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Resumo

Estratégias de biorremediagdo por microorganismos com potencial biodegradativo sdo alternativas
utilizadas para eliminar ou minimizar os efeitos de poluentes. O presente estudo buscou analisar a capacidade de
24 linhagens bacterianas isoladas do solo rizosférico de plantas Calotropia procera, Cenchrus echinatus, ¢
Dactyloctenium aegyptium coletadas no aterro de residuos solidos da producao de petréleo localizado no campo
de Fazenda Belém da PETROBRAS, no municipio de Icapui-CE, de degradar oleo diesel, e também avaliar a
dindmica populacional das linhagens mais ativas no solo contaminado com O6leo diesel nas condicdes
laboratoriais (experimento microcosm). O estudo procurou ainda selecionar as bactérias com capacidade de
produzir biossurfactantes. A caracterizagdo das bactérias consistiu nos testes de coloragdo Gram, de motilidade,
de produgio de endoésporos e de producdo de catalase. Testes de degradacdo de 6leo diesel por bactérias foram
realizados em microplacas, utilizando o indicador 2,6 diclorofenol-indofenol (2,6 DCPIP). No periodo de 72h de
incubagdo de bactérias foi observado se houve mudanga da cor azul (oxidado) do indicador 2,6 DCPIP, para sem
coloragdo (reduzido), devido a acdo das linhagens utilizadas separadamente ou em culturas mistas compostas de
duas linhagens. Quanto ao teste de produg@o de biossurfactantes, foi empregado o teste de emulsificagdo para
culturas em Caldo Nutriente € em meio de Bushnell-Haas, e o teste de hemolise. Foram realizados dois
experimentos microcosm, sendo que no primeiro experimento foram utilizadas duas linhagens separadamente, e
no segundo foram utilizadas duas culturas mistas compostas por trés linhagens cada. Os resultados dos testes de
degradagdo do 6leo diesel em microplacas indicaram que 50 % das linhagens testadas foram capazes de degradar
o Oleo diesel no periodo de 72 horas. As culturas mistas das linhagens ndo foram mais eficientes na degradagao
do ¢6leo diesel quando comparadas com culturas de uma linhagem. A emulsificagdo do 6leo diesel foi observada
em dezesseis linhagens no meio Caldo Nutriente, e apenas em uma linhagem cultivada no meio Bushnell-Haas.
Os valores de indice de emulsificagdo (E24%) variaram entre 10 e 48,5%. Produgdo de biossurfactantes
extracelulares foi observada em onze linhagens de bactérias. Das 19 linhagens testadas no teste de hemolise no
meio Agar Sangue, seis apresentaram atividade hemolitica. Os resultados do experimento microcosm com
linhagens aplicadas separadamente mostraram que a presenga de oleo diesel estimulou o crescimento das
bactérias no solo, entretanto no experimento microcosm com culturas mistas ocorreu inibigdo do crescimento
bacteriano no solo com adi¢do de dleo diesel. Entre as linhagens bacterianas testadas, algumas exibiram
potencial para ser explorado futuramente nas pesquisas sobre seu uso nos processos de biorremediagdo de areas

contaminadas por petroleo.

Palavras-Chave: Biodegradagdo, Oleo diesel, Bactérias.



