de qualquer afinidade evolutiva verdadeira e por isso foram tidos como
artificiais. Estes sistemas refletiam as limitagces tecnolégicas daquele periodo. Na
pratica, estes sistemas, baseados em algumas propriedades morfoldgicas e
comportamentais, levaram a sérios erros de classificagdo microbiana, nos mais
variados grupos de bactérias (BOONE & CASTENHOLZ, 2001). Tais métodos
microbiolégicos tradicionais baseados em caracteristicas fenotipicas, como
propriedades morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas, governaram por décadas a
taxonomia microbiana e forneceram informacao descritiva para a estruturacado de

diversos taxa bacterianos.

Na natureza apenas uma pequena fracao dos microrganismo sao cultivaveis
através do emprego de métodos microbiolégicos convencionais (AMANN et al.,
1995). Estimativas recentes sugerem que existam pelo menos 6 milhdes de

espécies de bactérias em solos e oceanos (CURTIS et al., 2002).

Nos ultimos 40 anos, com o desenvolvimento nas areas de quimica, biologia

molecular, estatistica e informética, a taxonomia de procariotos sofreu profundas
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alteracdes na direcao de um sistema que refletisse as relagbes evolutivas entre os
organismos aproximando a classificagdo microbiana o melhor possivel da
realidade biolégica. O uso da homologia DNA-DNA associada a uma variedade de
caracteristicas ecoldgicas e fenotipicas na classificagdo de microrganismos foi
denominada de taxonomia polifasica por Colwell (1970ab). Colwell propds a
integracdo da informagcdo do nivel molecular ao ecoldgico para se obterem
identificacbes e classificacbes mais precisas e confidveis. Em principio, toda
informagdo genotipica, fenotipica e filogenética pode ser incorporada na
taxonomia polifasica, mas a hibridizacdo de DNA-DNA tem papel pivotal no

delineamento de espécies.

WOESE & FOX (1977) publicaram o trabalho seminal sobre o uso de
seqliéncias do cromossomo RNAr 16S para a reconstrucdo da Arvore da Vida.
Subsequentemente, se demonstrou que o RNAr 16S seria extremamente Util na
afiliacdo filogenética de bactérias em espécies, géneros e familias (WOESE,
1987), O uso do RNAr 16S foi prontamente incorporado a taxonomia polifasica
(STACKEBRANDT & GOEBEL, 1987). O desenvolvimento rapido dos métodos de
sequenciamento de DNA e o acumulo da informacao de seqiéncias em bases de
dados publicas de livre acesso (http://www.ncbi.nim.nih.gov/), tém permitido o
sequenciamento comparativo de genes homologos entre linhagens microbianas e

€ agora procedimento padrdao em sistematica microbiana.
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3 - OBJETIVOS

Verificar a capacidade dos microrganismos em degradar os hidrocarbonetos
derivados de petrdleo utilizados na primeira fase do trabalho.

Formular um consércio com as cinco linhagens que obtiveram melhores

resultados na degradacao dos hidrocarbonetos derivados de petréleo.

Avaliar a capacidade deste consorcio em degradar os hidrocarbonetos
presentes no 6leo bruto em microcosmos utilizando solo com e sem histérico de

contaminacao.

Avaliar a necessidade de fontes de nutrientes na liofilizacdo do consércio

microbiano.
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4 — MATERIAL E METODOS

4.1. Reativacao de linhagens preservadas sob congelamento

Quarenta e trés linhagens de bactérias da colecao de cultura do Laboratério
de Sistematica e Fisiologia Microbiana (Faculdade de Engenharia de
Alimentos/UNICAMP), preservadas sob congelamento em solucdo de
glicerol/caldo nutriente (10% v/v), foram submetidas a reativacdo com o intuito de
serem testadas quanto a degradacgao de hidrocarbonetos (Tabela.2).

Todas as linhagens foram isoladas de solos contaminados com
hidrocarbonetos, coletados nas proximidades da refinaria em Paulinia - SP e de
efluente de oficinas de reparos de tanques de caminhdes de petréleo. As
linhagens sao produtoras de biossurfactantes conforme descrito por CARVALHO
et al. (1997). A reativacdo se deu por cultivo direto em agar nutritivo ou caldo
nutriente. Linhagens de dificil crescimento foram cultivadas em meio sélido. Apés
a reativacao, foi verificada a pureza através da coloragdo de Gram.

TABELA 2: Linhagens da colegdo de culturas do Laboratério de Sistematica e
Fisiologia Microbiana, isoladas de solo contaminado com o0leo diesel. Todas as
linhagens foram testadas quanto ao uso dos hidrocarbonetos como fonte de
carbono

Cepa | LINHAGEM CARACTERISTICAS DA CULTURA IDENTIFICACAO
1 4001V Bastonetes G+ cultura creme rugosa nao identificada
2 4002 Bastonetes G+ colbnias branco acinzentada Bacillus firmus
3 4003 Bastonetes G+ colbnias branco acinzentada Bacillus firmus
4 4004 Bastonetes G+ colbnias branco acinzentada Bacillus circulans
5 4005 Bastonetes G+ coldnias branco acinzentada Bacillus megaterium
6 4006 Bastonetes G+ coldnias branco acinzentada Bacillus brevis
7 4007 Bastonetes G+ colbnias branco acinzentada Bacillus brevis
8 4008 Bastonetes G+ colbnias branco acinzentada Bacillus sp.
9 4009 Bastonetes G+ colbnias branco acinzentada Bacillus sp.
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10 4010 Bastonetes G+ colbnias branco acinzentada Bacillus sphaericus

11 4011 Bastonetes G+ colbnias branco acinzentada Bacillus badius

12 4012 Bastonetes G+ coldnias branco acinzentada Bacillus badius

13 4013 Bastonetes G+ colbnias branco acinzentada Bacillus subtilis

14 4015 Bastonetes G- coldnia pigmento violaceo Chromobacterium sp.

15 4016 Bastonetes G- colbnia pigmento violaceo Chromobacterium sp.

16 4016L Bastonetes G- col6nia pigmento violaceo Chromobacterium sp.

17 4018 Células em espiral G+/- colénia amarela Planococcus citreus
cremosa

18 4019 Bastonetes G - Aeromonas sp.

20 4021 Cocos G + colbnias amarela-laranjada Micrococcus luteus

21 4022 Bastonetes G - cultura amarela Enterobacter aerogenes

22 4022L Bastonetes G — cultura amarela cremosa nao identificada

23 4023 Bastonetes G - cultura amarela Enterobacter aerogenes

24 4024 Cocos G+ coldnias brancas Staphylococcus sp.

25 5B 11 Bastonetes G — col6nia brancas Nao identificada

26 L-28 Bastonetes G - col6nia brancas N&o identificada

27 B1A cultura amarela, rugosa, bastonetes pequenos, Enterobacter agglomerans
G-

28 B1E cultura  branca, circular, borda rugosa, nao identificada
bastonetes esporulados, G +

29 B1H cocos, G + colbnias brancas nao identificada

30 B2A cultura creme-amarelada, aspecto floculento, nao identificada
bastonetes finos, formando longos filamentos,
G+

31 B2B cultura  branca, circular, borda rugosa, nao identificada
bastonetes grandes, esporulados, G +

32 B3A cultura creme, cremosa, circular, borda rugosa, nao identificada
bastonetes pequenos, G +

33 B3B cultura creme com borda rugosa, circular, Nao identificada
bastonetes G + esporo central, com filamentos

34 B3C cultura branca, circular, cremosa, bastonetes nao identificada
compridos, esporulados G +

35 B3E cultura branca, cremosa, borda rugosa, nao identificada
bastonetes grandes, esporulados, G+

36 B3F cultura branca, cremosa, bastonetes nao identificada
esporulados, G +

37 B3G cultura creme, borda rugosa, bastonetes nao identificada

pequenos, G +
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38 B3H cultura grande, branca, cremosa, borda rugosa, nao identificada
bastonetes grandes, esporulados, G +

39 B3l cultura branca, cremosa, borda rugosa, | ndo identificada
bastonetes grandes, esporulados, G +

40 B5A creme, bastonetes pequenos muito finos, G - nao identificada

41 B3J cultura branca, cremosa, borda rugosa, | nao identificada
bastonetes grandes, esporulados, G +

42 5B4 bastonete G- col6nia amarela cremosa Flavobacterium sp
43 B1G cocobacilos, G - nao identificada
44 B1F cultura branca, cremosa, bastonetes finos nao identificada

esporulados, G +

4.2. Avaliacao da biodegradacao dos hidrocarbonetos

Para avaliacdo da biodegradacgao foram utilizadas as 43 bactérias reativadas
conforme descrito anteriormente. Foi utilizado um meio minimo de sais, o qual
contém a quantidade minima de nutrientes necessaria para o desenvolvimento
microbiano (RAMBELOARISOA et al., 1984). Este meio possui caréncia do
elemento carbono, o qual deve ser obtido pelas bactérias através dos
hidrocarbonetos adicionados.

A Tabela 3 mostra a composicdo do meio minimo de sais utilizado neste

experimento:
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TABELA 3: Composi¢ao do Meio Minimo de Sais (M.M.S.):

Compostos (sais) Quantidade Unidade
Tris(hidroximetil)aminometano (0,1 M) 12,10 g/l
NaCl 23,00 g/l
KCI 0,75 g/l
CaCl».2H0 1,47 g/l
MgCl,.6H.0 5,08 g/l
MgSQ4.7H.0 6,16 g/l
NH4CI 3,74 g/l
Solugao de Sulfato de Ferro (1 g/l) 2,00 ml/I
Solucédo de Fosfato de Sédio (0,1 M) 4,00 ml/|
PH 7,30 pH

Fonte: RAMBELOARISOA, 1984.

O meio minimo foi acrescido dos nas concentracoes listadas na Tabela 4.
Suas estruturas quimicas estao representadas na Figura 4.

TABELA 4: Hidrocarbonetos utilizados nos testes de biodegradacao

Hidrocarboneto Concentracao (%)

tetradecano e tridecano (hidrocarb. alifaticos lineares e

saturados) 0,005
hexadeceno (linear insaturado) 0,005
pristano (ramificado saturado) 0,005
fenildecano (aroméatico ramificado) 0,005

naftaleno, fenantreno, pireno, benzo-a-pireno (aromaticos

policiclicos) 0,005
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Tridecano — CH3(CH,)11CHjs: Tetradecano — CH3(CHy,)12CHa:
AN AV VAN VANV ANAN

Estrutura quimica do Tridecano. Estrutura quimica do Tetradecano.

Hexadeceno - CH3(CH,)13CHCH.: Fenildecano CgHsCH3(CH2)sCH3::

NVAVAVAVAVAVAVAN

’

Estrutura quimica do Hexadeceno. Estrutura quimica do Fenildecano.

Pristano C¢HgCH3(CH>)sCH3:: Naftaleno — CygHs:

Estrutura quimica do Pristano. Estrutura quimica do Naftaleno.
Fenantreno — C4H1o: Pireno — CigH1o:

Estrutura quimica do Fenantreno. Estrutura quimica do Pireno.

Benzo(a)pireno — CigH12:

Estrutura quimica do Benzo(a)pireno.

FIGURA 4: Férmula molecular e estrutura quimica dos hidrocarbonetos utilizados
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4.3. Etapas do ensaio de biodegradacao

Os hidrocarbonetos foram divididos em dois grupos distintos, sendo os
hidrocarbonetos lineares, compostos pelo tridecano, tetradecano, pristano,
hexadeceno e fenildecano, e os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA’s),
compostos pelo fenantreno, naftaleno, pireno e benzo(a)pireno.

