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RESUMO

DOS SANTOS, RENATA SOARES. Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. Fevereiro, 2020. Bioprospeccdo de bactérias degradadoras de
petroleo. Orientador: Marco Antonio Martins.

A recuperacdo de solos contaminados por petroleo e seus derivados pode ser
realizada utilizando bactérias degradadoras de hidrocarbonetos. O uso de isolados
bacterianos aumenta exponencialmente a concentracao de organismos realizando
esta funcao, acelerando o processo de biorremediacdo. O objetivo do trabalho foi
isolar, caracterizar e avaliar a eficiéncia de bactérias degradadoras de petréleo no
processo de biorremediacéo. Para o isolamento foi utilizado 1 g de solo em solucéo
enriquecida e petréleo como unica fonte de carbono, incubada a 30 °C, a 160 rpm,
por 7 dias. O solo utilizado para o isolamento foi classificado como Argissolo
Vermelho Distréfico, e foi coletado em uma area de aproximadamente 800m?, as
margens da BR-101, no Km 88, em lIbitioca, Campos dos Goytacazes - RJ, onde
ocorreu um vazamento de pelo menos 30 mil litros de diesel, proveniente de um
acidente com um caminh&o tanque Scania bi-trem. A coleta foi realizada no mesmo
dia em que ocorreu vazamento do produto a uma profundidade de 0-20 cm. Ao final
do isolamento foram obtidas 9 bactérias, nas quais foram realizadas a avaliacdo da
eficiéncia carbonoclastica com o0 uso de trés técnicas de biorremediacdo
(bioaumentacdo, bioestimulacdo e atenuacdo natural). O experimento de
biorremediacao foi conduzido por 85 dias em casa de vegetacdo, em delineamento
casualizado, com 7 tratamentos: Controle (T1); Petroleo (T2); Petréleo + C1 (T3);
Petréleo + C2 (T4); Controle com torta de filtro e petroleo (T5); Petréleo + C1 + torta
de filtro (T6); Petrdleo + C2 + torta de filtro (T7) com 4 repeticBes. Foram realizadas

4 coletas de solo durante o experimento, incluindo o tempo 0 (1 dia de experimento)
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e as demais com intervalos de 28 dias. Apds a avaliacdo dos hidrocarbonetos totais
de petréleo foi realizado um ensaio ecotoxicolégico com semente de alface
(Lactuca sativa L.) da variedade Branca de Boston Manteiga, sem defensivos da
marca Feltrin, testando a toxicidade do solo derivado do experimento de avaliagao
carbonoclastica. Os resultados mostraram que as bactérias B2 (Pseudomonas sp.),
B5 (Klebsiella sp.) e B7(Rhodococcus sp.) isoladas, degradaram hidrocarbonetos
com maior eficiéncia da Klebsiella sp. (B5). ApGs o processo de biorremediacéo,
observou-se que todos os tratamentos degradaram mais de 50% dos
hidrocarbonetos totais de petrdleo no solo, com destaque para os tratamentos T6
e T7, em que foi aplicada a técnica de bioaumentacao (adicdo de microrganismos
selecionados) com bioestimulacdo (adicdo de nutrientes). Diante dos resultados
apresentados, concluiu-se que: a bactéria B2 (Pseudomonas sp.), B5 (Klebsiella
sp.) e B7(Rhodococcus sp.) foram mais eficientes em degradar os hidrocarbonetos
totais de petrdleo; e que a biorremediacdo com as técnicas de bioaumentacao +
bioestimulagéo (T6 e T7) foi mais eficiente, sendo superior a 87%; O teste
ecotoxicoldgico foi um 6timo indicador para confirmar a reducéo da toxicidade do

solo nos tratamentos mais eficientes na biorremediacao.

Palavras-chave: isolamento, hidrocarbonetos, bioestimulacdo, bioaumentacao,

atenuacao natural
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ABSTRACT

DOS SANTOS, RENATA SOARES. Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. Fevereiro, 2020. Bioprospection of degrating petroleum bacteria.
Advisor: Marco Antonio Martins.

The recovery of soils contaminated by oil and its derivatives can be carried out by
hydrocarbon-degrading bacteria. The use of bacterial isolates exponentially
increases the concentration of organisms performing this function, accelerating the
bioremediation process. The objective of the work was to isolate, characterize and
evaluate the efficiency of oil-degrading bacteria in the bioremediation process. For
isolation, 1 g of soil in enriched solution and oil as the sole carbon source, incubated
at 30 ° C, at 160 rpm for 7 days was used. The soil used for the isolation was
classified as Argisol Red Dystrophic and collected in an area of approximately
800m2 on the banks of BR-101, at Km 88, in Ibitioca, Campos dos Goytacazes -
RJ, where there was a leak of at least 30 thousand liters diesel fuel from an accident
with a Scania bi-train tanker. The collection was carried out on the same day that
the product leaked to a depth of 0-20 cm. At the end of the isolation, 9 bacteria were
obtained and the carbonoclastic efficiency assessment was performed using three
bioremediation techniques (bio-augmentation, biostimulation and natural
attenuation). The bioremediation experiment was conducted for 85 days in a
greenhouse in a randomized design with 7 treatments: Control (T1); Oil (T2); Oil +
C1 (T3); Qil + C2 (T4); Control with filter cake and oil (T5); Oil + C1 + filter cake (T6);

Oil + C2 + filter cake (T7) with 4 repetitions. Four soil collections were carried out
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during the experiment, including time O (1 day of experiment) and the others with
intervals of 28 days. After evaluating the total oil hydrocarbons, an ecotoxicological
test was performed with lettuce seed (Lactuca sativa L.) of the White variety of
Boston Butter without pesticides of the Feltrin brand, testing the toxicity of the soil
derived from the carbonoclastic evaluation experiment. The results showed that
bacteria B2 (Pseudomonas sp.), B5 (Klebsiella sp.) And B7 (Rhodococcus sp.)
Isolated degraded hydrocarbons, with greater efficiency of Klebsiella sp. (B5). After
the bioremediation process, they observed that all treatments degraded more than
50% of the total oil hydrocarbons in the soil, with emphasis on the T6 and T7
treatments, which were applied the bio-augmentation technique (addition of
selected microorganisms) with biostimulation (addition of nutrients). In view of the
results presented, we can conclude that: the bacteria B2 (Pseudomonas sp.), B5S
(Klebsiella sp.) And B7 (Rhodococcus sp.) Were more efficient in degrading the total
oil hydrocarbons; bioremediation with the techniques of bio-augmentation +
biostimulation (T6 and T7) was more efficient, being higher than 87%; The
ecotoxicological test was a great indicator to confirm the reduction of soil toxicity in

the most efficient treatments in bioremediation.

Keywords: isolation, hydrocarbons, biostimulation, bioaugmentation, natural

attenuation



1. INTRODUCAO

O petroleo é a fonte de energia mais importante na atualidade,
possibilitando a realizacdo de diversas atividades, principalmente a formacao de
combustiveis. Entretanto, uma das principais preocupacdes ambientais € 0
potencial de contaminacé&o do solo e da agua por hidrocarbonetos totais de petroleo
(HTPs). Os Hidrocarbonetos, mesmo em pequenas concentracdes, podem causar
um grande perigo a saude humana e ao meio ambiente, pois possui alta toxicidade,
tornando o petroleo um dos mais persistentes contaminantes organicos do meio
ambiente (Paula et al., 2006; Hassanshahian et al., 2012; Magbool et al., 2012;
Santos et al., 2018a; Imam et al., 2019).

A contaminacdo do solo com HTPs ocorre principalmente por acidentes
durante a exploracéo e transporte do petréleo, devido a falhas nesses processos.
Em funcdo da existéncia de atividades de exploracdo de petréleo (Bacia de
Campos), assim como da industria de cana e alcool (na regido de Campos),
predomina nesta via o trafego de produtos das Classes de Risco 2 (gases), 3
(liguidos inflamaveis) e 8 (substancias corrosivas). Com isso, no periodo de 2014 a
2016, foram registrados muitos acidentes na rodovia entre Campos dos Goytacazes
e Rio Bonito, sendo 56% deles envolvendo produtos inflamaveis (INEA RJ, 2017).

A fim de minimizar os impactos causados pela contaminac&o do solo por
hidrocarbonetos, a legislacdo brasileira (Resolugdo CONAMA n° 420) exige que
seja feita a remediacdo dessas éareas, diminuindo a interferéncia ambiental e

restaurando os ecossistemas. Ao longo dos anos diversas técnicas vém sendo



desenvolvidas para a atenuacdo e remog¢ado de contaminantes provenientes da
industria petrolifera. Os processos bioldégicos tém mais destaque por serem
métodos naturais, e relativamente simples, menos agressivos e mais adequados
para manutencao do equilibrio ecoldgico (Brito et al., 2010; Weber e Santos, 2013).