Abstract

Bioremediation strategies that use microorganisms with biodegradation potential are alternatives
applied to eliminate or minimize the effects of pollutants. This study investigated the ability of 24 bacterial
strains, isolated from the rhizosphere of plants Calotropia procera, Cenchrus echinatus, e Dactyloctenium
aegyptium collected in solid waste landfill of oil production, located in the Fazenda Belém of PETROBRAS, in
the municipality Icapui-CE, to degrade diesel oil, and also to evaluate the population dynamics of the most active
strains in soil contaminated with diesel oil in laboratory conditions (microcosm experiment). The study also
aimed to select the biosurfactant-producing bacteria. The characterization of the bacteria consisted in the tests
of Gram stain, motility, endospores production and catalase production. Tests of diesel oil degradation by
bacteria were performed in microplates, using the indicator 2.6 dichlorophenol-indophenol (2,6 DCPIP). The
change from blue (oxidized) indicator 2.6 DCPIP to colourless (reduced) in the bacterial cultures of one strain
strain or in mixed cultures incubated for 72 hours was observed. The biosurfactants production was analysed by
the emulsification test in the Nutrient Broth and Bushnell-Haas media, and the hemolysis test. Two microcosm
experiments were conducted, while in the first experiment were used strains separately, in the second two mixed
cultures composed of three strains each were applied. The results of the degradation tests of diesel in microplates
indicated that 50% of strains tested were capable to degrade the diesel oil in the period of 72 hours. The mixed
cultures not more efficient in the degradation of diesel oil when compared with cultures of one strain. The
emulsification of diesel oil was observed in sixteen strains in Nutrient Broth medium, and only one strain grown
in Bushnell-Haas medium. The values of emulsification index (E24%) ranged from10 to 48.5%. Most strains
produced biosurfactants from the cell culture. Of the 19 strains tested in the hemolysis test in the Blood Agar
medium, six showed hemolytic activity. The results of the microcosm experiment with strains applied separately
showed that the diesel oil presence stimulated the growth of bacteria in soil, however, in the microcosm
experiment with mixed cultures occurred inhibition of bacterial growth the soil with addition of diesel oil.
Among the bacterial strains tested, some exhibited potential to be explored in the future research about their

application in the bioremediation processes in areas contaminated by petroleum.

Palavras-Chave: Biodegradation, Diesel Oil, Bacteria.
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1. INTRODUCAO

1.1 BIODEGRADACAO DE HIDROCARBONETOS DO PETROLEO

Diante da crescente estrutura logistica da producdo e comercializagdao do petrédleo e
de seus derivados, as preocupagdes referentes ao potencial de contaminagdo de solos e aguas
subterraneas vém aumentando nos ultimos anos.

Atualmente, propostas que tenham o intuito de resolver os problemas atinentes a
contamina¢do ambiental, sdo de grande importancia e t€ém despertado muito interesse devido
as graves consequéncias que estes originam.

A biorremediacao pode ser considerada como uma nova tecnologia para tratar locais
contaminados mediante o uso de agentes biologicos capazes de modificar ou decompor
poluentes alvos.

Estratégias de biorremediacdo incluem a utilizagdo de microrganismos autoctones,
ou seja, do proprio local, sem qualquer interferéncia de tecnologias ativas de remediacdo, a
adicao de agentes estimulantes como nutrientes, oxigénio e biossurfactantes, € a inoculacao de
consorcios microbianos enriquecidos (BENTO et al., 2003; MARIANO et al., 2007). O
beneficio desses processos ¢ a mineralizacdo do poluente, isto ¢, a transformacdo em gés
carbonico, 4gua e biomassa.

O potencial que representam as bactérias para processos de biorremediacdo de
substancias toxicas no solo e nas aguas, tem sido alvo de grande interesse na atualidade.
Dentre os poluentes antropogénicos mais frequentes temos os plasticos, os pesticidas, e
compostos relacionados, metais pesados, lixo radioativo, efluentes térmicos e hidrocarbonetos
de petroleo.

Bactérias que degradam hidrocarbonetos podem ser localizadas em todos os
ambientes naturais, embora apresentem enormes variagdes em suas densidades. Todavia, ¢
importante destacar que apenas a constatacdo da presenca desses microrganismos nao
significa que uma biorremediacdo efetiva esteja acontecendo no local contaminado
(ROSENBERG, 2006).

Nao existe uma regra geral que indique o melhor tratamento de uma area
contaminada especifica. Cada caso deve ser analisado de forma individualizada, a partir da
avaliag¢do de suas particularidades (MARIANO et al., 2007). Quando ocorre o derramamento

de petroleo a acdo inicial € a de remover a fase oleosa por meios mecanicos, como acontece



ANEXO - Caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas de linhagens bacterianas