O experimento para cada bactéria e cada grupo de hidrocarbonetos, foi
composto pelas seguintes fases:

4.3.1. Inoculacao das bactérias em meio minimo de sais contendo
hidrocarbonetos

Cada linhagem foi incubada isoladamente em frascos Erlenmeyer de 125 ml
contendo 30 ml do meio minimo de sais, acrescido de hidrocarbonetos como fonte
de carbono na proporcdo de 0,005%, designados como hidrocarbonetos de
referéncia, em agitador rotatério (Shaker marca New Brunswick Scientific modelo
Innova 4900) a 150 rpm e 30°C para conferir aeracdo adequada, por um periodo
de 11 dias. Como controle foram utilizados as mesmas concentracbes de sais do
meio de cultura e de hidrocarbonetos, mas sem inoculacédo de bactérias, e frascos
controle contendo bactérias, mas sem hidrocarbonetos, sendo submetidos as
mesmas analises. O pH final de cada amostra foi analisado para verificar se as
atividades metabodlicas das bactérias, principalmente quanto ao crescimento,

interferiram neste parametro quimico.

Posteriormente, os meios de cultura foram centrifugados (Hitachi modelo
himac CR 21) por 20 min a 9.979,2 g e 15 °C, para separacao da massa celular e
do sobrenadante com os hidrocarbonetos. O sobrenadante foi reservado para

posteriores analises.

A massa celular foi lavada com uma solugdo de acetona:hexano (3:1 v/v)
para remocao de residuos oleosos e novamente centrifugado, repetindo todo o
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processo mais duas vezes, para total separacao das fases oleosas e das células
microbianas (PRUTHI & CAMEOTRA, 1997).

4.3.2. Crescimento celular e avaliacao do pH

Apl6s separacao por centrifugacdo, o precipitado foi armazenado em frasco
do tipo pesa-filtro, sendo colocado a estufa de secagem a 105 °C até obtencéo de
peso constante. O crescimento, ou produgcédo de biomassa, foi determinada como
peso seco, em gramas por mililitro (g/mL), (PRUTHI & CAMEOTRA, 1997).

O pH do meio de cultura foi avaliado no inicio e final do experimento

utilizando um pHmetro marca Micronal.

4.3.3. Porcentagem de degradacao

4.3.3.1. Extracao

Os hidrocarbonetos nao degradados foram extraidos do meio de cultura com
hexano, na concentracdo 1:1 (v/v). O procedimento foi realizado com auxilio de
funil de separacao, sendo o precipitado descartado e o sobrenadante, contendo o
solvente, submetido a cromatografia gasosa para analise da porcentagem de
degradacgao (JACOBUCCI, 2000).

4.3.3.2. Analise cromatografica

As amostras foram analisadas por cromatografia gasosa (Cromatégrafo
Shimadzu modelo GC 14A) , através da injecdo de 1 puL de amostra, utilizando
uma coluna capilar de Silica Fundida (Supelco), 60 m x 0,32 mm d.i. x 0,2 um de
espessura de filme, detector FID a 350 °C, injetor a 330°C, razao de split 50:1 e
hélio como gas de arraste em fluxo de 15 mL/min. A coluna foi mantida a 100 °C
por 2 minutos, depois a 275 °C por 10 minutos através da rampa de temperatura a
8 °C por minuto até 275 °C.
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4.3.4. Producao de biossurfactantes

No processo de degradacao dos hidrocarbonetos, cada bactéria foi analisada
quanto a capacidade de producdo de biossurfactantes, através de duas

metodologias descritas a seguir:

4.3.4.1. Determinacao da tensao superficial

O objetivo da avaliacdo da tensao superficial é dado, pois quando ocorre a
emulsdo dos hidrocarbonetos em agua (meio de cultura), provocada pelas
atividades microbianas, ocorre uma reducao da tensao superficial da amostra pela
quebra do filme de 6leo normalmente encontrado na superficie de amostras em
que nao ocorre a emulsdao. As amostras foram avaliadas quanto a reducao da
tensao superficial em Tensidémetro digital marca Kruss, modelo K10ST (COOPER
& GOLDENBERG, 1987). Como amostra padrao de calibracdo, foi utilizada

amostra controle, contendo a mesma concentracédo de hidrocarbonetos.

4.3.4.2. Determinacao da atividade de emulsificacao

A atividade de emulsificagdo é medida pela densidade éptica da emulsao
6leo em agua (O/A) (Figuras 5 e 6) (JOHNSON et al., 1992). No caso da
emulsificacdo O/A, os hidrocarbonetos estardo disponiveis no préprio meio, e,
portanto mais relevante, enquanto que nas emulsées A/O os hidrocarbonetos
estdo acima do meio. A medida da altura do halo formado na parte superior do
tubo da emulsdo agua em dleo (A/O) é feita em 24 h e a atividade foi expressa
em cm (COOPER & GOLDENBERG, 1987).

A avaliacdo da capacidade de emulsdo foi determinada em trés fases
diferentes:

A primeira medida foi realizada com uma aliquota de 3,5 ml retirada apés a

centrifugacdo do meio de cultura por 20 minutos a 9979,2 g e 15 °C, para
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eliminagé@o das células conforme item 4.3.1, sendo as aliquotas de cada amostra
colocada em tubos de ensaio padronizados Pyrex, de 13x100 mm e 1 cm de
diametro, e submetidas a leitura a 610 nm em espectrofotémetro marca Bausch &
Lomb, modelo Spectronic, para padronizacdo das amostras (JOHNSON et al.,
1992).

A segunda leitura foi realizada apds adicdo de 2,0 ml de tolueno nos tubos
Pyrex, e agitacao vigorosa, em agitador de tubos Vortex, por 1 minuto e 1 hora de
repouso (JOHNSON et al., 1992).

FIGURA 5: Avaliacado de emulséo tipo O/A (1) e A/O (2)

FONTE: KUSHIDA, 2000.

M Emulsdo do tipo agua em dleo
) (A/O) em cm (2)

Emulsdo do tipo éleo em &gua
U (O/A) em espectrofotdmetro (1)

FIGURA 6: Esquema para avaliagdo de emulséao tipo O/A (1) e A/O (2)
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4.4, Teste de toxicidade com sementes de alface cultivar Lisa Nacional

O teste de toxicidade foi feito com as cinco melhores cepas, selecionadas a
partir dos resultados de degradacao dos hidrocarbonetos. Amostras retiradas dos
sobrenadantes obtidos no item 4.3.1 foram filtradas em membrana Millipore 0,22
um e o filtrado diluido nas concentracées de 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125 e 1,56%
em agua destilada. Uma aliquota de 2mL de cada concentragao foi utilizada para
embeber discos de papel de filtro, os quais foram colocados no interior de placas
de petri de poliestireno (9cmo) (DUTKA,
1989). Para controle positivo de toxicidade foram empregados 2 mL de NaCl (5
g/L) e para controle negativo, agua destilada. Foram colocadas em cada placa 50
sementes de alface e foram, incubadas em temperatura ambiente, envoltas em
papel aluminio por 48 horas. A medida do tamanho das raizes germinadas foi
realizada com auxilio de papel milimetrado (DUTKA, 1989).

A porcentagem de variagao de crescimento foi calculada segundo a equacgao:
% variacao de crescimento = comprimento médio da amostra — comprimento

médio do controle x 100 / comprimento médio do controle (DUTKA, 1989).

A concentracao efetiva que causou 50% (CEsp) da inibicdo da germinacao e
alongamento das raizes, foi calculada pela equacédo correspondente a curva de
regressao (valores médios de crescimento pelas concentracdes de diluicao

correspondentes) e o valor de R? da equagao.

4.5. Avaliacao do tamanho do inéculo na degradacao de 6leo bruto em meio

minimo de sais

Com as cinco linhagens selecionadas na primeira parte do projeto (cepas 1,
9, 22, 23, 36), como sendo as melhores degradadoras de hidrocarbonetos
derivados de petréleo, foi formulado um consércio para avaliar a capacidade do
mesmo em degradar éleo bruto em meio minimo de sais (RAMBELOARISOA et

al., 1984), na concentracao de 0,3% de 6leo (V/V). As linhagens foram cultivadas
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em meio Agar nutritivo por um periodo de 24 horas e apds o periodo de
incubacéo, foi transferida uma algada para o meio Caldo Nutriente (Difco), sendo a
cultura incubada em agitador rotatério (Shaker marca New Brunswick Scientific
modelo Innova 4900) a 150 rpm e 30 °C. O crescimento acompanhado a intervalos
regulares de tempo, através de leitura da densidade Ooptica (DOsgonm) €m
spectrofotobmetro (marca Shimadzu modelo UV-1201) até atingir D.O de 1 para as
bactérias em questao. Foram retiradas aliquotas de 100 ul (experimento 1), 200ul
(experimento 2) e 300 ul (experimento 3) de cada bactéria e colocadas em
eppendorf, todas juntas, para formulagdo do consércio. A aliquota retirada foi
centrifugada (centrifuga marca Hitachi modelo himac CF 15 D) por 10 minutos ha
50400 g. Apd6s centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e o precipitado
(célula) ressuspenso com 1 ml do préprio meio minimo de sais e, inoculados nos
Erlenmeyers de 125 ml contendo 30 ml do meio minimo acrescido de 0,3% de éleo
bruto (V/V). Os frascos foram incubados em agitador rotatério (Shaker) marca New
Brunswick modelo Innova 4900 a 150 rpm e 30°C para conferir aeragdo adequada
por um periodo de 30 dias. Apés este periodo os hidrocarbonetos remanescentes
do 6leo foram extraidos com 30 ml de hexano em funil de separagao conforme
descrito por Chhatre et. al, (1996). Foi avaliada a degradac&o dos hidrocarbonetos
benzeno, tolueno, etilbenzeno, xileno, naftaleno, fenantreno, antraceno, pireno,
benzo-a-pireno, tridecano, tetradecano, hexadeceno, pristano e fenildecano,
presentes no Oleo bruto. Uma aliquota de 1 ul do hexano foi injetada no
Cromatografo Gasoso Shimadzu modelo CG 14 A equipado com uma coluna
BPX5 de (25 metros de comprimento, 0,22 MM de diametro interno e 0,25 um de
filme) e o injetor foi operado no modo splitless. A condicdo de operacdo do
equipamento foi: injetor 290° C , detector 320° C, coluna temperatura inicial 55° C
por 3 minutos e a primeira rampa foi aumentada de 5° C /minuto até 280° C e
mantida por 5 minutos, a segunda rampa foi aumentada de 3° C/minuto até 310° C
e mantida por 10 minutos. O tempo de corrida foi de 75 minutos.

34



4.6. Otimizacao da degradacao do 6leo bruto pelo consércio formulado em

microcosmo utilizando um solo sem historico de contaminacao

Nesse experimento foi utilizado solo Argisolo Vermelho distréfico (Hapluda)
(Embrapa, 1999) proveniente da estacao experimental da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (UFRG), coletados em profundidade de 0-20 cm, sem historico
de contaminacéao por hidrocarbonetos de petrleo. Amostras foram enviadas para
o Instituto Agronédmico de Campinas (IAC) para analise dos nutrientes contidos o
mesmo, conforme mostra a Tabela 5.

TABELA 5: Anadlise dos nutrientes do solo pelo IAC.

M.O g/dm’ 29
pH 5,9
P  mg/dm® 120
K mmolc/dm® 2,8
Ca mmolc/dm?® 85
Mg mmolc/dm® 15
Na mmolc/dm® ND
Al mmolc/dm® ND
H+Al mmolc/dm® 18
S.B. mmolc/dm® 102,8
C.T.C. mmolc/dm® 121
V% % 85
S mg/dm°® ND
B mg/dm° 0,2
Cu mg/dm® 4,0
Fe mg/dm® 70
Mn  mg/dm’ 3,8
Zn  mg/dm® 52,7
N g/Kg 0,77

Extratores:M.O.:Oxi-red; pH:sol.CaCl,. P, K, Ca, Mg: Resina; H+Al: sol. Tampao; B:agua quente;
Cu, Fé, Mn, Zn: D.T. P.A.; N:Ac. Sulfuric
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O solo foi peneirado com peneira Granutest ABNT 16 para retirada de

pedagos de raizes e uma melhor homogeneizagéo.