Para a descontaminacgao do solo pode ser utilizada a biorremediacao, que
€ uma técnica eficaz e oferece um 6timo custo-beneficio quando é mediada por
microrganismos. Predominando o uso de bactérias nesses processos de
biorremediacdo (Quintella et al., 2019). Que devem possuir a capacidade efetiva
em degradar os hidrocarbonetos presentes no solo.

Os microrganismos indigenas isolados de solos contaminados por 6leos
combustiveis e aplicados em consércios, sdo 0s que apresentam maior eficiéncia
(Souza et al., 2010; Tonini et al., 2010; Pinhati et al., 2014; Guarino et al., 2017; Al-
Hawash et al., 2018; Imam et al., 2019; Pacwa-Ptociniczak et al., 2019).Diante do
exposto, o0 objetivo da pesquisa foi isolar, identificar, caracterizar bactérias
degradadoras de hidrocarbonetos e avaliar sua eficiéncia no processo de

remediacdo de um solo contaminado com petroleo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Solos contaminados por petréleo e seus derivados

O petrdéleo constitui uma importante fonte energética para a vida cotidiana
e a atividade industrial mundial (Souza et al., 2010; Magbool et al., 2012; Morais
Filho e Coriolano, 2016; Guarino et al., 2017). No Brasil, em janeiro de 2019, foi
registrado uma producao de petréleo com 2,6 milhdes de barris por dia (bbl/d). O
estado do Rio de Janeiro é responsavel por 72% dessa producao (Figura 1), e a
bacia de Campos, sozinha, representa 45% do que € produzido no territorio

nacional (ANP, 2019).

Estado Petréleo (bbl/d)
29%1% 2%

Rio De Janeiro 1.905.466
S&o Paulo 287.563

Espirito Santo 326.443 B Rio De Janeiro
Amazonas 19.449 m Espirito Santo
Bahia 28.405 S3o Paulo
Rio Grande Do Norte 40.434 M Rio Grande Do Norte
m Bahia
Sergipe 15.630
Outros
Alagoas 2.600
Maranhdo 24
Ceara 4,911

otal Geral 2.630.926

Fonte: ANP/SDP/SIGEP

Figura 1. Distribuicdo da producéo de petroleo por estado



O petroleo é formado principalmente por carbono e hidrogénio
(hidrocarbonetos), sendo utilizado na geracdo de combustiveis (gasolina, gas
natural, gas de petroleo liquefeito, 6leo diesel e querosene de aviacdo) e na
fabricacdo de diversos produtos, como: plasticos, tintas, borrachas sintéticas,
farmacéuticos, cosméticos, entre outros da industria petroquimica (Morais Filho e
Coriolano, 2016; Imam et al., 2019).

Apesar de todos os beneficios o petréleo contém em sua composicdo
contaminantes como enxofre e metais pesados, que causam grandes riscos para o
meio ambiente durante a sua extracao, transporte, refino, até o consumo (Paula et
al., 2006; Lopes e Piedade, 2010; Morais Filho e Coriolano, 2016). A maior parte
do petréleo é biodegradavel (60% - 90%), mas o restante, em estado bruto ou
refinado, é recalcitrante (10% - 40%), e mesmo sendo uma pequena porcao,
representa toneladas de poluentes impactando o ecossistema (Paula et al., 2007,
Tonini et al., 2010).

O petroleo possui em sua composicdo uma cadeia de hidrocarbonetos,
sendo a maior parte constituida por alcanos e hidrocarbonetos aromaticos. Assim
0 petréleo apresenta alta toxicidade, tornando um dos mais persistentes
contaminantes organicos do meio ambiente (Paula et al., 2006; Hassanshahian et
al., 2012; Magbool et al., 2012; Imam et al., 2019). O benzeno, tolueno, etilbenzeno
e xileno, sdo os hidrocarbonetos que constantemente sdo identificados e
guantificados, antes e durante um processo de remediacdo de area contaminada
por petréleo (Imam et al., 2019). Esses hidrocarbonetos monoaromaticos exigem
uma maior preocupacdo ambiental porque suas estruturas moleculares possuem
como caracteristica principal a presenca do anel benzénico, tornando mais dificil a
degradacéao desses hidrocarbonetos (Andrade et al., 2010; Lopes e Piedade, 2010).

Na exploracao e transporte de petroleo pode ocorrer desastres, devido a
falha nesses processos, decorrentes de acidentes e vazamentos com alto risco de
contaminacdo de todo um ecossistema, pelos hidrocarbonetos presentes neste
combustivel (Lopes e Piedade, 2010; Souza et al., 2010; Hassanshahian et al.,
2012; Haghollahi et al., 2016; Morais Filho e Coriolano, 2016; Guarino et al., 2017;
Imam et al., 2019).



2.2 Remediacao do petrdleo no solo

Nos ultimos vinte anos a contaminacdo ambiental por petréleo e derivados
vem causando a mobilizacdo de empresas privadas e do poder publico em todo o
mundo (Wetler-Tonini et al., 2011). A principal preocupacédo é a contaminagao de
solo e da agua por hidrocarbonetos derivados de petr6leo que, mesmo em
pequenas concentracdes, podem causar um grande perigo a salde humana e ao
meio ambiente (Souza et al., 2010).

A legislacdo brasileira (Resolugdo CONAMA n° 420) exige a remediagao
de areas contaminadas para minimizar a interferéncia ambiental e restaurar os
ecossistemas, por isso, vem sendo realizados grandes esforgcos para o
desenvolvimento de tecnologias limpas. Algumas das técnicas mais empregadas
atualmente sdo: quimica, oxidagdo quimica in-situ; fisica, extracdo de vapores no
solo; e biologica, atenuacdo natural e biorremediacdo (Conceicao et al., 2007;
Andrade et al., 2010; Souza et al., 2010).

A oxidacdo in-situ tem o objetivo de degradar rapidamente os
contaminantes, por meio de reacfes quimicas que promovem a oxidacdo ou a
reducdo das espécies de interesse presentes em uma determinada area. No
entanto, a extracado de vapores se baseia fundamentalmente na aplicacao de fluxos
de ar, condicionada a trés fatores especificos: volatilidade do contaminante,
auséncia de ar em ambientes saturados com agua, e permeabilidade do solo
(Andrade et al., 2010). A atenuacao natural € uma remediacao passiva de solo que
envolve a ocorréncia de diversos processos de origens nhaturais, como a
biodegradacao, a volatilizacdo, a dispersao, a diluicdo e a adsorcéo, promovidos
na subsuperficie (Andrade et al., 2010; Chaudhary e Kim, 2019).

Dentre as técnicas citadas, 0s processos biolégicos se destacam por serem
métodos naturais e relativamente simples, menos agressivos e mais adequados
para manutencéao do equilibrio ecoldgico (Brito et al., 2010; Weber e Santos, 2013).
Sendo assim, a biorremediacdo € uma técnica eficaz a descontaminacdo, em
especial, de solo com hidrocarbonetos de petréleo (Agamuthu et al., 2013;
Haghollahi et al., 2016; Imam et al., 2019). Esta técnica oferece um interessante
custo-beneficio quando é mediada por microrganismos (Subashchandrabose et al.,
2019). No processo biologico também existe a possibilidade de serem usadas

plantas, biofitorremediacdo, em ambientes in situ e/ou ex situ (Conceigao et al.,



2007; Andrade et al., 2010; Brito et al., 2010; Souza et al., 2010; Tonini, et al., 2010;
Morais Filho e Coriolano, 2016).

Neste contexto, o laboratorio de Microbiologia do solo do Centro de
Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias (CCTA), localizado na Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) em Campos dos Goytacazes-
RJ, vem desenvolvendo pesquisas voltadas para a remediacdo de solos

contaminados com petréleo e Oleo diesel (Figura 2).

2010-2014
2014-2016

Crescimento de Brachiaria brizantha e
colonizagdo micorrizica em  solos Potencial fitorremediador de Sabia
contaminados com 6leo diesel :> (Mimosa caesalpiniifolia  Benth.)

associada a fungo micorrizico
Micorriza, NPK e surfactante no arbuscular em solo contaminado
crescimento e nutricdo de mudas de milho com dleo diesel
em solos contaminados com petréleo

Micorriza, milho, NPK, e surfactante nas
caracteristicas  quimicas de solo
contaminado com petréleo

Bactérias, composto organico, aeracao e
cevada na degradacéo de petréleo e dleo
diesel em solo semiérido da Espanha

4

2011-2015

2016-2020

Bioprospeccéo de
bactérias degradadoras
de petréleo

Biorremediagdo “ex situ” de um solo
tropical contaminado por derramamento
de dleo diesel

Biorremediacao de solo contaminado com
Oleo diesel em reatores de ceramica

Figura 2. Trabalhos realizados pelo laboratério de Microbiologia do solo da

Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF).

Mostrando a importancia de ter um projeto que abrange varios métodos
capazes de concluir o que realmente é mais aplicavel para a remediacdo do solo

na regiao de estudo.