Linhagem Forma Reacdo de Gram  Catalase Motilidade Endésporos

P1R14 bastonetes + + + +

P1R16 bastonetes + + + +

P1R21 bastonetes + + + +

P2R1 cocobacilos + + - -

P2R11 bastonetes + - - +
irregulares

P2R17 €oCos + + - -

P2R18 bastonetes + + + -
irregulares

P2R20 bastonetes + + - R
irregulares

P2R23 bastonetes - - + -
irregulares

P2R24 bastonetes - - + -

P2R29 bastonetes + - - -

P3R3 bastonetes + - + -
irregulares

P3R9 bastonetes - - - -
irregulares

P3R10 bastonetes + + - R
irregulares

P3R21 bastonetes + + - -
irregulares

P3R22 bastonetes + + + -
irregulares

P3R24 filamentos + + - -

P3R25 bastonetes + + - -
irregulares

P3R27 bastonetes - + + -
irregulares

P3R28 bastonetes - + - -

irregulares



P3R29

P3R30

P3R31

P3R32

filamentos

bastonetes

bastonetes

bastonetes

V- gram-varidvel



no bombeamento, ou fisico-quimicos através da aplicacdo de surfactantes, moléculas
anfipaticas que dispersam a camada de 6leo (ATLAS, 1995). Os microrganismos que oxidam
hidrocarbonetos crescem rapidamente sobre a superficie do petréleo (ou derivado), e a
atividade ¢ mais extensa quando as condi¢cdes ambientais, como temperatura e nutrientes
inorganicos sdo adequadas. Dado que o petrdleo e seus derivados sdo menos densos e
insoliveis em agua, flutuam e formam manchas em sua superficie. As bactérias que oxidam
hidrocarbonetos podem atacar as goticulas insolaveis, e desenvolver-se em grande quantidade
sobre elas. A acdo destas bactérias leva a decomposicao destes hidrocarbonetos e a dispersao
da mancha.

Quando ocorrem grandes derramamentos, as fracdes de hidrocarbonetos volateis
evaporam rapidamente, restando os componentes aromaticos e alifaticos de cadeia longa, os
quais devem ser eliminados pelos microrganismos. Em alguns estudos foi visto que as
bactérias que oxidam hidrocarbonetos tém aumentado seus numeros de 10°-10° vezes em
pouco tempo apds ocorrer o derramamento (MADIGAN et al., 2004). Alguns microrganismos
degradam compostos alcanos (normal, ramificado, ciclico), outros degradam compostos
aromaticos, ¢ ainda outros degradam tanto hidrocarbonetos aromaticos quanto alcanos
(PIROLLO, 2006).

Devido ao fato da degradacdo de hidrocarbonetos para CO, envolver uma reagdo de
oxidacdo, os organismos, em sua maioria, sdo aerdébios (ROSATO, 1997). Madigan et al.
(2004) afirmam que a etapa inicial na oxidacdo de hidrocarbonetos alifaticos tem como
reagente o oxigénio molecular (O;), um dos quais se incorpora ao hidrocarboneto oxidado
resultando no produto final, que ¢ a acetil-CoA. Nem sempre a oxidagdo inicial ocorre no
carbono inicial, as vezes pode ocorrer no carbono secundario e entdo as reagdes posteriores
sao muito diferentes. Os hidrocarbonetos alifaticos insaturados que contém uma dupla ligagao
terminal ndo sdo refratarios a decomposicao andxica e podem ser oxidados por algumas
bactérias sulfato redutoras e outras bactérias anaerdbicas.

O metabolismo de hidrocarbonetos aromadticos, alguns dos quais sdo moléculas
grandes, geralmente se inicia com a formacdo do protocatecuato, de catecol, ou de um
composto relacionado estruturalmente (Figura 1). Estes compostos de um s6 anel sdo
conhecidos como substratos de partida, pois o catabolismo oxidativo s6 continua apos as
moléculas aromaticas complexas se converterem nesta forma mais simples. O proprio

protocatecuato e o catecol podem ser degradados depois a compostos que entram no ciclo do



acido citrico: succinato, acetilCoA e piruvato. Varios passos do catabolismo de
hidrocarbonetos arométicos geralmente requerem oxigenases.

Os compostos aromaticos podem também ser degradados anaerobicamente pela acao
de bactérias aerobias se o composto ja dispde de um atomo de oxigénio, como no caso do

fenol (MADIGAN et al., 2004).

.{JOL‘.,L_[_,-’.{Q\’_,L'JH e OH
| ] [

~F o ~7 "oH
Protocatecuato Catecol

FIGURA 1: Produtos comuns da oxidacdo de hidrocarbonetos aromaticos. (Fonte: MADIGAN et
al., 2004).