O microcosmo foi formulado adicionando-se 100 g de solo nos frascos de
1500 mL, hermeticamente fechados, com adicdo de 6leo bruto na proporcao de
5% (P/V). Sua umidade foi ajustada e mantida em 50% da capacidade de campo.
O dleo bruto utilizado foi cedido pela REPLAN (Petrobras), de Paulinia-SP. Foi
avaliado a concentracdo de nitrogénio, fésforo, ferro e tamanho do indculo,
utilizando a metodologia de superficie de resposta, com um planejamento fatorial
completo 2* com 27 ensaios e pontos centrais em triplicata (NETO, et al.; 1995),
para otimizacdo da degradacao dos hidrocarbonetos do petréleo. Utilizou-se Uréia
como fonte de nitrogénio, Fosfato de Potassio como fonte de fésforo e Sulfato de
Ferro como fonte de ferro. Foi preparada solucao estoque de 2M de Uréia, 1M de
Fosfato de Potassio e 2M de Sulfato de Ferro para posterior adicado ao solo. As
solugcbes foram adicionadas ao microcosmo conforme o planejamento do

experimento mostrado na Tabela 6.
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TABELA 6: Valores reais e codificados do experimento.

Valores codificados

Ensaios Uréia Fosfato de Sulfato de Ferro Inéculo
Potéassio
1 -1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1 -1
3 -1 1 -1 -1
4 1 1 -1 -1
5 -1 -1 1 -1
6 1 -1 1 -1
7 -1 1 1 -1
8 1 1 1 -1
9 -1 -1 -1 1
10 1 -1 -1 1
11 -1 1 -1 1
12 1 1 -1 1
13 -1 -1 1 1
14 1 -1 1 1
15 -1 1 1 1
16 1 1 1 1
17 -2 0 0 0
18 2 0 0 0
19 0 -2 0 0
20 0 2 0 0
21 0 0 -2 0
22 0 0 2 0
23 0 0 0 -2
24 0 0 0 2
25 0 0 0 0
26 0 0 0 0
27 0 0 0 0
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Continuacao da tabela anterior

Valores reais
Valores 2M /em ul/100g de 1M/ em ul/100g de 2M/em ul/100g

ml/100g de solo

codificados solo solo de solo
0 830 280 10 0,6
1 1080 370 13 0,8
-1 580 200 7 0,4
2 1330 450 16 1
-2 330 110 4 0,2

Os experimentos foram conduzidos durante 53 dias, para a avaliacdo da
producdo de C-COy, e durante 91 dias para avaliacdo da degradacdo do dleo
bruto através de cromatografia gasosa. Os experimentos foram realizados em
temperatura ambiente, para simular as variagcbes naturais de temperatura,
conforme mostra Figura 7. ApOs esse periodo foram retiradas amostras e
armazenadas em frascos ambar para posterior andlise da degradacao dos
principais hidrocarbonetos do éleo bruto.

FIGURA 7: Fotos do experimento conduzido durante 53 dias.
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4.6.1. Evolucao de C-CO; no experimento em microcosmos utilizando solo

sem historico de contaminacao

No experimento conduzido em microcosmos, conforme descrito no item 4.6,
foi avaliado a evolugdo do C-CO, Nesse experimento foi adicionado copinho de
café suspenso em um aparato de arame usado como suporte sobre a amostra de
solo e, foi adicionado 20 mL de NaOH a 0,5M para captagédo de CO; liberado. No
frasco controle foi adicionado apenas o copinho com NaOH. Apds incubacao os
copinhos foram retirados e receberam 1ml de BaCl, a 1M e algumas gotas de
fenolftaleina para titulagdo com HCI a 0,125M padronizado. A liberagdo de CO; foi
calculada pela férmula (STOTZKY, 1965):

mg CO.= (B-V). M.E

onde B= volume de HCI necessério para titular o excedente de NaOH da
prova em branco; V= volume de HCI necessario para titular o excedente de NaOH
da amostra; M= molaridade do HCI 0,125M; E= peso equivalente do carbono. A
producdo de CO. foi medida diariamente durante 53 dias para avaliagdo do

comportamento dos ensaios no planejamento experimental.

4.6.2. Andlise por Cromatografia Gasosa dos hidrocarbonetos presentes no
6leo bruto utilizado no microcosmo com solo sem histérico de

contaminacao

Os hidrocarbonetos presentes no éleo bruto, utilizado no microcosmo (item
4.6), foram extraidos do solo utilizando a metodologia proposta por VENOSA et
al.,1997, modificada. Foi pesado 1g de solo do microcosmo e adicionou-se igual
massa de Na,SOq anidro. Essa mistura foi extraida por sonicacdo em 3 tempos
por um periodo total de 12 minutos com 30 ml de Diclorometano. O extraido foi
centrifugado para deposicdo do material do solo em suspensado. Apds
centrifugacdo foi seco em rotaevaporador e ressuspenso em 500 ul de

Diclorometano. O produto foi armazenado em frascos ambar para andlise no
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Cromatografo Gasoso.

Uma aliquota de 1ul do extraido com Diclorometano foi injetado no
Cromatografo Gasoso (Shimadzu modelo CG 14 A) equipado com uma coluna
BPX5 de (25 metros de comprimento, 0,22 MM de diametro interno e 0,25 um de
filme) e o injetor foi operado no modo splitless. A condicdo de operacao do
equipamento foi: injetor 290 °C , detector 320 °C, coluna temperatura inicial 55 °C
por 3 minutos e a primeira rampa foi aumentada de 5 °C /minuto até 280 °C e
mantida por 5 minuto, a segunda rampa foi aumentada de 3 °C/minuto até 310 °C
e mantida por 10 minutos. O total da corrida foi de 75 minutos.

4.7. Avaliacao da degradacao do 6leo bruto pelo consércio microbiano em
microcosmo utilizando solo do landfarming da REPLAN (PETROBRAS)

Neste experimento foi utilizado um solo proveniente da area do landfarming
da Refinaria da Petrobras em Paulinia-SP (REPLAN). O landfarming da REPLAN
foi construido em 1987 e ocupa uma area de 40.000 m? (250 X 160 m) onde s&o
recebidos a borra oleosa proveniente do refino do 6leo bruto. Com isso, este solo
apresenta uma microbiota adaptada para degradacdo de compostos derivados de
petréleo. O microcosmo foi formulado adicionando-se 100 g do solo nos frascos de
1500 mL, hermeticamente fechados, com adicdo de 6leo bruto na proporcao de
5% (p/v). Sua umidade foi ajustada e mantida em 50% da capacidade de campo.
O O6leo bruto utilizado foi cedido pela REPLAN (Petrobras), de Paulinia-SP.
Utilizou-se Uréia como fonte de nitrogénio, Fosfato de Potassio como fonte de
fosforo e Sulfato de Ferro como fonte de ferro e o consércio microbiano liofilizado
nas concentragdes otimizadas definidas no experimento descrito no item 4.6.1. Os

experimentos foram desenvolvidos em triplicata da seguinte forma:
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Solo + Oleo (5% P/V) + HgCly

Frasco 1 L

p/esterilizar o solo
Frasco 2 Solo + Oleo
Frasco 3 Solo + Oleo + Nutriente

Solo + Oleo + Nutriente + Consorcio
Frasco 4 .

nao liofilizado
Frasco 5 Solo + Oleo + Liofilizado(c/nutriente)
Frasco 6 Solo + Oleo + Liofilizado (s/nutriente)

O consércio microbiano liofilizado foi reativado em meio caldo nutriente
(Difco) em erlenmeyer de 125 ml e incubado em agitador rotatério (Shaker marca
New Brunswick Scientific modelo Innova 4900) onde foi mantido 30 °C e 150 rpm.
O crescimento foi verificado de tempo em tempo através da densidade Optica
(DOsg0nm) €M espectrofotometro (Shimadzu modelo UV-1201) até atingir D.O de 1.
Apoés o crescimento foi retirado um volume de 0,6 ml (valor otimizado, definido no
experimento 4.6.1) do erlenmeyer, onde foi colocado em eppendorf e centrifugado
por 10 minutos a 3628.8 g para precipitacdo das células. O sobrenadante foi
descartado e as células ressuspensas em 200ul de agua MilliQ estéril e a
suspensao bacteriana foi adicionada ao microcosmo. O experimento foi conduzido
durante 91 dias para a avaliacao da degradacao dos hidrocarbonetos de petréleo
através de andlise por Cromatografia Gasosa. O experimento foi realizado em
temperatura ambiente, para simular as variacbes naturais da mesma. Apos o
término do experimento os hidrocarbonetos remanescente do 6leo bruto foram

extraidos conforme descrito no item 4.6.2.

4.8. Avaliacao do potencial de degradacao do oleo pelo consoércio

microbiano liofilizado com e sem fonte de nutriente

A avaliagdo do potencial de degradacdo dos hidrocarbonetos do 6leo bruto

em solos de landfarming pelo consércio liofilizado foi realizada da seguinte forma:

Foi preparado uma solugdo de Skim Milk (Difco Bacto) 20%. O meio foi
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distribuido em ampolas de vidro (2 mL em cada ampola), previamente
esterilizadas por aquecimento a 160°C por 2 horas, e tampada com algodao onde
foi autoclava por 15 minutos. Apos a esterilizagdo as ampolas foram congeladas e
transferida para o liofilizador, onde ficou por uma noite. O consércio microbiano foi
cultivado em meio caldo nutriente (Difco Bacto), até atingir densidade 6ptica de 1
em espectrofotdmetro. Um volume de 0,6 ml do crescimento foi (volume definido
na otimizacao, item 4.6) centrifugado e o sobrenadante foi descartado. As células
foram ressuspensas em agua MilliQ estéril e uma parte em solugdo de uréia,
fosfato de potassio e sulfato de ferro (2M), para a avaliacdo da necessidade
desses sais na liofilizagdo. Apos a ressuspensao das células fordo liofilizadas por
cerca de 60 minutos em liofilizador (FTS Systems modelo Dura-dry MP). O
liofilizado foi testado, para avaliar sua eficiéncia em degradar os hidrocarbonetos

de petréleo, conforme descrito no item 4.7.