2.3 Bioprospeccdao de bactérias degradadoras de hidrocarbonetos de petroleo

O processo de remediacdo do solo comecga a partir do momento que as
bactérias entram em contato com esse contaminante, inicialmente ocorre a
volatilizacdo da fracdo mais simples do petréleo e as demais sdo degradadas
guando a bactéria utiliza o carbono presente nos hidrocarbonetos totais do petroleo.

A contaminacdo ambiental por petréleo e derivados tem proporcionado um
aumento na demanda de estudos de caracterizacdo de microrganismos, que
poderédo ser aplicados na biorremediacdo de hidrocarbonetos de petréleo (Wetler-
Tonini et al., 2011). Os hidrocarbonetos sdo micropoluentes perigosos, pois
apresentam propriedades mutagénicas e carcinogénicas (Brito et al., 2010), e séo
resistentes a degradacdo. Eles sdo comumente encontrados em locais com
extracao de petréleo, producdo de gas e industrias de processamento de madeira
(Kuppusamy et al., 2017).

A bioprospeccgédo de organismos degradadores de derivados de petrdleo
incentiva o tratamento bioldgico de solos contaminados por estes compostos, e
contribui para a gestéo e recuperacao de areas contaminadas (Souza et al., 2010).
Para o sucesso da biorremediacdo € imprescindivel verificar a procedéncia dos
microrganismos e sua adaptacdo em sobreviver aos ambientes contaminados
(Tonini et al., 2010; Morais Filho e Coriolano, 2016).

Desde a década de 1950 vem sendo realizado o isolamento de linhagens
puras de bactérias e fungos capazes de metabolizar os hidrocarbonetos totais de
petroleo (HTPs) (Quintella et al., 2019). Dentre estes, é predominante o uso das
bactérias (57%) pertencentes, principalmente, aos géneros Pseudomonas,
Rhodococcus, Acinetobacter, Aeromonas, Beijerinckia, Flavobacterium, Nocardia,
Corynebacterium, Sphingomonas, Mycobacterium, Stenotrophomonas,
Paracoccus, Burkholderia, Microbacterium, Gordonia, entre outros (Jacques et al.,
2005; Jacques et al., 2007a; Quintella et al., 2019).

Por isso, a adicdo de bactérias nativas que metabolizam hidrocarbonetos
se tornou uma efetiva metodologia para a biorremediacdo de ambientes
contaminados com Oleo diesel (Souza et al., 2010). Algumas bactérias tém a
capacidade de utilizar os hidrocarbonetos como Unica fonte de carbono e energia

para o seu crescimento (Oliveira e Alves, 2013; Paula et al., 2006; Jacques et al.,



2007b; Al-Hawash et al., 2018), resultando na degradacao desses compostos e na

sua eliminagao do ambiente, como exemplificado pela Figura 3.

Legenda:
1- Microorganismo

2- Contaminante (como petréleo ou outro composto organico)

« Q! /
‘ 00’*“10 §

Microorganismo Microorganismo digere o Microorganismo
metaboliza o contaminante e o converte libera CO, e H,0 no
contaminante em gases inécuos (CO,) e local de tratamento
organico em dgua (H,0)

Modificado de EPA

Figura 3. Esquema Simplificado da acdo de microrganismos em processos de

biorremediacdo (Andrade et al., 2010).

No processo de biorremediacao, as bactérias devem possuir a capacidade
efetiva em degradar os hidrocarbonetos presentes no solo (Imam et al.,, 2019;
Pacwa-Ptociniczak et al., 2019). Os microrganismos indigenas (Guarino et al.,
2017), em consorcios microbianos (Tonini et al.,, 2010; Pinhati et al., 2014) e
isolados de solos contaminados por 6leos combustiveis (Souza et al., 2010; Al-
Hawash et al., 2018), s@o os que apresentam maior eficiéncia.

Segura et al. (2016) avaliaram a capacidade de cinco estirpes de bactérias,
em uma area de mangue do Peru para biodegradar hidrocarbonetos de petroleo, e
concluiram que elas tém capacidade de degradar e utilizar os hidrocarbonetos
como fonte de carbono. Pinhati et al. (2014), estudando a eficiéncia de degradacéo
de hidrocarbonetos aromaticos por bactérias provenientes de estacdo de
tratamento de efluente de refinaria de petrdleo, verificaram que as maiores taxas
de degradacéo foram obtidas utilizado um consorcio microbiano, que apresenta

uma alta capacidade enzimatica capaz de degradar os poluentes.



2.4 Fatores que influenciam a acdo das bactérias degradadoras de petréleo

A descontaminacédo dos locais com microrganismos autdctones (do préprio
local da contaminacado) ou aléctones (trazidos de outro local), pode ser realizada
por meio de bioaumentacao, bioestimulagdo ou atenuacdo natural (Andrade et al.,
2010).

A bioaumentacédo € a adicdo de microrganismos, nativos ou exdgenos, que
degradam hidrocarbonetos do solo, quando as comunidades microbianas nativas
nao possuem as capacidades catabolicas desejadas (Fuentes et al., 2014; Koshlaf
et al., 2016). A bioestimulacdo consiste na adicdo de nutrientes, otimizando as
condi¢cdes ambientais, permitindo assim, o aumento da taxa de crescimento e das
atividades metabdlicas dos microrganismos e, consequentemente, 0 aumento da
velocidade e da porcentagem de biodegradacdo (Andrade et al., 2010; Fuentes et
al., 2014; Chaudhary e Kim, 2019). Na atenuacédo natural a descontaminacao
ocorre atraveés de processos naturais como a biodegradacao, volatilizacao,
dispersdo, diluicdo e adsorcdo. A principal vantagem € que, mesmo sem O
acréscimo de nutrientes no solo ou a adequacao de qualquer condicdo ambiental,
a reducdo do contaminante pode acontecer de maneira eficiente e continua
(Andrade et al., 2010).

A eficiéncia de cada processo de degradacéo depende de fatores fisicos,
guimicos e biolégicos como: biomassa microbiana, diversidade populacional,
atividades enzimaticas, caracteristicas fisico-quimicas do substrato, estrutura
molecular do poluente e sua concentracdo (Admon et al.,, 2001; Mrozik e
Piotrowska-Seget, 2010; Tonini et al., 2010; Suja et al., 2014; Koshlaf et al., 2016).
Portanto, € essencial tracar o perfil e caracterizar a amostra de solo contaminada a
ser estudada, antes do inicio do experimento de biodegradacdo (Abena et al.,
2019).

Das técnicas citadas, a adi¢do de nutrientes € muito utilizada para otimizar
a acao das bactérias degradadoras de petrdleo. Essa técnica tem a finalidade
principal de melhorar o desempenho dos microrganismos nativos do solo
contaminado por petrdleo e derivados (Rizzo et al., 2007; Andrade et al., 2010;
Morais Filho e Coriolano, 2016).

Os nutrientes podem ser obtidos de fontes organicas e inorganicas,

contudo, os nutrientes organicos podem reduzir 0os custos no processo de
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biorremediacao, além de ajudar a diminuir os residuos no meio ambiente (Koshlaf
et al., 2016; Abena et al., 2019). Os estudos de Koshlaf et al. (2016) demonstraram
gue a adicdo de residuos vegetais em solo contaminado levou a um aumento
significativo na degradacdo de HTP no solo, em comparagdo com os obtidos no

solo controle.

2.5 Torta de filtro de cana-de-acucar

A torta de filtro de cana-de-acUcar € um residuo vegetal composto da
mistura de bagaco moido e lodo da decantacdo, sendo proveniente do processo de
clarificacdo do acucar. No processamento da cana-de-agucar sédo produzidos, para
cada tonelada de cana moida, cerca de 30 kg de torta de filtro e 240 kg de bagaco
de cana (Dematé,1992). Grande parte dos subprodutos da cana-de-agucar nao sao
desperdicados. O bagaco, por exemplo, € utilizado para a producédo de energia,
enquanto a vinhaga (rica em potassio) e a torta de filtro séo utilizadas como
fertilizantes nas proprias plantacdes de cana (Vitti, 2006; Santos et al., 2012).

A torta de filtro contribui para o sucesso da degradacéo de hidrocarbonetos
totais de petrdleo (HTPs) pela alta presenca de bactérias, e pela composicéo
guimica (Bernardino et al., 2018; Abena et al., 2019). Cerca de 85,1% da torta de
filtro é constituida de matéria organica e uma pequena fracdo mineral composta por
fésforo, nitrogénio, calcio, além de teores consideraveis de potassio, magnésio,
enxofre, micronutrientes (Fe, Mn, Zn, Cu) e baixas concentracdes de metais
pesados como cromio, cadmio e chumbo (Cr, Cd, Pb) (Bernardino et al., 2018).