Microrganismos, como bactérias, cianobactérias, algas, leveduras, fungos
filamentosos, € até mesmo protozoarios sdo agentes capazes de degradar uma ampla
diversidade de substincias organicas, comumente encontradas nos efluentes gerados pelas
refinarias e industrias, entre os quais estd o oleo diesel. Por assimilarem tais substancias como
fonte de carbono e/ou de energia, os microrganismos vém se apresentando como poderosa
alternativa aos métodos convencionais de tratamento, sendo cada vez mais empregados na
resolugdo de problemas ambientais (ROSATO, 1997; URURAHY, 1998).

ZoBell, em 1946, apresentou a capacidade de certos microrganismos utilizarem
hidrocarbonetos como fonte de carbono, e descreveu mais de 100 espécies, representando 30
géneros diferentes (ROSATO, 1997).

Os géneros Achromobacter, Arthrobacter, Micrococcus, Vibrio, Acinetobacter,
Candida, Sporobolomyces, Flavobacterium, Rhodotorula, Brevibacterium, Alcaligenes,
Bacillus, Mycobacterium, Nocardia, Pseudomonas, Sphingomonas, € Rhodococcus, sio
alguns dos mais comumente observados, e descritos como degradadores de hidrocarboneos de
petroleo (BASTIAENS et al., 2000; BOONCHAN et al., 2000; ROSATO, 1997).

Bento et al. (2005) afirmam que bactérias isoladas e culturas microbianas mistas
podem ser usadas em processos de biorremediagdo. Elevadas taxas de degradacdo de
hidrocarbonetos sao frequentemente alcangadas com o emprego de consorcios bacterianos
isolados de ambientes que precisam do processo de biorrestauracdo (JUHASZ et al., 2000).

Consorcios bacterianos dispdem de um amplo arranjo de mecanismos metabolicos na quebra



dos componentes do O6leo diesel, incluindo a producdo de agentes com capacidade
emulsificante, conhecidos como biossurfactantes (WILLUMSEN; KARLSON, 1997).

Rosato (1997) observa que a maioria dos estudos de microbiologia da degradagao de
hidrocarbonetos inclui organismos mesofilicos, mas existem também alguns microrganismos
degradadores encontrados em ambientes extremos, como por exemplo, na regido Artica, no
entanto existe um numero reduzido de microrganismos degradadores encontrados em

ecossistemas com elevadas temperaturas.

1.2 BIODEGRADACAO DE OLEO DIESEL

O petroleo consiste em uma mistura complexa de compostos organicos com
elevado contetido energético. Ele se origina do betume das rochas-mae, que determina as
diferengas na sua composicao bésica. O petréleo, ou 6leo cru, passa por mudangas em sua
composicao durante a migracdo primaria. Apenas uma reduzida quantidade de betume total
disperso ¢ mobilizado e transferido para as rochas-reservatorio e ainda uma menor
quantidade ¢ acumulada nos pogos. A comparacao entre betume na rocha-mae e 6leo no
reservatdrio mostra que a drenagem ¢ seletiva. Moléculas pesadas e polares, como o
asfalteno, s3o adsorvidas fortemente na rocha-mae e geralmente ndo sdo expelidas para o
reservatorio. Assim, a composicdo do petréleo depende da capacidade de adsorcdo de
diferentes compostos, ¢ desse modo os hidrocarbonetos saturados menos polares sdo mais
encontrados, seguidos pelos compostos aromaticos e benzotiofenos, enquanto as resinas
mais polares e os asfaltenos, menos soliveis, sdo menos abundantes. Nos reservatorios, o
petréleo ¢ bastante suscetivel a alteragcdes, causadas por varios fatores. Tais alteracdes
resultam em mudangas na composicao do 6leo, consequentemente influenciando em sua
qualidade e no seu valor economico (ROSATO, 1997).

O processamento inicial de beneficiamento do petrdleo envolve sua separagdo por
destilagdo em uma série de fragdes caracterizadas pelos intervalos de temperatura e pressao.
Além da destilagdao, numerosos processos de refinaria sdo utilizados para otimizar a obtencao
de certos produtos desejados. As fragdes destiladas do petrdleo podem ser classificadas em
trés grupos, de acordo com o niimero de atomos de carbono nas moléculas: as gasolinas (4 a
12 atomos de carbono), os destilados médios (9 a 20 atomos de carbono) e 6leos combustiveis

pesados (mais de 14 atomos de carbono) (MARIANO, 2006).