4.9. Identificacdao do consoércio microbiano através da analise de seqiiéncia
do gene RNA ribossomal 16S

A extracdo de DNA gendmico das 5 linhagens bacterianas pertencentes ao
consoércio formulado, seguiu o protocolo de PITCHER et al, (1989). Uma alcada
(tamanho de um gréo de arroz) de crescimento bacteriano foi raspada das placas,
e transferida para eppendorfs. As células foram precipitadas por centrifugacao e o
sobrenadante descartado. Em seguida, o precipitado foi ressuspendido em agua
Milli-Q e novamente centrifugado a 3225.6 g por 3 minutos. As células foram,
entdo, ressuspensas em 100uL de tampéo Tris-EDTA pH=8,0 contendo 2mg/ml de
lisozima e incubadas a 37° C por 30 minutos. Adicionou-se 500 pL da solucao de
guanidina para promover a lise e agitou-se, brevemente, em vortex. O lisado foi
mantido a temperatura ambiente por 10 minutos e resfriado em banho de gelo,
250 pL de acetato de aménia 7,5 M, foram adicionados ao eppendorf e incubado
em gelo por mais 10 minutos. Foi adicionado 500 pL de cloroférmio-alcool
isoamilico (24:1, v/v) ao eppendorf. Este foi agitado manualmente para misturar e
centrifugado a 6451.2 g por 10 minuto. A fase aquosa formada na porgao superior
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do tubo foi transferida para um novo tubo de microcentrifuga e adicionado 0,54
vol. de isopropanol para precipitagdo do DNA. Apés inversao sucessivas, o tubo foi
centrifugado a 1892.8 g por 10 minutos. Os pellets de DNA foram lavados 2 vezes
com 1 ml de etanol 70% (v/v) e secos. Os pellets foram dissolvidos em 200 uL de
tampéo TRIS-EDTA pH=8,0 e adicionado 10uL de RNAse onde foram incubados
por 1 hora a 37° C. Apéds essa fase colocou-se um volume de cloroférmio-alcool
isoamilico (24:1), apds a adicao de 20uL de cloreto de litio 4M, a fim de remover a
proteina. Os microtubos foram agitados manualmente e centrifugados a 3225.6 g
por 10 minutos. Foram recuperadas 200 uL de solugcdo aquosa onde se encontra o
DNA. O DNA foi entao precipitado com a adicao de dois volumes de etanol 70% e
centrifugado a 1892.8 g por 3 minutos. O sobrenadante foi descartado e o DNA
seco a temperatura ambiente para remocao total do etanol. O DNA foi entdo
ressuspenso em 30uL de agua Milli-Q e estocado a 4° C para analise em

eletroforese em gel de agarose.

4.9.1. Quantificacao de DNA extraido por eletroforese

O DNA obtido na metodologia descrita no intem 4.9 foi visualizado e
quantificado em eletroforese em gel de agarose. Para a quantificacdo de DNA
estimada a intensidade das bandas foram comparadas com a intensidade das
bandas de padrdo de DNA do fago A (BRL Gibco) com concentragdes conhecidas.
O gel de agarose foi preparado dissolvendo tampdo TEB (Tris base [tris
(hidroximetil)Jaminometano], EDTA (&cido etilenodiaminotetraacético) e acido
bérico em agarose 0,7%, em um frasco Schott, onde foi levado ao microondas
para dissolver a agarose. Apds dissolver o meio foi esfriado até uma temperatura
de aproximadamente 60° C, quando foi adicionado brometo de etidio. Ap6s essa
etapa o gel foi vertido em uma bandeja e transferido para a cuba de eletroforese

onde continha o tampao TEB para a corrida.

O DNA foi misturado ao tampao de amostra, composto de glicerol e azul de
bromofenol, dissolvido em agua ou tampao TE (Tris, EDTA), na propor¢céao de 2:5
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(tampao de amostra:amostra de DNA) onde foi aplicado no gel para corrida e
submetido a eletroforese (100V; 400mA e 100W) Pharmacia mod. EPS-601 por
40 minutos. A visualisacdo e documentacdo das imagens dos géis foram feitas
através de um sistema de fotodocumentagdo GDS-8000 (UVP Bioimaging
Systems, Upland, CA) com o software LabWorks.

4.9.2. Amplificacao de fragmentos de DNA 16S pela técnica de PCR

A amplificagcdo do gene RNA ribossomal 16S a partir do DNA das linhagens
extraidas foi feita em um termociclador iCycler (Bio-Rad). O volume total de cada
reacao foi de 50 uL. O rDNA 16S foi amplificado a partir da concentracédo 50 ng de
DNA total. Cada reagao continha 20 pmol de cada primer, 200 uM de cada
desoxiribonucleotideo trifosfato, 1,5 mM de MgCl, (Invitrogen), 2U de Tag DNA
polimerase (Invitrogen), e 1/10 volume de um tampédo de PCR (10X) que
acompanha a enzima. Ap6s desnaturagdo por 2 minutos a 96°C, as reagdes de
amplificacdo foram submetidas a 30 ciclos de: desnaturacdo (1 min, 95°C),
anelamento (1 min, 50°C) e extens&o (3 min, 60°C), com uma extenséo final por 7
minutos a 60°C. Os primers utilizados (10f 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’; e
1110r 5-ACGGGCGGTGTGTACA-3’) sao universais para o Dominio Bactéria e
foram desenhados por Amann et al (1995). Os produtos de PCR foram
visualizados em gel de agarose (0,7%) contendo brometo de etidio (1 uL/100 mL),
submetido a eletroforese (100 V, 400 mA, 100 W) por 40 minutos. Os padrdes
utilizados foram o DNA do fago A (BRL Gibco) para quantificagdo e Generuler™
1kb DNA ladder (Fermentas Life Sciences) para estimativa de tamanho do produto

amplificado.
4.9.3. Sequenciamento do Gene 16S rRNA

Apb6s a amplificacdo dos fragmentos de interesse, procedeu-se a precipitacao
para a eliminagdo dos dNTPs que n&o foram incorporados. Foram adicionados 10

uL de isopropanol a 60% (recém preparado). Apds a homogeneizacao por
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agitacao, as microplacas foram deixadas em repouso a temperatura ambiente por
20 min e entdo centrifugadas a 4000 rpm por 45 min. O sobrenadante foi
descartado e 250 uL de etanol 70% foram adicionados. Apds a homogeneizagéo,
as amostras foram centrifugadas por 10 min a 716.8 g, o sobrenadante
descartado, e o precipitado incubado por 5 minutos a 40°C para secagem. Em
seguida o precipitado foi ressuspendido em 10 uL de formamida (HiDi formamida —
Applied Biosystems). A microplaca foi colocada em um termociclador para
desnaturacao do DNA a 96 °C durante 5 minutos e imediatamente colocada no
gelo por 2 minutos.

A leitura das bases foi realizada no Sequienciador Automatico de 96
capilares MegaBace (Amersham Life Science Molecular Dyenamics) do laboratério
de Divisdao de Recursos Microbiano do CPQBA (Centro de Pluridisciplinar de
Pesquisa Quimicas, Bioldgicas e Agricolas)/UNICAMP.

4.9.3.1. Analise filogenética das seqliéncias

As sequéncias geradas foram editadas removendo as bases de baixa
qualidade (< 20) através dos programas Phred/Phrap/Consed em sistema
operacional Linux (EWING & GREEN, 1998; EWING et al., 1998; GORDO et al.,
1998). As seqliéncia foram analisadas pelo BLASTn contra a base de dados do
NCBI (National Center for Biotechnololgy Information, wedsite http://
www.ncbi.nlm.nih.gov). As sequiéncias foram alinhadas utilizando-se o programa
Clustal W 1.8 (http://www.ebi.ac.uk/indes.html) (THOMPSON et al., 1994).
Posteriormente, o ajuste das extremidade das sequéncias de DNA, de forma que

todas elas tivessem o mesmo numero de bases e estivessem completamente
alinhadas, foi realizado com o auxilio do programa BioEdit ( HALL, 2001). Para o
calculo da significancia estatistica da similaridade entre as sequéncias foi utilizada
uma re-amostragem para 1000 replicacées (SWOFFORD et al. 1996).

O método de distancia (“Neighbour Joining”) (SAITOU & NEI, 1987) foi

utilizado para a construcdo da arvore filogenética com auxilio do programa
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TREECON (VAN PEER & DE WACHTER, 1994).
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5 — RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Crescimento celular

A avaliacdo do crescimento celular teve como objetivo verificar se as 43
linhagens tinham a capacidade de utilizar os hidrocarbonetos como fonte de
energia. A Figura 8 e 9 mostram o crescimento de cada bactéria nos diferentes
grupos de hidrocarbonetos testados.
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FIGURA 8: Peso seco das linhagens em HPA e hidrocarbonetos lineares.
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FIGURA 9: Peso seco das linhagens em HPA e hidrocarbonetos lineares.

Os graficos mostram que as cepas 1, 12, 23 e 34 apresentaram peso seco de
0,00022 g/mL de meio, sendo estas as que apresentaram melhores crescimentos
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em meio contendo hidrocarbonetos lineares como fonte de carbono.

A cepa 34 apresentou peso seco da ordem de 0,00043 g/mL de meio; as
linhagens 35, 36, 37 e 44 apresentaram peso seco de 0,00032 g/mL de meio,
0,00033 g/mL de meio, 0,00038 g/mL de meio e 0,00036 g/mL de meio,
respectivamente, sendo estas as melhores linhagens em relacdo ao peso seco em
HPA’s. JACOBUCCI (2000), utilizando efluente de uma oficina de reparo de
caminhdes, transportadores de derivados de petrdleo, como meios de cultura
obteve concentracdo celular de 1,826 mg/ml de meio de cultura utilizando a
bactéria Planococcus citreus em 120 horas de incubacao. J4, com esse mesmo
efluente como meio de cultura, mas com a bactéria Pantotea aglomerans, o

crescimento foi de 2,478 mg/ml do meio de cultura.

O crescimento celular esta diretamente relacionado com o aumento da
producdo de biossurfactantes. A produgdo de biossurfactante é influenciada
também pela reposicdo continua do substrato utilizado como fonte de carbono
(JACOBUCCI, 2000). Cabe lembrar que nos experimentos realizados, os
substratos, ou hidrocarbonetos, foram adicionados apenas uma vez, no inicio dos

testes.

KUSHIDA (2000) concluiu que houve um aumento na producéo de biomassa,
na producéao de biossurfactantes e uma diminuicdo gradativa do éleo residual, com
0 aumento do tempo de contato entre a cepa Planococcus citreus e o 6leo residual

utilizado.

Em estudos realizados foi observado que bactérias isoladas de landfarming
do Sistema Integrado de Tratamento de Efluentes (SITEL) do pd6lo Petroquimico
de Triunfo, RS apresentou um crescimento de 12,82 Log UFC, utilizando

Antraceno como fonte de carbono em 96 horas de incubacao. (SANTOS, 2004).
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5.1.1. Avaliacao do pH

Nos ensaios de biodegradacdo (ou avaliagdo do crescimento dos
microrganismos em hidrocarbonetos ), o pH do meio de cultura foi avaliado no
inicio e final do tempo de incubacdo. As Figuras 10 e 11 mostram o pH final do
meio obtido apos cultivo dos microrganismos do meio para todas as linhagens foi
de pH 7,1 para os hidrocarbonetos lineares e de pH 7,3 para os HPAs.
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FIGURA 10: pH do meio no final do experimento para as linhagens de 1 a 22

_\ I

FIGURA 11: pH do meio no final do experimento para as linhagens de 23 a 44
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Assim, pode-se observar (Figuras 10 e 11) que o pHs das amostras sofreram
pequenas alteragdes qunado comparados com o pH inicial. Os valores do pH das
amostras pouco se desviam dos valores iniciais para os dois tipos de

hidrocarbonetos.

O pH é um fator limitante para o crescimento microbiano, em fungcdo da
atividade enzimatica 6tima depender do pH. Muitos fertilizantes sao utilizados para
ajustar o balango de carbono, nitrogénio e fésforo do meio e neutralizar o pH de
um efluente ou local a ser tratado biologicammente e estimular o crescimento da
microbiota autdéctone ou adicionada intencionalmente (RAGHAVAN &
VIVEKANANDAN, 1999; FOGHT et al., 1999; MAKI et al., 1999). A maioria dos
microrganismos apresentam um melhor desenvolvimento em pH neutro, podendo
ocorrer o dobro da taxa de biodegradacéao de petréleo com a correcdo do pH do
solo (ROSATO, 1997).