A torta de filtro, além de ser um residuo que contribui para a
biorremediacao, é de facil acesso, reduzindo os custos do processo de remediacao.
Também € um residuo utilizado em outras praticas agricolas, mostrando varios
beneficios para a nutricdo das plantas e a microbiota do solo. Mesmo a torta de
filtro sendo um residuo rico em bactérias, ela favorece a multiplicacdo dos
microrganismos presentes no solo, e consequentemente auxilia no
desenvolvimento e nutricdo das bactérias degradadoras de hidrocarbonetos, sendo

ja utilizada em trabalhos de biorremediacéo.
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2.6 Testes de toxicidade em ambientes contaminados por petréleo

Os testes de toxicidade avaliam as respostas de organismos vivos quando
submetidos a um agente nocivo, detectando ou medindo o efeito de substancias,
residuos ou fatores ambientais, que atuam isoladamente ou em conjunto, sobre os
seres vivos. Estes testes determinam o tempo e as concentracdes necessarias para
gue o agente tdxico possa causar efeitos adversos detectaveis (Okumura, 2011).
Assim, a ecotoxicologia permite avaliar os efeitos téxicos de compostos, estudando
substancias sob vérios fatores de interferéncia, sem ser necessario um
conhecimento profundo sobre o ecossistema e suas intrarrelagdes (Fantin, 2009).

Os testes ecotoxicoldgicos tém sido usados com sucesso como ferramenta
para monitorar a eficiéncia da biorremediacdo no solo, sendo um importante
instrumento para avaliar os riscos ecolégicos em locais poluidos (Jiang et al., 2016).
No entanto, poucos estudos combinam estes testes toxicolégicos com uma
avaliacdo detalhada das comunidades microbianas nos solos poluidos por petroleo
(Sheppard et al., 2011). Para garantir a avaliacdo adequada dos riscos dos sitios
contaminados e a monitorizacdo dos processos de biorremediacdo, devem ser
combinados ensaios de toxicidade e analises quimicas de solos dessas areas
(Coulon et al., 2005).

Para a avaliacdo da adequacdo do solo para sustentar os organismos
Vivos, é necessario método de teste biologico de baixo custo, como complemento
da analise quimica. O teste de triagem para emergéncia de mudas de alface é
aplicavel a solos contaminados, especialmente por ser um teste econémico e que
pode ser realizado em um curto periodo. Além disso, a triagem para emergéncia
nao requer equipamentos avancados para medi¢cdes ou para o cultivo de plantas,
e pode ser conduzido por qualquer técnico de laboratorio qualificado, sem
treinamento especial (ISO 17126, 2005). Al-Wabel et al. (2019) constataram o efeito
negativo dos hidrocarbonetos totais de petroleo (HTP) na germinacdo da alface,
mostrando o quanto a planta é sensivel, e apresenta uma resposta rapida para a

avaliacao de toxicidade.
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3. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida na Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro (UENF), na cidade de Campos dos Goytacazes, RJ, Brasil. As
analises foram executadas no laboratorio de microbiologia do solo da UENF. O solo
utilizado, classificado como Argissolo Vermelho Distrofico (Santos et al., 2018b), foi
coletado em uma area de aproximadamente 800m?, as margens na BR-101, no Km
88, em Ibitioca, Campos dos Goytacazes - RJ, onde ocorreu um vazamento de pelo
menos 30 mil litros de diesel, proveniente de um acidente com um caminh&o tanque
Scania bi-trem. A coleta foi realizada no mesmo dia em que ocorreu 0 vazamento

do produto, a uma profundidade de 0-20 cm (Tellechea et al., 2016).

3.1 Isolamento, identificacéo e caracterizacdo das bactérias

3.1.1 Isolamento

As bactérias foram isoladas do solo descrito anteriormente, conforme
metodologia de Zhao et al. (2011), com modificacdo. Para o isolamento foi
adicionado uma amostra de 1 g de solo em 100 mL de solucédo enriquecida (g/L):
0,5 Extrato de levedura; 2,0 NaCl; 0,8 K;HPO4; 0,3 MgCly; 0,01 FeSO4; 0,01 CaCly;
4,0 NaNOs3 e 1% (v/v) de petroleo como unica fonte de carbono, incubada a 30 °C
em agitador, a 160 rpm por 7 dias.

Apods a incubacéo foi realizada uma diluicdo seriada até 10, com adicéo

de 90 mL de solucéo enriquecida em cada diluicdo. Foram utilizadas as amostras
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1071, 103, 10°, 107 e 109, com trés repeticdes em cada diluicdo, e uma amostra
sem diluigdo como controle. Foi adicionado 10% (v/v) de petréleo em todas as
amostras e agitado a 160 rpm, por 7 dias. A amostra com maior diluicdo que
apresentou degradacédo do petréleo foi selecionada como consércio funcional para
o0 isolamento das bactérias.

As espécies bacterianas foram isoladas por enriquecimento seletivo,
usando o meio de sais minerais Buschnell Haas (BH) (Bushnell e Haas,1941),
composto por (g/L): 0,20 MgS04.7H20; 0,02 CaCOo; 1,0 KH2PO4; 1,0 K2HPOg4; 1,0
NH4NOz3; 0,05 FeClz.6H>; e 20,0 4gar. Foi utilizado o método de espalhamento em
placa, e adicionadas 0,1 mL da amostra obtida na etapa anterior em placas de agar
BH, incubadas a 30° C com 1% (v/v) de petréleo por até 5 dias. Para validacdo as
colénias observadas foram reinoculadas mediante estrias em placas de agar BH, e
incubadas a 30° C. Apds a validagéo, os isolados foram purificados em placas de
agar nutriente ((g/L):1,0 extrato de carne; 2,0 extrato de levedura; 5,0 peptona; 5,0
cloreto de sodio 15,0 agar), antes de serem diferenciadas com base em suas
morfologias. Os estoques de culturas puras foram mantidos a -80 °C em glicerol a
50%.

3.1.2 Identificagcéo

Os procedimentos de extracdo de DNA foram realizados no laboratério
CRB-JD na Embrapa Agrobiologia, Seropédica, RJ, Brasil. O DNA das amostras foi
extraido com o kit Wizard® Genimic DNA Purification (Promega, USA), de acordo
com as instrucbes do fabricante. Extratos de DNA foram utilizados para
amplificacdo do 16S rRNA por PCR. O 16S rRNA foi amplificado, ambos com um
par de primers universais 27F (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') e 1492R (5'-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3). Em seguida foi preparada a reacdo de
sequenciamento de produtos de PCR, avaliando em gel de agarose 2% e
verificando apenas uma banda no gel, sendo esta referente a amplificacdo com Taq
DNA polimerase.

Foi utilizado o marcador low mass dna ladder (Life), pois este serve como
marcador de tamanho e concentracdo. A quantificacdo foi realizada no
equipamento Qubit e com aliquota de 2 ul do produto de PCR, e a purificacédo
enzimatica do produto foi feita utilizando o método Exo/FastAP. A reacado foi

realizada em termociclador (SimpliAmp Thermal Cycler), utilizando as seguintes
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condi¢des: 96 °C por 1 min, 35-40 ciclos de ampliagéo a 96 °C/15 s, 50 °C/ 15 s,
60 °C/4 min e Hold 4 °C. A purificagdo p0s-reacéo foi feita por precipitacdo com
Acetato de sodio, EDTA e Etanol. Posteriormente foi adicionado formamida e as
amostras seguiram para a injecéo no ABI3500, a fim de obter o sequenciamento.

As sequéncias 16S rRNA foram analisadas usando o banco de dados
GenBank (www.ncbi.nim.nih.gov) e as identificagbes foram feitas com base na
homologia da sequéncia 16S rRNA, usando a ferramenta BLAST nucleotideo
(blastn).

Os alinhamentos de sequéncia e o desenho da arvore filogenética foram
realizados usando o programa MEGA 4 (Tamura et al., 2007). As sequéncias foram
inicialmente submetidas a andlise BLAST on-line do National Center for
Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), para confirmar a
identidade da sequéncia. As cepas presentes no banco de dados, com alta
similaridade de sequéncia com os isolados, foram copiadas e manipuladas no
MEGA 4.

3.1.3 Caracterizacao

As bactérias foram repicadas em caldo nutriente ((g/L): 1,0 extrato de
carne; 2,0 extrato de levedura; 5,0 peptona; 5,0 cloreto de sodio) a 30 °C com
agitador a 120 rpm, e realizada a leitura em densidade optica (ODsoo) até os
isolados chegarem na fase estacionaria (Santos et al., 2005), e obter a curva de
crescimento de cada bactéria isolada.

As bactérias também foram crescidas em placas contendo meio BH com o
petroleo, para observar como ocorre 0 seu crescimento somente com o petroleo
como fonte de carbono, e compara-las quando crescidas em meio caldo nutriente.