Segundo Seabra (2001) na composi¢ao do petroleo encontram-se varias centenas de
compostos organicos, que podem ser divididos em hidrocarbonetos alifaticos (alcanos,
alcenos e ciclicos), hidrocarbonetos aromaticos, asfaltenos (fenois, acidos graxos, cetanos,
ésteres, etc.), resinas, € compostos polares (piridina, quinolinas, carbazoleo, amidas, tiofeno,
etc.).

O oleo diesel ¢ um destilado do petréleo que contém principalmente
hidrocarbonetos de cadeias simples, ndo ramificadas, olefinas e, pequenas concentragdes de
componentes policiclicos aromaticos. Em relagdo a gasolina, o oOleo diesel apresenta
moléculas com tamanho maiores de cadeias, o que confere a este combustivel maior massa

especifica, menor volatilidade e menor solubilidade em agua (BAKER; HERSON, 1994).
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FIGURA 2: Alguns hidrocarbonetos monoaromaticos (BTEX), poliaromaticos (HPA) e alifaticos do petréleo.
Fontes: GUIMARAES et al., 2010; LOURENCO, 2006; MURPHY et al., 1972.

Catastrofes como a ocorrida na costa do Alasca em 1989, com o petroleiro Exxon
Valdez, e o caso da Petrobras em janeiro de 2000, onde aconteceu um vazamento de milhares
de litros no mar na baia de Guanabara, sdo casos que aumentam o debate relativo a
necessidade de reduzir os impactos ambientais advindos da contaminag¢do por petrdleo
(GALDINO et al., 2002).

A Agéncia Nacional de Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis registrou que no

ano de 2012 um vazamento de petréleo ocorreu devido uma falha na tubulagdo, em uma



plataforma que opera no Campo de Barracuda, na Bacia de Campos dos Goytacazes, no Rio
de Janeiro; na mesma bacia, no ano de 2011, danos foram causados ao meio ambiente com o
vazamento de 6leo no Campo de Frade. Em 2001 foi registrado um vazamento de 6leo diesel
no municipio de Morretes, no Parand, pelo rompimento do oleoduto Araucéria-Paranagud
(OLAPA), da Petrobras; ja no ano de 2010, um vazamento ocorreu na plataforma Deepwater
Horizon, no Golfo do México.

Valentin (2006), diz que no Brasil, as preocupagdes referentes ao potencial de
contamina¢cdo de agua subterranea, pelos postos de combustiveis, vém aumentando nos
ultimos anos, devido ao fato de que a maioria dos postos possui mais de dez anos. Segundo o
mesmo autor, em caso de vazamento e/ou derramamento de combustiveis, a contaminagao de
aquiferos ¢ a fonte das principais preocupacdes, pois estes sdo usados como fonte de
abastecimento de agua para consumo humano. A deterioragdo de tanques subterraneos de
estocagem, em postos de abastecimento, e o consequente vazamento do combustivel para o
meio ambiente é caracterizada como sendo a principal fonte deste poluente (JUNIOR, 2008).

A susceptibilidade exibida pelos constituintes do petréleo a biodegradacao se
modifica conforme a concentracdo do poluente e o tamanho da molécula do hidrocarboneto
(CHOSSON et al, 1991). De modo geral, um aumento no numero de anéis eleva a
estabilidade quimica e a hidrofobicidade da molécula dos hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos, tornando-os menos susceptiveis a biodegradagao (KANALY et al., 2000, YU et
al., 2005).

Alguns compostos organicos presentes na composicdo do Oleo diesel sao
cientificamente comprovados como carcinogénicos. Dentre os BTEX, como sdo chamados os
hidrocarbonetos monoaromaticos benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos, o benzeno é
considerado o mais toxico, podendo em exposigdes cronicas causar danos a medula Ossea,
leucemia e cancer de figado (MARIANO, 2006).