5.2. Determinacao da Tensao Superficial

A tensdo superficial € um pardmetro que indica, indiretamente, a
emulsificacdo dos hidrocarbonetos no meio de cultura utilizado. Os resultados
obtidos mostram que as linhagens 1, 23, 35, 38 e 42 foram as que mais reduziram
a tensao superficial para os hidrocarbonetos lineares com valores respectivos de
45,5 dinas .cm™; 49,5 dinas .cm™; 54,1 dinas .cm™'; 54,2 dinas .cm™ e 52,1 dinas
.cm™, para um controle com valor de tensdo superficial de 64,7 dinas .cm™. As
cepas 2, 18, 20, 37 e 41 reduziram a tensao para todos os HPA's, obtendo-se
valores de 58,3 dinas .cm™’; 60,1 dinas .cm™; 60,5 dinas .cm™; 60,3 dinas .cm™ e
60,6 dinas .cm™, e para um controle de 66,8 dinas.cm™”. Os valores podem ser
verificados nas Figuras 12 e 13 (os valores nas figuras estdo em porcetagem de
reducdo comparadas com o controle). Essa baixa reducdo da tensao superficial
pode estar relacionada com o tempo de exposi¢cao de apenas 11 dias.

SANTOS (2004), obteve em um de seus experimentos, utilizando bactérias e
antraceno como fonte de carbono, reducdo da tensdo superficial de 33,2
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dinas.cm™ em 48 dias de cultivo. Um microrganismo eficiente em produzir
biossurfactante deve reduzir a tensdo superficial para valores préximos a 30,0—
35,0 dinas.cm'1(DESAI & BANAT, 1997). Para aumentar o rendimento da
producdo de biossurfactante, tem sido proposta a adicdo de sais de ferro ou
manganés (WEI &CHU, 1998).
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FIGURA 12: % de reducédo da Tensao Superficial para as cepas 1 a 22.
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FIGURA 13: % de reducédo da Tensao Superficial para as cepas 23 a 44.

5.3. Determinacao da Atividade de Emulsificacao

5.3.1. Emulsificacao tipo O/A

A emulsao do tipo 6leo em agua (O/A) das linhagens estudadas foi verificada
pela medida de absorbancia em espectrometria. Os valores de emulsdo obtidos
foram 0,1461 (linhagem 11), 0,1549 (linhagem 12); 0,1516 (linhagem 15); 0,183
(linhagem 16); 0,890 (linhagem 23) e 0,1587 (linhagem 38), apds crescimento em
presenca de hidrocarbonetos lineares no meio de cultura utilizado (Figura 16).
Para as linhagens com crescimento em HPA's os valores de emulsdo foram
0,0705 (linhagem 6); 0,0705 (linhagem 9); 0,0925 (linhagem 11); 0,0925 (linhagem
16), 0,0757 (linhagem 17) e 0,1308 (linhagem 22) tiveram melhor desempenho

apés crescimento em HPA'’s, conforme Figura 17.

Em trabalho recente NEVES (2002) obteve atividade de emulsificacdo de
6leo em agua (ABS) para a linhagem Bacillus badius, utilizando meio de cultura
para producdo de biossurfactante, adicionado de um consércio de HPA’s

(Naftaleno, Antraceno, Fluoreno e Pireno) no valor de 0,018 em 6 dias de cultivo.
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FIGURA 14: Capacidade de emulsificagdo do tipo O/A (linhagens 1-22).
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FIGURA 15: Capacidade de emulsificagéo do tipo O/A (linhagens 23-44).

5.3.2. Formacao de Halo - Emulsificacao do tipo A/O

A emulsificacao do tipo A/O nao foi verificado em nenhuma das linhagens.
Desta forma, os hidrocarbonetos sdo emulsionados no préprio meio de cultura

onde as linhagens estao presentes.
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5.4. Avaliacao da Biodegradacao

A avaliacado da biodegradacao por cromatografia gasosa, verificou-se que as
cepas 1, 5, 23, 25 e 29 apresemtaram os melhores valores de porcentagem de
degradacdo para os hidrocarbonetos lineares, e as cepas 1, 2, 9, 14 e 36
apresentaram os melhores valores de porcentagem de degradacdo dos
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos conforme mostra a Tabela 7 e as Figuras
16e17.

TABELA 7: Porcentagem de degradacao observada para os microrganismos com
melhor desempenho.

% de Degradacao

Hidrocarboneto |Linhagem %  Linhagem % Linhagem % Linhagem %  Linhagem %

Tridecano 1 48,68 5 52,02 23 3724 25 43,65 29 39,19
Tetradecano 1 48,53 5 51,44 23 33,61 25 38,14 29 34,7
Hexadeceno 1 48,76 5 52,59 23 3542 25 36,09 29 34,13
Pristano 1 48,27 5 51,78 23 37,2 25 35,67 29 33,28
Fenildecano 1 48,79 5 5228 23 3423 25 34,05 29 31,24
Fenantreno 1 40,36 2 100 9 62,97 14 100 36 21,26
Naftaleno 1 100 2 100 9 100 14 100 36 100

Pireno 1 100 2 100 9 100 14 100 36 54,94
Benzo(a)pireno 1 73,22 2 100 9 100 14 100 36 72,06

Em estudos utilizando agua do mar, ndo esterilizada, para simular as
condi¢cées marinhas naturais e, adicionando petréleo extraidos de pogos do Norte
do Alasca, ALDRETT et al, (1997) conseguiu uma reducdo na fracdo dos
hidrocarbonetos aromaticos do petréleo de 35 % em 28 dias de experimento em
shaker a 200 rpm e 20°C. Ja a reducéao na fragdo dos hidrocarbonetos saturados
foi de 40% para o mesmo periodo. Com bactérias isoladas de landfarming,
utilizando meio minimo de sais e antraceno como fonte de carbono, SANTOS
(2004) obteve uma reducao de 71,1% e, de 72% quando foi adicionado fonte de

ferro ao meio.
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MARIUZZO (2000) utilizando bactérias pertencentes ao género
Pseudomonas sp inoculadas em meio minimo acrescido de uma mistura de HPA’s
(Fluoranteno, B(b) Fluoranteno, B(K)Fluoranteno e B(a)Pireno) cultivadas por 40
dias a 25°C e 200rpm foi observado uma reducao de 99,85%, 99,82%, 97,61% e
98,5% desses hidrocarbonetos, respectivamente. Quando se utilizou os HPA’s
separadamente a porcentagem de reducdo caiu para 96,15% do fluoranteno,
97,76% do B(b) Fluoranteno, 76,55% do benzo(K)fluoranteno e de 72,54% para o

benzo(a)pireno
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FIGURA 16: Degradacao dos hidrocarbonetos pelas linhagens estudadas.
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Com base nos resultados acima demonstrados, conclui-se que as cepas 1, 9,
22, 23 e 36 apresentaram melhores valores em um maior nimero de parametros
analisados. Algumas linhagens apresentaram valores isolados melhores que as
acima citadas, mas apenas em um ou outro parametro, ndo sendo, por isso,
classificadas como melhores cepas, por ndo possuirem uma homogeneidade de
crescimento, quebra de tensdo superficial, emulsificacdo e porcentagem de
degradacdo. As cinco cepas selecionadas apresentaram valores bastante
equilibrados destes parametros, sendo consideradas bactérias com 6étimo
potencial de degradacdo dos hidrocarbonetos testados. A Tabela 8 apresenta a
porcentagem de degradacdo das 5 cepas selecionadas, demonstrando uma
homogeneidade na degradacao destes compostos.

TABELA 8:Resultados em porcentagem de degradacao das melhores linhagens.

Porcentagem de Degradacao das 5 Melhores Linhagens Selecionadas

Hidrocarbonetos

Linhagem % Linhagem % Linhagem % Linhagem % Linhagem %

Tridecano 1 48,68 9 30,46 22 24,11 23 37,24 36 27,47
Tetradecano 1 48,53 9 31 22 24,96 23 33,61 36 23,76
Hexadeceno 1 48,76 9 32,16 22 26,28 23 3542 36 24,26

Pristano 1 48,27 9 32,82 22 26,93 23 37,2 36 23,53
Fenildecano 1 48,79 9 31,83 22 25,5 23 34,23 36 21,48
Fenantreno 1 40,36 9 62,97 22 100 23 100 36 21,26

Naftaleno 1 100 9 100 22 30,21 23 23,02 36 100

Pireno 1 100 9 100 22 100 23 100 36 54,94

Benzo(a)pireno 1 73,22 9 100 22 100 23 100 36 72,06
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5.5. Testes de Toxicidade

As Tabelas 9 e 10, mostram, de acordo com a ordem crescente de
concentracao das amostras, os efeitos téxicos destas na germinacdo e
alongamento das raizes das sementes, verificando a concentragao efetiva que

causou 50% (CEsp) da inibicdo de germinacao e crescimento radicular.

TABELA 9:Concentracéo efetiva (ECsp) para os hidrocarbonetos lineares.

Amostras / Inibicao de Germinacao (%) para os hidrocarbonetos Lineares

Concent. *CTR 1 9 22 23 36
(%)
1,56 28,67 7,47 17,11 31,08 27,23 23,69
3,125 23,61 48,43 35,66 45,06 36,87 34,94
6,25 58,55 41,45 57,35 26,27 41,69 67,47
12,5 82,89 83,13 80,00 83,13 80,48 72,77
25 100,00 100,00 100,00 100 100 100
50 100,00 100,00 100,00 100 100 100

Equacdao 25,141Ln(x) 27,158Ln(x) 25,965Ln(x) 23,33Ln(x) 24,394Ln(x) 23,984Ln(x)
(y=50) +10,84 +4,2385 +8,4442  +13,417 +11,226 + 14,221
R? 0,9102 0,899 0,9634 0,7865 0,9189 0,9464
**ECso% 4,08 7,93 5,07 3,38 3,96 3,2

* CTR: Controle abiodtico** ECsge: Concentracao Efetiva de Toxicidade

para 50% das sementes.
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TABELA 10:Concentracao efetiva (ECsp) para os HPA’s.

Amostras / Inibicao de Germinacao (%) para os HPA's

Concent. *CTR 1 9 22 23 36
(%)
1,56 28,67 7,47 17,11 31,08 27,23 23,69
3,125 23,61 48,43 35,66 45,06 36,87 34,94
6,25 58,55 41,45 57,35 26,27 41,69 67,47
12,5 82,89 83,13 80,00 83,13 80,48 72,77
25 100,00 100,00 100,00 100 100 100
50 100,00 100,00 100,00 100 100 100

Equacdo 24,665Ln(x) 21,217Ln(x) 26,353Ln(x) 26,551Ln(x) 19,954Ln(x) 25,258Ln(x)
(y=50)  + 12,522 + 21,2 +8,7621  +23903  +22307  +94615

R® 0,8986 0,9437 0,9274 0,9652 0,8536 0,9368

**ECs0% 3,59 2,22 4,91 13,1 2,12 4,6

* CTR: Controle abiético** ECsps, Concentracao efetiva de toxicidade para
50% das sementes.

5.5.1. Hidrocarbonetos Lineares

De acordo com a Tabelas 9 e 10, pode-se verificar pela ordem crescente de
concentracao das amostras, os efeitos téxicos destas na germinacdo e
alongamento das raizes das sementes, verificando as concentracdes efetivas que
causou 50% (CEsp) da inibicdo de germinagéo e crescimento radicular, e compara-
las com a porcentagem média de degradacao, conforme mostra a Tabela 8, tanto
para os hidrocarbonetos lineares quanto para os HPA’s. Conforme as Tabelas, a
cepa 1 apresenta maior porcentagem de degradacao dos hidrocarbonetos lineares
(48,61%), e também menor efeito tdéxico sobre o bioindicador utilizado (7,93%),
sendo que este valor refere-se a concentragéo efetiva para inibir a germinacao e
alongamento de raiz para 50% das sementes testadas.