A coloracao de gram foi realizada com base no protocolo de Yano et al.
(1991), para observar o formato das células bacterianas e se os isolados estavam

puros.
3.2 Atividade hidrocarbonoclastica das bactérias isoladas
A atividade hidrocarbonoclastica foi realizada seguindo a metodologia

descrita por Mansur et al. (2014) e Hanson et al. (1993), para confirmar se as

bactérias isoladas degradam o petréleo como Unica fonte de carbono e energia. As
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bactérias foram crescidas em meio Caldo nutriente a 30 °C em agitador a 120 rpm,
entre 24h-48h. ApGs esse periodo, as bactérias foram colhidas por centrifugacéo (4
°C, 5000 rpm, 5 min) e depois lavadas duas vezes com agua destilada estéril para
remover totalmente o meio de cultura. Antes da utilizacdo, as bactérias foram
suspensas em 1mL de agua estéril.

Foi montado um ensaio em placas Biolog MT2, utilizando as bactérias,
petroleo, o indicador DCPIP e o meio BH, com 3 tratamentos: T1 (Controle com
meio BH + Petréleo), T2 (meio BH + Bactéria) e T3 (meio BH + Bactéria + petrdleo).
Os resultados do T3 foram observados a fim de confirmar visualmente se as
bactérias degradavam os hidrocarbonetos presentes no petréleo. O indicador
DCPIP passa da coloracdo azul para incolor com o processo de degradacao pela
acao da atividade das bactérias degradadoras (Fioravanti et al., 2012).

3.3 Avaliacéo da degradacéo de hidrocarbonetos totais de petroleo (HTP)

As bactérias foram inoculadas em 15 mL de caldo nutriente e incubadas a
30 °C durante 48h. Apos esse periodo foram colhidas a 4 °C por centrifugacéo a
5000 rpm durante 5 min e depois lavada duas vezes em NaCl (0,85%), os granulos
foram novamente suspensos individualmente em NaCl (0.85% p/v, 5 mL) (Koshlaf
et al., 2016).

Na conducdo dos experimentos foi preparado um substrato, também
conhecido como “solo artificial tropical” (SAT), conforme a metodologia (ABNT NBR
15537, 2014). Este mesmo substrato foi utilizado nos testes ecotoxicoldgicos,
porém, com a adicdo de 15% (p) de torta de filtro, que foi obtida da Cooperativa
Agroindustrial do Estado do Rio de Janeiro LTDA (COAGRO), em Sapucaia - RJ.
Apés a preparacdo desse substrato, foi realizada sua analise quimica e
microbioldgica (tabela 2).

Na sequéncia, 300g de solo foram acondicionados em vasos de ceramica.
O solo em cada vaso foi contaminado com 5% (v/p) de petréleo, 15 dias antes da
instalacéo do experimento. ApGs esse periodo, as bactérias obtidas pelo isolamento
foram adicionadas aos tratamentos, tendo sido utilizados dois consorcios
bacterianos: C1(B1, B2, B3, B4, B7); C2 (B5, B6, B8, B9).

O experimento foi conduzido por 85 dias em casa de vegetacdo, em

delineamento casualizado com 7 tratamentos: Controle (T1); Petroleo (T2);
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Petréleo + C1 (T3); Petrdleo + C2 (T4); Petréleo + torta de filtro (T5); Petréleo + C1
+ torta de filtro, (T6); Petroleo + C2 + torta de filtro (T7) com 4 repeticdes. Foram
realizadas 4 coletas de solo durante o experimento, incluindo o tempo O (1 dia de
experimento), e as demais coletas com intervalos de 28 dias (29, 57 e 85 dias).
Durante o experimento foi mantida a umidade do solo em 50% da capacidade de
campo.

Ao final do experimento, os hidrocarbonetos totais de petréleo (HTP)
presentes no solo foram extraidos por método de extracdo continua em aparelho
tipo Soxhlet, durante um periodo de 4 h, usando o diclorometano como solvente
(Koh, 1983). Os extratos obtidos foram analisados na Central Analitica Fernanda
Coutinho (IQ/ UERJ), por cromatografia a gas de alta resolucdo acoplada a
espectrometria de massas (CGAR-EM), utilizando um cromatografo a gas 456-GC
(Bruker Daltonics Inc.), acoplado a um espectrémetro de massas triplo quadrupolar
Scion MS-TQ (Bruker Daltonics Inc.).

As analises foram realizadas utilizando as seguintes condi¢des: coluna BR-
5MS (30m x 0.25mm x 0,25um); modo de injecao Split 1:20; temperatura do injetor
280 °C; gas de arraste He; fluxo constante de 1.0 mL/min; temperatura inicial de 80
°C (2min), seguida por uma taxa de aumento a 4 °C/min até 270 °C, e apés até
300n°C a 10n°C/min, permanecendo por 25 min.; fonte de ions a 230n°C e 70 eV;
linha de transferéncia a 250n°C; e faixa de massas de 40-500 Da.

A identificacdo e a quantificacdo dos compostos foram realizadas através
do software MS Workstation (MSWS 8 System Control, Bruker Daltonics Inc.) e
comparacao com analise de diesel padrdo Petrobras. O célculo de area foi obtido
por meio da soma da integracao de todos os picos na faixa cromatografica de 4.00

—50.00min, condizente com a faixa de avaliacdo do petroleo.

3.4 Ensaio ecotoxicolégico com germinacao de alface

O ensaio foi realizado em caixas de plastico tipo gerbox seguindo o
protocolo I1ISO 17126 (2005) com semente de alface (Lactuca sativa L.) da
variedade Branca de Boston Manteiga sem defensivos da marca Feltrin. O teste foi
conduzido com o solo derivado do experimento de avaliagdo carbonoclastica.
Foram mantidos os tratamentos: Controle (T1); Petréleo (T2); Petrdleo + C1 (T3);
Petrdleo + C2 (T4); Petroleo + torta de filtro (T5); Petroleo + C1 + torta de filtro, (T6);
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Petréleo + C2 + torta de filtro (T7) e utilizada 3 amostras compostas para cada
tratamento. Em cada caixa gerbox foi colocada 40 sementes e mantida a umidade
em 85% durante os 7 dias de teste.

As caixas gerbox foram cobertas com fita escura nas laterais e fundo para
evitar entrada de luz e utilizadas sem a tampa. Nas primeiras 48 horas
permaneceram totalmente no escuro e depois intercalando 16 horas de luz e 8
horas no escuro em BOD a 22°C. A contagem de germinacao foi feita diariamente
durante 7 dias, considerando germinadas as sementes com a emissao da radicula.
Ao término do teste foi contabilizada somente as plantulas normais, medindo as
radiculas de 5 plantulas de cada repeticéo.

Com os dados obtidos ap6s a finalizacao do teste foram calculados o indice
de velocidade de germinacéo (IVG), o tempo médio de germinacéo (TMG), o indice
de crescimento radicular (ICR) e o indice de germinacdo (IG), utilizando as

seguintes formulas.

Equacéao de indice de velocidade de germinacéo:

IVG = 5 (nifti)

Onde:
ni = nmero de sementes que germinaram
ti = tempo apos instalacdo do teste

i=1— 7 dias

Equacéao de tempo médio de germinacao:
TMG = (Zniti) | Zni

Onde:

ni = namero de sementes germinadas por dia
ti =tempo de incubacéo

i=1— 7 dias

Equacao de indice de crescimento radicular:
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ICR= CRA/CRC

Onde:

ICR: indice de crescimento radicular

CRA: comprimento da radicula na amostra
CRC: comprimento da radicula no controle

Equacéo do indice de germinacao:

IG=ICR x (PNA/PNC) x 100

Onde:

IG: indice de germinacéo

ICR: indice de crescimento

PNA: numero de plantulas normais na amostra

PNC: namero de plantulas normais no controle

Os valores de ICR e IG do controle foram considerados respectivamente
como 1 e 100. E as formulas desses indices foram obtidas por Carvalho e Carvalho
(2009), Gryczak et al. (2018).

Young et al. (2012) separou os valores de ICR e IG em categorias de

acordo com o efeito toxicologico observado:

ICR: indice de crescimento radicular

-Inibicdo do alongamento radicular (1): 0 <x> 0,8
-Sem efeitos significativos (SE): 0,8 <x = 1,2
-Estimulacdo do alongamento radicular (S): x > 1,2

IG: indice de germinacéo

-Inibicdo do crescimento das sementes (IS): x <80%

-Estimulacédo do crescimento das sementes (EC): x > 120%
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3.5 Andlise estatistica

Os dados de hidrocarbonetos totais de petréleo e do teste ecotoxicoldgico
foram analisados quanto a homogeneidade das variancias dos erros pelo teste de
Cochran, e da normalidade pelo teste de Lilliefors. Posteriormente, os dados
paramétricos foram submetidos a andlise de variancia com aplicacdo do teste
Tukey a 5 % de probabilidade. A correlagéo dos dados foi realizada pelo teste de

Pearson com significancia de 5%.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento, identificacédo e caracterizacdo das bactérias

4.1.1 Isolamento
A partir do solo contaminado com 06leo diesel, foram isoladas 9 bactérias

degradadoras de petréleo pelas caracteristicas morfologicas (tamanho, cor e
aparéncia da colénia). As caracteristicas mais observadas foram colénias com
diametros inferiores a 1,0mm, coloracdo branca e colonias opacas (Figura 4). As
bactérias foram identificadas como Pseudomonas sp. (B2), Rhodococcus sp. (B3,
B6, B7), Bacilus sp. (B4, B8), Klebsiella sp. (B5), Ochrobactrum sp (B9), sem
identificacdo (B1).
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Figura 4. Caracteristicas morfolégicas (tamanho/cor/ aparéncia da colénia) das
bactérias degradadoras de petréleo. Legenda: B1 (<1,0mm/branca/ translicida), B2
(>1,0mm/ branca/ opaca), B3 (<1,0mm/ rosada/ opaca), B4 (>1,0mm/ branca/
opaca), B5 (>1,0mm/branca/ opaca — acidificou o pH do meio), B6 (<1,0mm/
rosada/ opaca), B7 (<1,0mm/ laranja/ opaca), B8 (>1,0mm/ Branca/ opaca), B9
(<1,0mm/ branca/ opaca). B2 (Pseudomonas sp.); B3, B6, B7 (Rhodococcus sp.);
B4, B8 (Bacilus sp.); B5 (Klebsiella sp.), B9 (Ochrobactrum sp), B1 (sem

identificacao).