E esperado que a contaminagio por 6leo reduza a biodiversidade da microbiota
presente no solo. Uma provavel explicacdo para isto ¢ que a adi¢do de grandes quantidades de
hidrocarbonetos seleciona um numero limitado de organismos degradadores de
hidrocarbonetos que exibem rapido crescimento, que sdo enriquecidos no ambiente
(tipicamente oligotrofico) do solo sob estas condi¢gdes. Contudo, existe uma falta de
informagdo sobre como isso pode ser modulado por diferentes matrizes ambientais
complexas, e, em particular, como diferentes tipos de solo podem afetar o desenvolvimento de

populagdes de organismos que degradam hidrocarbonetos (BUNDY et al., 2002).



Rosato (1997) diz que estratégias de remediacdo em ambiente aquatico envolvem a
queima do Oleo in situ, aplicacdo de agentes que catalisam a fotoxidagdo, o uso de
dispersantes, e a coleta fisica do material por meio de adsorventes e escumadeiras superficiais.
Dentre as estratégias recentes, a biorremediagdo surge como a menos agressiva € a mais
adequada para manutencao do equilibrio ecoldgico.

Em ambientes terrestres as refinarias produzem uma elevada quantidade de derivados
indesejaveis, que causam polui¢do ambiental. O landfarming ¢ um método empregado por
varias refinarias para eliminar estes compostos poluentes. Esse método consiste em promover
a dispersdo dos residuos no solo e a biodegradagdo por microrganismos nativos; o uso de
plantas com o fim de estimular a biodegradagdo foi também relatado. H4 evidéncias de que
raizes de plantas, juntamente com a comunidade microbiana, oferecem uma relevante
estratégia para remediacao de solos contaminados. As plantas podem absorver diretamente os
contaminantes e subsequentemente acumular metabdlitos ndo fitotoxicos nos tecidos, e
podem liberar exsudatos e enzimas que estimulam a atividade microbiana, as transformagoes
bioquimicas, € 0 aumento da mineralizacao na rizosfera (ROSATO, 1997).

A selecao de microrganismos capazes de degradar hidrocarbonetos de petroleo ¢ uma
etapa fundamental para o processo de biorremediacdo. O método do indicador redox DCPIP
(2,6 diclorofenol-indofenol) ¢ uma técnica desenvolvida por Hanson et al. (1993) que tem
sido utilizada em vérios trabalhos, como por exemplo, Cormack & Fraile (1997), Roy et al.
(2002), Souza et al. (2004); e Peixoto & Vieira (2005).

O método do indicador redox DCPIP ¢ empregado para avaliar o potencial que os
microrganismos apresentam para degradar hidrocarbonetos, como por exemplo, aqueles que
constituem o 6leo diesel, usando-os como substrato (HANSON et al., 1993). Este método
consiste em uma reacao de oxi-reducao que pode ser indicada pela mudanga de cor do DCPIP
de azul (forma oxidada) para incolor (forma reduzida) (Figura 3). A capacidade que certo
microrganismo apresenta em degradar o 6leo diesel ¢ inversamente proporcional ao tempo de
virada do DCPIP. Além do DCPIP, de acordo com Meyer (2011), o 2,3,5 trifeniltetrazélio
cloreto (TTC), o qual atua como aceptor artificial da cadeia transportadora de elétrons,
sofrendo reducao do TTC a Trifenilformazan (de incolor a réseo), pode ser utilizado também

para selecionar microrganismos com potencial de degradar o 6leo diesel.
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FIGURA 3: Formas oxidada e reduzida do indicador 2,6- diclorofenol-indofenol.
Fonte: Cabello et al., 2009.

Outra técnica empregada para avaliar o potencial que os microrganismos apresentam
para degradar hidrocarbonetos, consiste em avaliar a biodegradabilidade de residuos oleosos
através do método respirométrico de Bartha e Pramer (MARIANO, 2006), utilizado para
medir a produ¢do microbiana de CO,. Neste método o CO; produzido ¢ capturado por uma
solugdo de hidroxido de potéssio (KOH), e a quantidade de gas carbonico absorvida ¢ medida

pela titulacdo do KOH residual.