A cepa 36 apresentou menor porcentagem de degradacdo média para os
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hidrocarbonetos lineares (24,1%) (Tabela 8) entre as cinco linhagens
selecionadas, e também maior efeito toxico em 50% das sementes, com
concentracao efetiva de 3,2%, assim como a cepa 22, que apresentou a 42 maior
porcentagem de degradacao para os hidrocarbonetos lineares (25,56%) (Tabela 8)
e, consequentemente, a 42 concentracdo efetiva mais téxica (3,38) para os

mesmos hidrocarbonetos.

Ja as cepas 9 e 23 apresentaram valores muito préximos na porcentagem de
degradagcao média dos hidrocarbonetos lineares, 31,65% e 35,54% de degradacao
média, respectivamente. Ja a concentracao efetiva de toxicidade foi de 5,07% e

3,96%, respectivamente para os hidrocarbonetos lineares.

5.5.2. HPA’s

Os resultados de ECsy € de porcentagem de degradagdo constantes nas
Tabelas 8, e 10 mostram que a cepa 9 teve maior porcentagem de degradacao
(90,74%) e a segunda maior concentracdo efetiva (4,91%). A cepa 22, por sua
vez, apresentou o segundo melhor valor em degradacao (82,55%), mas foi a que
apresentou menor efeito téxico sobre o bioindicador utilizado (13,1%).

As cepas 1, 23 e 36 apresentaram 6timos valores de degradacao (78,4%;
80,76% e 62,07%), mas ainda apresentam baixa concentracdo efetiva, sendo
consideradas como altamente tdéxicas para as sementes de alface, pois
necessitam de apenas 2,22%, 2,12% e 4,6% de concentragao para inibir os efeitos

fisiologicos de 50% das sementes utilizadas.

Como anteriormente mencionado, os resultados obtidos demonstraram que
alguns produtos da biodegradacao apresentaram maior toxicidade do que os

originalmente utilizados.
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5.6. Avaliacao do tamanho do inoculo na degradacao de éleo bruto em meio

minimo de sais.

A Figura 18 mostra a avaliagdo do tamanho do in6culo do consércio
microbiano na degradacdo dos hidrocarbonetos, benzeno, tolueno, etilbenzeno,
xileno, naftaleno, fenantreno, antraceno, pireno, benzo-a-pireno, tridecano,
tetradecano, hexadeceno, pristano e fenildecano, presentes no 6leo bruto em

meio minimo de sais.
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FIGURA 18: Avaliagdo do tamanho do inéculo na degradacdo dos
hidrocarbonetos em meio minimo pelo consércio formulado

Os resultados obtidos indicam que houve uma maior degradagdo para o
experimento 3, onde os hidrocarbonetos, fenantreno, antraceno e fenildecano,
foram degradados em 100% e, o benzeno em 41,32%. Os hidrocarbonetos
tolueno, etilbenzeno, xileno, naftaleno, pireno, benzo-a-pireno, tridecano,
tetradecano, hexadeceno e pristano ndo foram detectados nem nos experimentos
nem para o controle, sugerindo que os mesmos tenham sido degradados pela

microbiota indigenas presentes no éleo, uma vez que este nao foi esterilizado.

No experimento 1 houve uma degradacgéao de 0,1% para o benzeno, 26,77%

para o fenantreno e de 15,45% para o antraceno. Ja para o experimento 2 houve
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uma degradacédo de 76,58% para o Benzeno e de 100% para o fenantreno e

benzeno.

Com este ensaio pode-se determinar que os melhores resultados foi obtido
no experimento 3, onde obteve-se os melhores valores de degradacdo para 0s
hidrocarbonetos analisados do éleo bruto.

5.7. Otimizacao da degradacao do 6leo bruto pelo consércio formulado em

microcosmos com solo sem histérico de contaminacao

Este experimento teve como objetivo verificar qual a melhor concentracao
das fontes de nitrogénio, fosforo, ferro e tamanho do in6culo, para uma melhor
degradacdo dos hidrocarbonetos presentes no Oleo bruto, analisados por

cromatografia gasosa, conforme o planejamento experimental item 4.6.

As figuras 19, 20, 21 e 22 mostram a porcentagem de degradacéo para os

hidrocarbonetos analisados presentes no éleo bruto.
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FIGURA 19: Degradacdo dos hidrocarbonetos em solos sem histérico de
contaminagao para os experimentos do planejamento de 1 a 13.
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Conforme mostra a Figura 19 os experimentos de 1 a 13 tiveram uma
degradagdo média para os hidrocarbonetos benzeno, tolueno, etilbenzeno, xileno,
naftaleno, fenantreno, antraceno, pireno e benzo-a-pireno, analisados de 62,31%
no experimento 1, 25,94% no experimento 2, 62,80% no experimento 3, 58,23%
no experimento 4, 63,01% no experimento 5, 44,64% no experimento 6, 63,67%
no experimento 7, 64,20% no experimento 8, 59,39% no experimento 9, 49,76%
no experimento 10, 61,39% no experimento 11, 63,76% no experimento 12 e de
60,44% no experimento 13.
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FIGURA 20: Degradacdo dos hidrocarbonetos em solos sem historico de
contaminacgao para os experimentos do planejamento de 14 a 27.

A Figura 20 mostra a degradacao dos hidrocarbonetos analisados para os
experimentos de 14 a 27. Os hidrocarbonetos benzeno, tolueno, etilbenzeno,
xileno, naftaleno, fenantreno, antraceno, pireno e benzo-a-pireno tiveram uma
degradacdo média de 50,15% no experimento 14, 64,46% no experimento 15,
44,28% no experimento 16, 51,74% no experimento 17, 55,74% no experimento
18, 57,97% no experimento 19, 64,69% no experimento 20, 56,55% no
experimento 21, 46,46% no experimento 22, 56,15% no experimento 23, 57,10%
no experimento 24, 64,30% no experimento 25, 66,67% no experimento 26 e de
66,66% no experimento 27.
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FIGURA 21: Degradacdo dos hidrocarbonetos em solos sem historico de
contaminacgao para os experimentos do planejamento de 1 a 13.

A Figura 21 mostra a degradacao dos hidrocarbonetos analisados para os
experimentos de 1 a 13. Os hidrocarbonetos tridecano, tetradecano, hexadeceno,
pristano, fenildecano tiveram uma degradacdo média de 72,87% no experimento
1, 22,48% no experimento 2, 78,67% no experimento 3, 57,74% no experimento 4,
70,50% no experimento 5, 77,33% no experimento 6, 70,91% no experimento 7,
70,29% no experimento 8, 76,60% no experimento 9, 74,74% no experimento 10,
72,11% no experimento 11, 70,11% no experimento 12, e de 70,07% no

experimento 13.
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FIGURA 22: Degradacdo dos hidrocarbonetos em solos sem historico de
contaminacgao para os experimentos do planejamento de 14 a 27.

A Figura 22 mostra a degradacdo dos hidrocarbonetos tridecano,
tetradecano, hexadeceno, pristano, fenildecano onde os mesmos tiveram uma
degradagdo média para os experimentos de 14 a 27 de 61,52% no experimento
14, 77,05% no experimento 15, 66,25% no experimento 16, 74,05% no
experimento 17, 60,23% no experimento 18, 69,05% no experimento 19, 56,57%
no experimento 20, 74,93% no experimento 21, 49,81% no experimento 22,
51,79% no experimento 23, 71,18% no experimento 24, 71,02% no experimento
25, 71,18% no experimeto 26 e de 71,02 no experimento 27.

O planejamento experimental (item 4.6) mostrou que a melhor condi¢ao para
degradar os hidrocarbonetos analisados por cromatografia gasosa foi o
experimento 3, cujas as condigcbes de 0,07g de uréia, 0,065g de fosfato de
potassio, 0,001g de sulfato de ferro e 0,4ml do inoculo em 100g de solo, com uma
degradagcao média de 70,74% para os hidrocarbonetos analisados.

A Dbioestimulacdo com nitrogénio, fésforo e potassio aumentou
significativamente a degradacdo da borra oleosa e de seus componentes no
landfarming do poélo petroquimico de Triunfo-RS. Entretanto, o estimulo nao foi
suficiente para melhorar a eficiéncia de degradacdo, de modo a atender a
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demanda de borra gerada no Sistema Integrado deTratamento de Efluentes
Liquidos (SITEL) do pélo petroquimico de Triunfo, RS. Por tratar-se de um residuo
contendo basicamente carbono e hidrogénio, é provavel que a adicao de apenas
alguns macronutrientes nao seja suficiente para maxima expressao da atividade
da biota degradadora. Em vista da importancia metabdlica do ferro para as
reacbes catabdlicas envolvidas na degradacdo de HPA (Hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos) e a baixa disponibilidade deste elemento no solo, é
possivel que fontes mais soluveis de ferro adicionadas ao solo estimule a
degradacao dos desses compostos presentes na borra oleosa, aumentando, desta
forma, a eficiéncia do landfarming e o volume e a freqiéncia de adicdo deste
residuo ao solo (SANTOS, 2004).

Nutrientes podem ser adicionado em sedimento de praia tanto na forma de
nutrientes organico como inorganico. Em ambiente aberto a presenca e adicao de
nutriente no sedimento séao freqientemente o fator chave no sucesso do programa
de biorremediagédo (LEE & MERLIN, 1999). Existem duas maneiras de se manter o
nivel de nutriente em sedimento com agua: (1) aplicar diariamente nutriente
inorganico soluvel em agua (VENOSA et al., 1997) e (2) disponibilizando
fertilizantes de lenta liberacdo, como o Inipitol EAP-22 (LESSARD et al., 1995;
PRITCHARD & COSTA, 1991).

Em estudo realizado, utilizando sedimento de praia, coletado em Pulau
Semakau, uma pequena ilha ao sul de Singapura, XU & OBBARD (2004)
contaminou o sedimento com 6leo cru leve tipo Arabian com 3,22% (p/p). Foram
adicionados fontes de nutrientes, como nutrientes inorganicos solluveis e
fertilizantes de lenta liberagdo, como o Osmocote e Inipol EAP-22. Avaliou-se a
degradagao dos HPA's de dois a seis anéis presentes no 6leo em questdo. A
degradacgao dos hidrocarbonetos totais alvo (2 a 6 anéis) em todos os tratamento
seguiu um modelo de primeira ordem na biodegradacéo. A taxa de biodegradacao
dos HPA totais em sedimentos tratados com o fertilizante Osmocote foi

significativamente superior aos outros tratamentos. Em 45 dias de experimento,
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havia aproximadamente 9,3% dos totais de PAH remanescentes do tratamento
apenas com Osmocote, significativamente menor que os 54,2 e 58%
remanescentes dos tratamentos sem Osmocote. Em tratamento somente com
Inipitol ou nutriente soluvel, ou a combinacao dos dois, ndo houve a estimulacao
da biodegradagcdo dos PAH’s com anéis superior a dois. Em um outro estudo, so
mesmos autores, (XU & OBBARD, 2003) avaliaram a biodegradacao dos
hidrocarbonetos alifaticos, presentes no éleo cru, em sedimentos de praia em
condigbes tropicais marinhas. A adicdo de Osmocote no sedimento estimulou a
biodegradacdo, pela microbiota natural, dos hidrocarbonetos alifaticos mais
efetivamente que os nutrientes soluveis e o Inipitol EAP-22.

5.7.1. Evolucao de C-CO; no experimento em microcosmos

Nesse experimento avaliou-se a evolugcao do C-CO, segundo a metodologia

proposto por (Stotzky, 1965) que é dada em mg C/100 g de solo.

A Tabela 11 mostra o delineamento composto central rotacional
planejamento fatorial completo utilizado nesse experimento e a evolugao de C-
CO..
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TABELA 11:Planejamento fatorial completo com os valores codificados e reais.