4.1.2 Identificacao
As bactérias identificadas foram depositadas no banco de germoplasma da
Embrapa agrobiologia, e apresentaram alta homologia (maior que 99%) quando

comparadas com as sequéncias parciais do 16S rRNA (Tabela 1).



Tabela 1. Identificacdo das bactérias quanto a homologia
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Bactéria Acesso n°.

Sequéncia similar*; ldentificacao*

Género similar

B2

B3

B4

BS

B6

B7

B8

B9

BR13882

BR13922

BR13921

BR13896

BR13932

BR13923

BR13883

BR13924

Pseudomonas nitritireducens
estirpe WZBFD3-5A2 16S
ribosomal RNA, sequéncia
parcial, ID: NR 133020.1; 99,36%.
Rhodococcus pyridinivorans
estirpe PDB9 16S ribosomal
RNA, sequéncia parcial, ID: NR
025033.1; 99,71%.

Bacillus safensis estirpe NBRC
100820 16S ribosomal RNA,
sequéncia parcial, ID: NR
113945.1; 99,93%.

Klebsiella grimontii estirpe SB73
16S ribosomal RNA, sequéncia
parcial, ID: NR 159317.1; 99,52%.
Rhodococcus biphenylivorans
estirpe TG9 16S ribosomal RNA,
sequéncia parcial, ID: NR
134798.1; 99,71%.

Rhodococcus ruber estirpe DSM
43338 16S ribosomal RNA,
sequéncia parcial, ID: NR
118602.1; 99,71%.

Bacillus pumilus estirpe NBRC
12092 16S ribosomal RNA,
sequéncia parcial, ID: NR
112637.1; 99,79%.

Ochrobactrum intermedium LMG
3301 16S ribosomal RNA,
sequéncia parcial, ID: NR
026039.1; 99,69%

Pseudomonas sp.

Rhodococcus sp.

Bacillus sp.

Klebsiella sp.

Rhodococcus sp.

Rhodococcus sp.

Bacillus sp.

Ochrobactrum sp

Legend: ID (Sequence ID), *Program Blast (BLASTN).

A partir dessas sequéncias obtidas da base de dados do BLAST nucleotideo

(blastn), foi construida a arvore filogenética (Figura 5).
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Figura 5. Arvore filogenética com a relagdo evolutiva de bactérias degradadoras de
petroleo. Legenda: B2 (Pseudomonas sp.); B3, B6, B7 (Rhodococcus sp.); B4, B8
(Bacilus sp.); B9 Ochrobactrum sp ; B5 (Klebsiella sp.).
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A arvore de consenso de bootstrap, inferida a partir de 500 réplicas, é usada
para representar a histéria evolutiva dos taxons analisados (Felsenstein, 1985). As
ramificacdes correspondentes as particbes reproduzidas em menos de 50% de
replicagcbes de autoinicializacdo sdo recolhidas, e a porcentagem de arvores
replicadas, nas quais 0s taxons associados se agruparam no teste de
autoinicializacdo (500 repeticbes), sdo mostrados proximos aos galhos
(Felsenstein, 1985). Esta analise envolveu 40 sequéncias nucleotidicas, e havia um
total de 1573 posicdes no conjunto de dados final. As andlises evolutivas foram
realizadas no MEGA X (Kumar et al., 2018).

A arvore filogenética mostra as relagbes entre as bactérias isoladas em
hidrocarbonetos de petréleo e as estirpes mais semelhantes por comparagao. As
espécies mais proximas tém maior semelhanca nas sequéncias. Todos 0s géneros
isolados foram citados em outros trabalhos de remediacdo de solos contaminados
por petroleo e oOleo diesel, sendo citadas as bactérias da espécie Bacillus safensis
(Pinhati et al., 2014) e dos géneros Bacillus sp., Klebsiella sp., Pseudomonas sp. e
Rhodococcus sp. como potenciais para degradacéao de hidrocarbonetos, e que se
destacam em processos de biorremediacdo (Jacques et al., 2005; Venkateswaran
e Harayama, 1995; Song et al., 2011; Fuentes et al., 2014; Xu et al., 2016; Quintella
et al., 2019; Xu et al., 2019).

4.1.3 Caracterizacao

Dentre as bactérias isoladas somente a B2 (Pseudomonas sp.), B5
(Klebsiella sp.) e B9 (Ochrobactrum sp. foram identificadas como Gram-negativa.
Ja o tempo de crescimento das colbnias variaram entre 24 e 48 horas, tanto em
placa com agar nutriente, como em caldo nutriente. Apresentaram um crescimento

mais rapido (durante 24 horas), as bactérias B1, B2, B5 e B9 (Figura 6).
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Figura 6. Curvas de crescimento com 24 horas (A), 38h (B) e 48 horas (C) com
densidade 6ptica (ODsoo). Legenda: Pseudomonas sp. (B2), Rhodococcus sp. (B3,

B6, B7), Bacilus sp. (B4, B8), Klebsiella sp. (B5), Ochrobactrum sp (B9), B1 (sem

identificac&o).
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As bactérias tiveram um desenvolvimento mais lento quando foram
crescidas em meio BH, usando petréleo como Unica fonte de carbono (Tabela 2).
Essa diferenca no crescimento esta diretamente relacionada ao desempenho das
bactérias em degradar o petréleo. Para fazer a curva de crescimento foi utilizado
um meio com fonte de carbono em abundancia para estimular o crescimento das

colbnias e caracterizar nas condi¢cdes mais favoraveis.

Tabela 2. Crescimento de bactérias em Meio Buschnell Haas (BH) e petréleo como

Unica fonte de carbono

Bactérias Meio BH

O.Dgoo T.L
Bl 0,669 18h
B2 0,246  20h
B3 0,555 20h
B4 0,387 20h
B5 0,985 18h
B6 0,687 20h
B7 0,396 20h
B9 0,236 18h

Legenda: Pseudomonas sp. (B2), Rhodococcus sp. (B3, B6, B7), Bacilus sp. (B4), Klebsiella sp.
(B5), Ochrobactrum sp (B9), sem identificacdo (B1). Densidade éptica (O.D.), Tempo de incubacéo
(T.L).

4.2 Atividade hidrocarbonoclastica das bactérias isoladas

A partir do teste da atividade hidrocarbonoclastica foi comprovada que todas
as bactérias degradam hidrocarbonetos (Figura 7). A avaliacdo da degradacéo pelo
teste com o indicador redox, 2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP) é feita somente de
forma visual, mas é considerado um método rapido e confiavel para a triagem de
bactérias hidrocarbonoclasticas (Marzan et al., 2017).

Quando as bactérias utilizam hidrocarboneto, geram elétrons aceitos pelo
DCPIP que é um corante aceptador de elétrons, mudando, assim, a cor do azul
(oxidado) para incolor (reduzido), sendo possivel determinar a capacidade do
microrganismo em utilizar o hidrocarboneto (Mariano et al., 2008). As bactérias

degradadoras utilizam os carbonos presentes nos hidrocarbonetos do petréleo para
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se desenvolverem, jA que o meio BH utilizado no teste ndo tem outra fonte de
carbono. Sendo assim, a degradacgéo do petréleo sé foi possivel a partir do uso do

carbono pela bactéria presente no teste.

Figura 7. Teste da atividade hidrocarbonoclastica entre as bactérias isoladas.
Legenda: B2 (Pseudomonas sp.); B3, B6, B7 (Rhodococcus sp.); B4, B8 (Bacilus
sp.); B5 (Klebsiella sp.) e B1 (sem identificacao).

Os isolado B2 (Pseudomonas sp.), B5 (Klebsiella sp.) e B7(Rhodococcus
sp.) foram eficientes em utilizar hidrocarbonetos como Unica fonte de carbono e
energia, pois apresentaram visualmente uma coloracéo azul menos intensa (quase
incolor). A B5 (Klebsiella sp.) apresentou-se mais eficiente nesse teste, e isso pode
estar associada tanto a adaptacdo da bactéria no meio contaminado, como a sua
estrutura celular.

Bactérias Gram-negativas sdo excepcionalmente versateis e conhecidas
pelas suas atividades metabdlicas, que permitem que algumas delas crescam em
condi¢cBes extremas de limitacdo de nutrientes. Além disso, na auséncia de fontes
de nutrientes, as bactérias Gram-negativas rapidamente adquirem a capacidade de
degradar xenobidticos, por isso encontram-se frequentemente envolvidas em
diversos processos de biorremediacdo (Sa-Correia et al., 2005). Diante deste
contexto, podem ser encontrados diversos trabalhos que isolaram um alto nimero
(>80%) de bactérias Gram-negativas degradadoras de hidrocarbonetos (Sikkema
et al., 1995; Andrade 2008; Schultz, 2010).

Mesmo que as demais bactérias (B1, B3, B4, B6, B8) ndo tenham se
mostrado eficientes no teste, existem varios trabalhos que usam consorcios

bacterianos, com algumas bactérias que néo séo tao eficazes na degradacdo, mas
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gue podem servir de fonte de carbono para outros microrganismos. Tonini et al.
(2010) afirmam gque nenhum microrganismo sozinho tem a capacidade de degradar
os hidrocarbonetos totais do petrdleo. O consorcio bacteriano é recomendado em
processos de biorremediagéo, sendo comprovado por Lin et al. (2010) e Lebkowska
et al. (2011), que esses resultados séo positivos na degradacéo.

4.3 Avaliacdo da degradacao de hidrocarbonetos totais de petréleo (HTP)

Todos os tratamentos utilizados foram capazes de degradar hidrocarbonetos
totais de petréleo (HTPs) (Tabela 3). ApGs os 85 dias de incubagéo, os tratamentos
T6 e T7, se destacaram com maior degradacdo de HTP. N&o foram mostrados os
resultados das quatro coletas realizadas durante o experimento porque a regressao
ndo foi significativa. Portanto, foram apresentadas na tabela 4, somente as

avaliacoes realizadas na primeira (1 dia) e quarta coleta (85 dias).

Tabela 3. Hidrocarbonetos totais de petroleo (HTP), em funcdo dos tratamentos

com 0 e 84 dias, apo6s o inicio do experimento.

Periodo de incubacédo (dias) Biorremediacédo (HTP)!

Tratamento (média)

0 84 %
T2 2,80x108 Ba 1,32x108Ab 53
T3 7,28x108Aa  1,76x108 Ab 75
T4 6,40x108Ba 1,98x108 Ab 69
T6 2,80x108Ba 3,54x107Bb 87
T7 3,80x108Ba 2,54x107Bb 92

(*) Médias seguidas de mesmas letras mailsculas na coluna e mindscula na linha, ndo diferem entre
si segundo o teste de Tukey (P<0,05, n=3). Calculado pela diferenca entre os valores do tempo 84
e 0 dia, dentro do mesmo tratamento. Legenda: T2 (Petréleo), T3 (Petrdleo + Consoércio bacteriano
1), T4 (Petréleo + Consorcio bacteriano 2), T6 (Petréleo +Torta de Filtro + Consércio bacteriano 1),
T7 (Petréleo +Torta de Filtro + Consércio bacteriano 2). Consércio bacteriano 1 (B2, B3, B4, B7),
Consorcio bacteriano 2 (B5, B6, B8, B9). B2 (Pseudomonas sp.); B3, B6, B7 (Rhodococcus sp.); B4,
B8 (Bacilus sp.); B5 (Klebsiella sp.); B9 (Ochrobactrum sp.).

Nesse experimento foram utilizados trés métodos de biorremediacao:
bioaumentacéo (adicdo de microrganismos selecionados), bioestimulacao (adicdo
de torta de filtro/nutrientes) e atenuacao natural. Obteve-se a degradacao dos

hidrocarbonetos por todos os métodos aplicados. Diversos trabalhos citam a
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eficiéncia dessas técnicas em degradar hidrocarbonetos totais de petréleo (Bento
et al., 2005; Agamuthu et al., 2013; Haghollahi et al., 2016; Koshlaf et al., 2016; Li
et al., 2016; Aguelmous et al., 2018; Ani e Ochin, 2018; Abena et al., 2019; Huang
et al., 2019; Kumar et al., 2019).

A maior porcentagem de degradacéo de hidrocarbonetos foi do T6 e T7,
gue usaram a bioaumentagao + bioestimulagéo. Jiang et al. (2016) afirmam que é
possivel melhorar a remediacdo de hidrocarbonetos no solo, aplicando diferentes
estratégias de biorremediacdo, como bioaumentacdo e bioestimulacao,
individualmente ou em combinacéo.

Os substratos utilizados no experimento apresentaram algumas
caracteristicas quimicas e microbioldgicas diferentes. O substrato 1 foi utilizado nos
tratamentos T2, T3 e T4, e os demais tratamentos foi feito com torta de filtro,
utilizando o substrato 2 (Tabela 4). Os tratamentos com torta de filtro continham
bactérias presentes no residuo organico, e junto com o consorcio bacteriano
apresentaram degradacao superior aos tratamentos sem a torta de filtro.

Um dos principais fatores que afetam a degradacéo de hidrocarbonetos de
petroleo € a disponibilidade de microrganismos que podem catabolizar poluentes
(Al-Hawash et al., 2018). Também ¢é importante a adaptacdo da microbiota para o
processo de biodegradacao (Leonel et al., 2010), por meio do uso de consorcios
bacterianos eficientes, pois o petrdleo bruto é uma mistura complexa de
hidrocarbonetos de varios pesos moleculares, portanto, nenhuma cepa bacteriana
isolada pode degradar todos os hidrocarbonetos encontrados no petrdleo (Li et al.,
2016).

Tabela 4. Anélise quimica e microbioldgica do solo artificial com e sem a torta de

filtro.

pH C MO K Ca Mg P B Zn Cu
H,O g/ dm? mmol./dm? mg/dm?

1 54 2360 4069 209 17,70 12,80 32 0,38 512 0,81 8451 1,13x10*
2 64 31,20 53,79 34,10 49,70 18,00 451 0,18 22,70 3,59 141,83 7,36x10?

SA UFC g solo *

*pH em &gua; P, K, Fe, Zn, Cu usando extrator Mehlich 1; Ca e Mg usando extrator KCI 1mol/L; B
usando extrator 4gua quente. Legenda: Solo artificial (SA); Matéria organica (MO); Solo 1 (Areia +

caulin + fibra de coco); Solo 2 (Areia + caulin + fibra de coco + torta de filtro).
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A torta de filtro também tem a funcéo de melhorar as condic6es quimicas e
fisicas do solo (estrutura e porosidade), fornecendo oxigénio suficiente e nutrientes
para a comunidade microbiana, favorecendo o crescimento das bactérias eficientes
na degradacao de hidrocarbonetos (Agamuthu et al., 2013; Abena et al., 2019).
Tellechea et al. (2016) afirmaram que o uso de torta de filtro de cana-de-agucar,
associada ou ndo com adi¢do de NPK, é um método essencial para biorremediacéo
de areas contaminadas com hidrocarbonetos. A eficiéncia do uso de residuos
organicos (esterco de cabra/ vaca; lodo de esgoto; palha de arroz/ ervilha;
serragem e efluente do moinho de 6leo de palma) é relatada em varios trabalhos,
estimulando a remocao de hidrocarbonetos com degradacdo maior que 70%
(Agamuthu et al., 2013; Koshlaf et al., 2016; Aguelmous et al., 2018; Ani e Ochin,
2018; Huang et al., 2019).

Os tratamentos T3 e T4 apresentaram degradacdo de 76% e 56%,
respectivamente, mesmo com a adi¢cdo de consorcio bacteriano, corroborando os
valores encontrados por Li et al. (2016). Essa degradacéao foi estatisticamente igual
ao tratamento com atenuacéo natural. Provavelmente, este resultado se deve ao
fato de os nutrientes do solo estarem abaixo do requisito ideal para a atividade
microbiana, pois, segundo Abena et al. (2019), quando estdo na proporcéo
apropriada, podem estimular o crescimento, a atividade microbiana e melhorar os
resultados gerais de biodegradacao dos poluentes.