Evolucéo
Fonte de Fo’nte de Fonte de C-CO2
Experimento  Nitrogénio Fosforo Ferro Tamanho do om
(Uréia) (Fostato de (Sulfato de Inoculo mgC/100g de
Potassio) Ferro) oo
1 s - 1 -1 5,57
2 1 - 1 -1 5,97
3 s 1 1 -1 7,21
. 1 1 -1 -1 7,72
: A - 1 -1 7,59
: 1 - 1 -1 8,50
! 2 1 1 -1 7,35
° 1 1 1 -1 7,39
° . s -1 1 7,23
o 1 a il 1 7,58
. . 1 al 1 7,58
2 1 1 - 1 8,05
2 - d 1 1 8,12
14 1 - 1 1 7,76
19 % 1 1 1 7,29
- 1 1 1 1 7,75
17 2 0 0 0 5,67
18 2 0 0 0 7,09
10 2 2 0 0 8,49
20 . 2 0 0 8,61
21 g 0 -2 0 8,22
22 g 0 2 0 8,64
2 ¢ 0 0 -2 7,94
2 g 0 0 2 8,37
2 g 0 0 0 8,57
2 d 0 0 0 8,47
2 g 0 0 0 8,37
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Continuacao tabela anterior

Valores reais

gramas de gramas de gramas de mL de
Valores NH,CONH,/100g K,HPO,/100g de Fe,SO,/100g meio/100g de

codificados de solo solo de solo solo

0 0,10 0,05 0,0015 0,6

1 0,13 0,065 0,002 0,8

-1 0,07 0,035 0,0010 0,4

2 0,16 0,08 0,0025 1

-2 0,04 0,020 0,0005 0,2

Conforme as condicées dos ensaios realizados, a evolugao de C-CO; foi
maior, ocorrendo principalmente, na condicdo de fonte de nitrogénio (0,10g de
NH>CONH,/100g de solo), ferro (0,0015g de Fe>SO4/100g de solo) e tamanho do
in6culo (0,6 mL/100g de solo), ja para a fonte de fésforo foi de (0,089 de
K>2HPO4/100g de solo).

Através do resultado do planejamento foi possivel determinar o coeficiente de
regressao (Tabela 12) para a resposta de interesse, isto é, evolugcao de C-CO; do
processo, calcular a ANOVA (andlise de variancia) e construir a superficie de
resposta. A equacdo de Y em fungdo dos coeficientes de regressao

estatisticamente significativos séo:

Y= -9,0 + 133,0 Nitro — 626,2 Nitro®> + 112,0 Fosforo + 4595 Ferro +10,4
Inoculo — 3,0 Inoculo? - 53333,33 Fosforo. Ferro — 42,9 Fosforo. Inoculo — 2425

Ferro. Inoculo.
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TABELA 12: Coeficiente de regressao para a resposta C-COs..

Coeficiénte e Limit. Limit.
de t(2) P- valor Confiabili. Confiabili
Regressao Fadiao -95% +95%
Média -9,0 0,522 -17,1563 | 0,003380 -11,2 -6,7
(1)Nitrogénio
L 133,0 4,444 29,9333 | 0,001114 113,9 152,2
Nitrogénio (Q) -626,2 21,960 | -28,5132 | 0,001228 -720,6 -531,7
(2)Fo6sforo (L) 112,0 7,201 15,5576 | 0,004106 81,0 143,0
(3)Ferro (L) 4595,0 227,913 | 20,1612 | 0,002451 36144 5575,6
(4)Inoculo (L) 10,4 0,822 12,6496 | 0,006192 6,9 13,9
Inoculo (Q) -3,0 0,494 -6,0610 0,026158 -5,1 -0,9
2L x 3L -5333,3 3333,333 | -16,0000 | 0,003884 -67675,5 -38991,2
2L x 4L -42,9 8,333 -5,15 0,035697 -78,8 -7,1
3L x 4L -2425,0 250,000 -9,700 0,010462 -3500,7 -13

Pela andlise de variancia (ANOVA) apresentada na Tabela 13, observa-se

que o modelo que descreve a resposta C-CO, em fungdo das variaveis estudadas,

com os parametros estatisticamente significativos, € adequado visto que a

porcentagem de variacédo explicada € de 84,17% para a resposta e, o F calculado,

altamente significativo,

satisfazendo os

superficies e curvas de resposta (Figuras 23 & 34).

TABELA 13: Analise de variancia para C-CO; (ANOVA).

requisitos para a construcdo das

Fontes de Soma de Graus de Quadrados F calculado F tabelado
Variagado Quadrados Liberdade Meédios
Regressao 15,777869 9 1,7514522 10,05 2,49
Residuos 2,96531 17 0,1748194
Falta ajuste 2,95189 15
Erro puro 0,02004 2
Total 18,735 26
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Através da superficie de resposta gerada pelo modelo, podem-se obter as
condicdes de fonte de nitrogénio para a evolucdo de C-CO2. E possivel verificar
através da superficie de resposta e da curva de contorno, Figuras 23 e 24, que
para a fonte de nitrogénio a faixa étima € 0,08 a 0,13 g de NH,CONH,/100g de solo
e para a fonte de ferro é entre 0,002 e 0,03 g de Fe,SO, /1009 de solo.
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FIGURA 23: Curva de contorno para fonte de ferro e nitrogénio.
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FIGURA 24: Superficie de resposta para fonte de ferro e nitrogénio.
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Quando comparamos a fonte de fésforo e ferro, Figuras 25 e 26, é observado
que quando adicionamos mais fésforo, aproximadamente 0,085g/100g de solo, é
requerido menos ferro, aproximadamente 0,0002 g/100g de solo. E quando
adicionamos menos fésforo, 0,015 g/100g de solo, é requerido quantidade maior
de ferro, 0,003 g/100g de solo.

Ja quando é comparada a superficie de resposta e curva de contorno entre o
tamanho do in6culo e fonte de nitrogénio, Figuras 27 e 28, observa-se que a faixa
6tima para o Nitrogénio € de 0,08 a 0,13 g/100g de solo e o tamanho do in6culo

fica entre 0,4 a 1,1 aproximadamente.
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FIGURA 25: Curva de contorno para C-CO2 em funcdo da fonte de ferro e
fosforo.
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FIGURA 26: Superficie de resposta para C-CO, em funcao da fonte de ferro e
fésforo.
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FIGURA 27: Curva de contorno para C-CO, em funcao da fonte de nitrogénio e
tamanho do in6culo
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FIGURA 28: Superficie de resposta para C-CO, em fungao da fonte de nitrogénio
e tamanho do in6culo.
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Relacionando a fonte de ferro com o tamanho do inéculo, Figuras 29 e 30,
pode-se verificar que se adicionarmos mais ferro o tamanho do in6culo diminui
para as condicdes o6timas e, se diminuirmos a fonte de ferro € necessario
aumentarmos o tamanho do inéculo. Em relacdo a fonte de fésforo e o tamanho
do indculo, Figuras 31 e 32, pode-se observar através da superficie de resposta e
curva de contorno que a faixa o6tima para o tamanho do inoculo é de

aproximadamente 1 a 0,4 ml/ 100g de solo para todas a faixas de fésforo.

As Figuras 33 e 34 mostram a superficie de resposta e a curva de contorno
entre a fonte de nitrogénio e de fosforo. Analisando as figuras pode-se observar
que a faixa étima para a fonte de nitrogénio € de 0,08 a 0,13 g/100 g de solo para
todas as concentracées de fésforo.
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FIGURA 29: Area de contorno para C-CO, em fungao da fonte ferro e tamanho do

inoculo.

Bl - 255
Bl 5595
B 5116
[ 5,545
165976
17406
[ 7,536
Bl s 267
Bl 507
Hl c 127
[ EE

Superficie de Resposta

FIGURA 30: Superficie de resposta para C-CO, em funcdo da fonte ferro e
tamanho do in6culo.
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FIGURA 31: Area de contorno para C-CO; em funcdo da fonte de fésforo e
tamanho do in6culo
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FIGURA 32: Superficie de resposta para C-CO, em funcéo da fonte de fésforo e
tamanho do in6culo.
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FIGURA 33: Curvas de contorno para C-CO., em funcao da fonte de fésforo e
nitrogénio.

Supetficie de Resposta

Il C 512
I 4,102
[ 4 592
[ 5,082
[1]5572
[1 6,083
[ & 553
I 7 043
Il 7 533
Bl 5023
Bl =bove

FIGURA 34: Superficie de resposta para C-CO, em funcéo da fonte de fésforo e
nitrogénio.
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SANTOS, (2004) utilizando isolados bacterianos, cultivados em meio mineral
Tanner, com 250 mg L de antraceno, avaliou o efeito de Sulfato de Ferro no
crescimento microbiano durante 48 dias de experimento. Nesse experimento foi
observado crescimento de 6,78a Log UFC ml'. GLASAUUER et al. (2001)
demonstrou que o ferro, na forma de 6xidos e hidroxidos, € absorvido na parede
celular, inicialmente por atracdo reversivel tipo forcas de Van der Waals, para
posterior interacao irreversivel através de ligacdes quimicas. Esta interacdo ocorre
em funcao da superficie da parede das células microbianas possuirem cargas
negativas e os 6xidos e hidréxidos possuirem carga positiva (pH neutro a alcalino).
Além disso, a interagdo entre estes minerais e a parede celular é de dificil
reversao, visto que moléculas organicas formam ligacées covalentes e ibnicas

com o0s 6xidos e hidroxidos.

Foi observado que para aumentar o crescimento do B. subtilis era necessario
um excesso de ferro, muito além das quantidades necessarias para qualquer
microrganismo. O excesso de ferro foi justificado pelo fato de que o sistema de
transporte deste elemento ndo era eficiente, devido a presenca de agentes
quelantes que o tornavam indisponivel. Neste caso, o excesso de ferro tinha por
objetivo saturar os quelantes e disponibilizar o ferro para o crescimento da bactéria
e para o estoque nas ferritinas (HARRISON & AROSIO, 1996).

Simulando um derrame de petr6leo em ambiente marinho tropical, realizado
em laboratério, usando agua do mar, 6leo leve e fertilizante NPK imobilizado em
suportes, durante um periodo de 28 dias COELHO, (2005), obteve bons
resultados na biorremediacdo. Os estudos mostraram que o uso do fertilizante
NPK é eficiente no processo de biorremediacdo. A evaporacao foi responsavel
pela reducédo de 35% da massa de 6leo derramada e aproximadamente 50% dos
compostos foram reduzidos por biorremediacdo. Os compostos policiclicos
aromaticos foram fortemente reduzidos devido a biorremediacdo. O grupo dos
metil-fenantrenos apresentou reducao de 70% e o dos metil-dibenzotiofenos, 75%.

Em um estudo de microcosmo utilizando 70 g de solo onde foi adicionado
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600 ul de dleo bruto, no qual avaliou-se a concentracdo de fonte de Nitrogénio,
Fosforo e Potassio para aumentar a biodegradacdo dos hidrocarbonetos
presentes no mesmo. Uma série de 35 frascos, com alta fertilizacdo, foi
suplementada com uma solugdo de nutriente composto por 3000ug N g solo
(NO3NHg), 450 ug P g de solo (NazHPO, e KH:PO4) e 1500 ug K g de solo
(KH2POQOy,). Outra série de 35 frasco, com baixa fertilizag&o, foi suplementada como
0s mesmos nutrientes nas concentracdes de 850 ug N g de solo (NOsNH,), 85
ug P g de solo (NazHPO4 e KHoPO4) e 240 ug K g de solo (KH,PO4). Em 30
dias de experimento o solo com alta concentracdo de nutriente degradou as
fracOes lineares, ramificadas e ciclicas, dos hidrocarbonetos presentes no 6leo
bruto, nas proporcdes de 57%, 47% e 18%, respectivamente. Em solos com baixa
fertilizacdo a degradacédo desses hidrocarbonetos foi de 73% para os lineares,
60% para os ramificados e de 34% para os ciclicos (C.H. CHAINEAU et al. 2005).