Aléem da eficiéncia da degradacdo com o uso da bioaumentacdo e
bioestimulacdo, o solo somente com petroleo (atenuacdo natural — T2) teve a
degradacao estatisticamente igual aos tratamentos T3 e, T4, confirmando a sua
eficiéncia em também degradar o petréleo, entretanto, ndo superando o0s
tratamentos T6 e T7. Alguns autores relataram degradacdo igualmente as
encontradas no presente trabalho (Bento et al., 2005; Guarino et al., 2017; Chen et
al., 2019). Essa degradacao, com mais de 50%, pode estar relacionada ao tipo de
substrato usado no experimento. Haghollahi et al. (2016) confirmaram que o solo
mais arenoso é favoravel a biorremediacédo de hidrocarbonetos totais de petroleo,
com degradacédo de 70%. Podendo ter sido menor no presente trabalho pela baixa

guantidade de bactérias nesse solo
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4.4 Ensaio ecotoxicoloégico com germinacao de alface

Apo6s o processo de biorremediacdo e a confirmacédo da degradacdo dos
hidrocarbonetos, foi realizado o ensaio com sementes de alface para avaliar a
toxicidade do solo. E importante avaliar a ecotoxicologia do solo durante e apos
gualquer tratamento de remediacdo, pois foi demonstrado que a reducdo de
contaminantes pode n&o contribuir na reducao da toxicidade (Coulon et al., 2005).

No ensaio ecotoxicolégico foi avaliado tanto a germinacdo das sementes
como o seu crescimento radicular. Quando se observa o crescimento radicular, é
visivel o efeito toxico dos hidrocarbonetos presentes no solo, principalmente no
tratamento com atenuacao natural (T2), ja os tratamentos com bioestimulacéo (T6
e T7) apresentaram as maiores radiculas (Figura 8). Jiang et al. (2016) também
observaram o efeito do contaminante no crescimento radicular utilizando sementes
de mostarda (Brassica alba). Essas plantas séo utilizadas para teste de toxicidade
pela sensibilidade, representatividade e facilidade de ser cultivada em qualquer
regido do mundo (Caldasso, 2018).
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Figura 8. Resultado do ensaio de germinacdo de alface, mostrando a diferenca no crescimento
radicular entre os tratamentos. Legenda: T1 (Controle sem petréleo e sem bactéria), T2 (Petroleo),
T3 (Petréleo + Consorcio bacteriano 1), T4 (Petréleo + Consércio bacteriano 2), TS5 (Controle com
torta de filtro e sem o consorcio bacteriano), T6 (Petréleo +Torta de Filtro + Consorcio bacteriano 1),
T7 (Petréleo +Torta de Filtro + Consorcio bacteriano 2). Consoércio bacteriano 1 (B1, B2, B3, B4,
B7), Consoércio bacteriano 2 (B5, B6, B8, B9). B2 (Pseudomonas sp.); B3, B6, B7 (Rhodococcus
sp.); B4, B8 (Bacilus sp.); B5 (Klebsiella sp.) e B1, B9 (em processo de identificac&o).

Os resultados visualizados na figura 8 podem ser confirmados pelos dados
de crescimento médio radicular (CMR), conforme tabela 5, demonstrando maior
crescimento médio radicular nos tratamentos T6 e T7. Esses tratamentos também
apresentaram as maiores porcentagens de degradacé&o de hidrocarbonetos (Tabela
4), mostrando que a redugdo da contaminagdo também reduziu a toxicidade do

solo.
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Tabela 5. Avaliacdes realizadas do ensaio ecotoxicol6gico com sementes de alface

Trat PN(n) IVG  TMG (dias) CMR (mm) ICR  IG (%)
T1 19a  8,62a 3,04a 27,90 b lc 100 a
T2 13a  4,67a 4,18 a 2602b 093¢ 7la
T3 12a  555a 4,00 a 2466b 090c 60a
T4 12a  4,76a 3,73 a 3269b 120bc 74a
T6 18a  7,37a 3,37a 4831a 176a 179a
T7 15a  6,30a 4,06 a 5166a 1,89a 199a
CV (%) 17,42 24,5 22,23 9,37 12,92 26,08

Legenda: Médias com letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05, n=3).
T1 (Controle sem petréleo e sem bactéria), T2 (Petréleo), T3 (Petrdleo + Consorcio bacteriano 1),
T4 (Petréleo + Consorcio bacteriano 2), T6 (Petrdleo +Torta de Filtro + Consércio bacteriano 1), T7
(Petréleo +Torta de Filtro + Consorcio bacteriano 2). Consoércio bacteriano 1 (B1, B2, B3, B4, B7),
Consorcio bacteriano 2 (B5, B6, B8, B9). PN (Plantulas normais), IVG (indice de velocidade de
germinacéo), TMG (Tempo médio de germinac&o), CMR (Crescimento médio radicular), ICR (indice

de crescimento radicular), IG (indice de germinago).

O crescimento radicular € um 6timo parametro para avaliar a toxicidade do
solo, pois a absorcdo do contaminante afeta diretamente o desenvolvimento
radicular das plantas recomendadas nos testes ecotoxicolégicos, por ser sensivel
a esses compostos xenobiodticos.

Pela classificacdo de Young et al. (2012), os tratamentos (T2, T3, T4) nao
tiveram efeitos significativos na toxicidade com base no ICR, porém, quando foi
observado o IG, percebeu-se uma inibicdo no crescimento das sementes. Os
demais tratamentos (T6, T7) estimularam tanto o alongamento radicular, como o
crescimento das sementes. Portanto, é possivel afirmar que o uso da torta de filtro
além de degradar os hidrocarbonetos, eliminou a toxicidade do solo.

A correlacdo negativa e significativa entre os hidrocarbonetos totais de
petroleo (HTP) e os dados de plantula normal (PN), indice de velocidade de
germinacao (IVG) e indice de germinacédo (IG) (Tabela 6), mostraram que quanto
maior o valor dos hidrocarbonetos, maior sera o efeito toxico na germinacao e

crescimento das sementes.
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Tabela 6. Correlacdo entre os hidrocarbonetos totais de petréleo do solo e as

avaliacdes do ensaio ecotoxicolégico com sementes de alface

Correlacao (HTP)
PN (n) -0,89
IVG -0,85
IG -0,71

Legenda: PN (Plantulas normais), IVG (indice de velocidade de germinacdo), IG (indice de
germinacao), HTP (Hidrocarbonetos totais de petroleo),

Diante deste resultado, pode-se afirmar que somente 0 monitoramento dos
HTP nédo é suficiente para determinar o risco ambiental em um local contaminado
apos a biorremediacdo (Jiang et al.,, 2016). Afirma-se ainda que o teste
ecotoxicoldgico foi fundamental para garantir que os tratamentos T6 e T7 fossem
os mais eficientes na degradacéo dos hidrocarbonetos, favorecendo a melhoria das
condi¢cBes do substrato para ser utilizado para o plantio de espécies vegetais, e

trazendo uma Otima alternativa para o uso dessas areas apos a remediacao.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

O sucesso da biorremediacdo depende de fatores quimicos, fisicos e
biologicos. Foram realizados no presente trabalho todos os procedimentos
necessarios para garantir a eficiéncia da degradacdo dos hidrocarbonetos
presentes no solo, desde o isolamento de bactérias de um solo contaminado por
0leo e com capacidade de degradar os HTP, até o uso de residuo organico que
potencializa a atividade das bactérias durante a remediacdo. Também foi realizado
o0 experimento de biorremediacdo com o uso de consércios bacterianos, cuja
eficiéncia foi confirmada, quando comparado ao uso de somente uma espeécie.

Os resultados do isolamento das bactérias mostraram que a B2
(Pseudomonas sp.), B5 (Klebsiella sp.) e B7(Rhodococcus sp.) foram eficientes em
degradar hidrocarbonetos. A bactéria Klebsiella sp. (B5), foi a que apresentou maior
eficiéncia. Observou-se que todos os tratamentos degradaram mais de 50% dos
hidrocarbonetos totais de petréleo no solo apés o processo de biorremediacdo, com
destaque para os tratamentos T6 e T7, em que foi aplicada a técnica de
bioaumentacdo (adicdo de microrganismos selecionados), com bioestimulacéo
(adicéo de nutrientes).

A realizacado do teste ecotoxicolégico, para avaliar a toxicidade do solo apos
a biorremediacao, demonstrou que o uso do residuo vegetal (torta de filtro) além de
ser mais eficiente na degradacdo, também reduziu a toxicidade do solo, que
apresentou uma porcentagem entre 8-13% de hidrocarbonetos ainda presentes no

solo. O teste com semente de alface mostrou que os tratamentos (T2, T3, T4),
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mesmo degradando mais de 50% de HTP, apresentaram toxicidade no solo. Este
teste € um complemento da biorremediacdo, usado para afirmar se o solo

realmente ndo apresenta nenhum risco ambiental.

Diante dos resultados apresentados, concluiu-se que:

e Abactéria B2 (Pseudomonas sp.), B5 (Klebsiella sp.) e B7(Rhodococcus sp.)
foram mais eficientes em degradar os hidrocarbonetos totais de petréleo;

e A biorremediacdo, em conjunto com as técnicas de bioaumentacdo +
bioestimulagéo (T6 e T7), foi mais eficiente, sendo superior a 87%;

e O teste ecotoxicologico foi um 6étimo indicador para confirmar a reducédo da

toxicidade do solo nos tratamentos mais eficientes na biorremediagao.
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