5.8. Anadlise por cromatografia gasosa dos hidrocarbonetos presentes no

6leo bruto utilizado no microcosmo com solo de landfarming

A Figura 35 mostra a degradacédo dos hidrocarbonetos analisados em um
microcosmo utilizando solo do landfarming da Refinaria de Paulinia (REPLAN)
Petrobras.
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FIGURA 35: porcentagem de degradacdo dos hidrocarbonetos analisados em
microcosmo utilizando solo do landfarming da REPLAN Petrobras

Conforme mostra a Figura 35 o experimento 3 apresentou o melhor resultado
de degradacao dos hidrocarbonetos, com degradacdo média dos hidrocarbonetos
analisados de 75,12%. Neste experimento foram adicionados apenas o 6leo cru e
fontes de nutrientes, nas condigdes estabelecidos no planejamento experimental,
item 4.6.1. Através dos experimentos 2 e 4 foram obtidas degradacées médias dos
hidrocarbonetos analisados de 56,76% e 51,70%, respectivamente.

Com esses resultados pode-se observar que a microbiota presente no solo
do landfarming apresentou maior porcentagem de degradacéo de hidrocarbonetos
sem a necessidade da inoculacdo do consércio (experimento 4), apenas

adicionando fontes de nutrientes.

Em estudo utilizando HPAs de alto peso molecular em microcosmo,
STRAUBE, et al, (2003), avaliaram a degradacdo dos mesmos através da
bioaumentacdo, com Pseudomonas aeruginosa e, através da bioestimulacao,
com adicdo de nutrientes. Ap6s 11 meses de experimento foi observado reducao
de 23% nos HPAs totais analisados e 48% na degradacao do benzo-a-pireno,
para o0 microcosmo controle. Com a bioestimulacdo houve uma degradacao de
34% dos HPAs e 57% do Benzo-a-pireno. Utilizando bioestimulacdao e
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bioaumentacao juntas obtiveram degradagéao de 87% para os HPAs e 67% para o

benzo-a-pireno.

5.9. Avaliacao do potencial de degradacao do oleo pelo consoércio
microbiano liofilizado com e sem fonte de nutriente

Neste experimento foi avaliado o potencial de degradagdo dos
hidrocarbonetos presentes no 6leo bruto pelo consércio microbiano liofilizado com
e sem fonte de nutriente (Figura 36).
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FIGURA 36: porcentagem de degradagdo dos hidrocarbonetos analisados em
microcosmo utilizando solo do landfarming da REPLAN Petrobras pelo consércio
liofilizado com nutriente (experimento 5) e sem nutriente (experimento 6)

A Figura 36 mostra a porcentagem de degradacédo dos hidrocarbonetos
para o0s experimentos 5, com adicao de nutrientes nas culturas e estas foram
liofilizadas e, experimento 6, sem adicdo de nutrientes nas culturas antes de
serem liofilizadas, que apresentaram degradacdo média para os hidrocarbonetos
de 57,85% e 67%, respectivamente. Com esses resultados pode-se determinar
que, para este consorcio microbiano formulado, ndo ha a necessidade de se

adicionar fontes de nutrientes, nitrogénio, fésforo e ferro, na liofilizagéo.
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5.10. Identificacao das linhagens bacterianas presentes no consorcio
microbiano através de analises de seqiiéncias do gene RNA ribossomal
16S.

A identificacao das linhagens bacterianas pela analise de seqtiéncia do gene
RNA ribossomal 16S revelou que as linhagens pertencem ao género Bacillus.

O método de extragdo do DNA gendmico descrito PITCHER et al, (1989) foi
efetivo para a obtengdo do DNA gendmico das linhagens 1, 9, 22, e 36 conforme
apresentado na Figura 37, entretanto, este método nao permitiu a extracdo do

DNA genbmico da linhagem 23.

Amostras (Cepas) padrao de DNA A (ng/uL)
1 9 22 36 50 100 150 200
— | — g

—=38

FIGURA 37: Eletroforese em gel de agarose 0,7% para quantificacdo de DNA
extraido.

O DNA genbmico das linhagens 1, 9, 22 e 36 foi utilizado como molde para
a amplificacdo por PCR do gene RNA ribossomal 16S usando os
oligonucleotideos iniciadores 10f e 1100r (LANE, 1991) do dominio Bactéria.

O produto amplificado apresentou o tamanho de aproximadamente 1100
pares de base o qual corresponde ao tamanho para a sequéncia parcial do gene
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RNA ribossomal 16S (Figura 38).
Amostras
1 9 22 36 DNA ladder 1kb

I

FIGURA 38: Eletroforese em gel de agarose 0,7% para confirmacdao e
quantificacao do produto de PCR.

O produto amplificado foi sequenciado conforme metodologia descrita no item
4.9.3.

A andlise de seqiéncia do gene RNA ribossomal 16S mostrou que as

linhagens 1, 9, 22 e 36 pertencem ao género Bacillus.

A linhagem 1 apresentou 99% de similaridade com seqUéncias do RNA
ribossomal do 16S de varias espécies de Bacillus, entre elas, as espécies Bacillus
thuringiensis e Bacillus cereus linhagem G8639.

A linhagem 9 apresentou 99% de similaridade com seqiiéncias do RNA
ribossomal do 16S de duas espécies de Bacillus, sendo elas, Bacillus sp DF12 e
Bacillus subtilis linhagem Jinran 14.

A linhagem 22 apresentou 100% de similaridade com sequéncias do RNA
ribossomal do 16S de varias espécies de Bacillus, entre elas, Bacillus cereus
linhagem ZZ3 e Bacillus thuringiensis. Ja a linhagem 36 apresentou 99% de
similaridade com sequéncia do RNA ribossomal 16S da espécie Bacillus cereus
linhagem AD2.

A arvore filogenética (Figura 39) obtida mostrou que as linhagens do
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consércio microbiano formam um agrupamento consistente com o género Bacillus
porém as linhagens foram identificadas em nivel de espécie. A andlise de
sequéncia do RNA ribossomal do 16S é um marcador molecular com baixa
resolucdo para o género Bacillus, sendo necessario outros testes fenotipicos,
como forma de esporos, e bioquimicos para a determinacdo da espécie das
linhagens estudadas.

Arvore Filogenética

Bacillus thuringiensis strain SA5 (DQ864491) 100%
Bacillus cereus ATCC 14579 (T) (NC004722)
Linhagem 36
64 Bacillus cereus strain ATCC BAA-1005 (AY631056) 100%
Bacillus cereus strain ZZ3 (DQ113450) 100%
Bacillus cereus strain AD2 (DQ298080) 99%
Bacillus sp. strain KCH3 (DQ838042) 100%
Linhagem 22
Bacillus thuringiensis strain ATCC 10792 (T) (AF290545)
Bacillus cereus strain G8639 (AY138271) 99%
Bacillus sp. AH 533 (AF290556) 99%
Linhagem 1
Bacillus thuringiensis serotype H61 (DQ328631) 99%
Bacillus licheniformes ATCC 14580 (T) (X68416)
Bacillus subtilis DSM 10 (T) (AJ276351)
Bacillus amyloliquefaciens ATCC 23350 (T) (X60605)
Linhagem 9
Bacillus subtilis strain Jinran 14 (DQ676957) 99%
8 Bacillus sp. DF12 (AY462199) 99%
Pseudomonas aeruginosa strain ATCC 10145 (T) (AF094713)

100

64

95
78
81

0.05

FIGURA 39: Arvore filogenética baseada na seqiiéncia do gene RNA ribossomal
16S das linhagens do consércio microbiano (com suas respectivas porcentagens
de homologia pelo NCBI) construida pelo método “Neighbour Joining”. A arvore foi
enraizada utilizando-se o gene RNA ribossomal 16S de Pseudomonas aeruginosa
como um grupo externo. Os valores acima das linhas sdo valores de bootstrap
obtidos com 1000 replicagdes.

Muitas espécies de bactérias pertencentes ao género Bacillus estao
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relacionadas a degradacédo de hidrocarbonetos de petréleo. A bactéria Bacillus
fusiformis ja foi anteriormente isolada de solos contaminados por éleo diesel em
Long Beach na Califérnia e esta relacionada a biodegradacao de hidrocarbonetos
de petréleo (BENTO et al., 2003). PINEDA-FLORES, 2004, isolou um consércio
microbiano capaz de mineralizar asfalteno, de um 6leo cru de Maya. Os isolados
obtidos pertencem aos géneros Corynebacterium sp, Bacillus sp, Brevibacillus sp.
Amostra de solo do deserto do Kuwait contaminado com 6leo cru foi observado a
presenca de Bacillus stearothermophilus que tinha a capacidade de crescer no
6leo como unica fonte de carbono, e degradar os hidrocarbonetos presentes no
mesmo, em altas temperaturas (SORKHOH, N. A et al. 1993).

88



6. CONCLUSOES:

As 43 bactérias testadas demonstraram alguma propriedade que as
classificam como potencialmente degradadoras de hidrocarbonetos, todavia, as
cepas 1, 9, 22, 23 e 36 demonstraram os melhores e mais homogéneos resultados
em praticamente todos os parametros analisados, sendo estas, portanto, as cinco
cepas selecionadas para estudos complementares.

A cepa 1 apresentou crescimento homogéneo tanto em meios contendo
hidrocarbonetos lineares, quanto em meios contendo HPA'’s, e apresentou valores
préximos a 50% de biodegradacdo em relacdo aos hidrocarbonetos nao

aromaticos.

A cepa 9 apresentou porcentagem de degradacdo média de 31,65% para os
hidrocarbonetos lineares, e a maior porcentagem de degradacédo para os HPA’s
(90,74%). Apresentou resultados homogéneos em crescimento celular, reducao da
tensao superficial e emulsificacdo do tipo 6leo em agua (O/A), mas as amostras
ainda possuem alto grau de toxicidade, demonstrando que com quase 91% de
degradacgao dos HPA'’s, o remanescente ndo degradado ainda possue efeito tdxico
sobre as sementes de alface.

As cepas 22, 23 e 36 também foram selecionadas, pois apresentaram 6timos
valores de degradacdo de todos os hidrocarbonetos testados, e também valores
homogéneos em um ou mais parametros analisados, quanto ao crescimento,

tensao superficial e emulséo.

Com excecdo de alguns HPA’s degradados por determinadas cepas, a
grande maioria n&do foi totalmente biodegradado, fato que pode ser comprovado
pelos baixos valores de ECsp, €, com isso, altos valores de toxicidade aguda.

No experimento realizado em microcosmo, avaliando-se a evolugdo de C-

CO,, pode-se concluir que a melhor condicdo para a maximizacao desse
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parametro foi na condicdo do ponto central para a fonte de nitrogénio (0,10g/100g
de solo) ferro (0,00159g/100g de solo) e inoculo (0,6 ml/100g de solo) e, na
condicao de 2 para a fonte de fésforo (0,459/100g de solo).

A degradagdo dos hidrocarbonetos no microcosmo sem historio de
contaminagao foi mais acentuada para o experimento 3. No microcosmo com

histérico de contaminacao foi a bioestimulacao que apresentou melhor resultado.

O consorcio liofilizado degradou melhor os hidrocarbonetos analisados em

microcosmo, quando foram liofilizados sem fonte de nutrientes.

As linhagens do consorcio microbiano foram identificadas por analise de
sequUéncia do RNA ribossomal 16S como pertencentes ao género Bacillus, exceto
a linhagem 23 que nao foi possivel a identificacao.
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