1.3 BIOSSURFACTANTES

Os surfactantes sdao moléculas anfipaticas que tém duas regides distintas, uma
apolar localizada na cauda hidrofobica, e outra polar que pode ser idnica, nao-idnica ou
anfotérica, que se encontra na cabeca hidrofilica da molécula. Surfactantes sdo compostos
caracterizados pela capacidade de alterar as propriedades superficiais e interfaciais de um
liquido diminuindo a tensdo superficial. Varios compostos com propriedades tensoativas sao
sintetizados por organismos vivos, sendo considerados surfactantes naturais ou biologicos
(BICCA et al., 1999).

Uma cadeia hidrocarbonada representa freqiientemente a parte apolar dos
biossurfactantes, por sua vez a por¢ao polar, que pode ser composta, por exemplo, com
aminoacidos, ou com sacarideos, pode ser ndo-idnica, idnica, ou anfotérica. (FILHO, 2009).

Em fungdo de sua massa molecular os biossurfactantes podem possuir baixa massa

molecular, como ¢ o caso dos biossurfactantes que exibem a propriedade de reduzir a tensdo



superficial/interfacial quando presentes em meio aquoso, ou podem possuir alta massa
molecular, sendo chamados de bioemulsificantes, que sdo responsaveis pela formacdo de
goticulas e pela estabilidade da emulsdo, aumentando, dessa maneira, a suspensdao do
contaminante na fase aquosa.

Os biossurfactantes que apresentam alta massa molar incluem um elevado numero
de compostos poliméricos extracelulares compostos de polissacarideos, lipopolissacarideos,
proteinas, lipoproteinas ou misturas complexas desses biopolimeros. Os biossurfactantes
com baixa massa molar incluem acidos graxos, fosfolipideos, lipideos neutros, lipopeptideos
e glicolipideos. Entre os lipopeptideos mais estudados estdo a estreptofactina, a surfactina e
polimixinas. Entre os glicolipideos mais investigados estdo os soforolipideos, os
trealolipideos, € os ramnolipideos (FILHO, 2009).

Fontes et al. (2008), afirmam que nas ultimas décadas houve um aumento no
interesse em identificar e isolar novos microrganismos produtores de moléculas tenso-ativas
que exibem caracteristicas surfactantes, como baixa concentragdo micelar critica (CMC),
baixa toxicidade, alta atividade de emulsifica¢do, entre outras.

Diversos produtores de biossurfactantes conhecidos sdao também organismos
degradadores de hidrocarbonetos. A habilidade dos produtores de biossurfactantes, cujo
acimulo em interfaces ou superficies resulta na redugdo de forgas repulsivas entre fases nao
similares, e permite que as duas fases interajam mais facilmente, para reduzir a tensdo
superficial e interfacial, tem relevante consequéncia na recuperacao terciaria do petrdleo e
na biorremediagao (BANAT, 1995).

De acordo com Meyer (2011) os contaminantes organicos hidrofobicos, como o
6leo diesel, podem ter a sua biodisponibilidade elevada em solo devido a trés mecanismos
principais, que sdo a emulsificacdo da fase liquida ndo aquosa, que eleva a area em que ha
contato entre o contaminante e a cé¢lula; a elevagdo da solubilidade aparente do
contaminante, onde os hidrocarbonetos sdo dissolvidos principalmente no nucleo das
micelas e, o transporte facilitado do contaminante, por causa da redugdo da tensdo
superficial entre o meio aquoso e as particulas do solo.

Os biossurfactantes podem ser produzidos por leveduras, fungos e bactérias, a
partir de substratos, como agucares, 6leos e acidos graxos em geral. Fontes et al. (2008)
afirmam que a maioria dos biossurfactantes microbianos relatados na literatura tem origem
bacteriana. As bactérias que produzem biossurfactantes e que sdo mais relatadas sdo dos

géneros: Acinetobacter, Arthrobacter, Bacillus, e Pseudomonas. Os lipopeptidios



10

produzidos por bactérias do género Bacillus estdo entre os biossurfactantes mais conhecidos
e estudados (BUENO, 2010).

A producgdo de biossurfactantes por microrganismos € extensivamente relatada,
principalmente os pertencentes aos géneros Pseudomonas e Bacillus, a partir de fontes
renovaveis como 6leo vegetal, e residuos de industria de 6leo (FILHO, 2009).

O emprego de diferentes fontes de carbono modifica a estrutura dos
biossurfactantes gerados e, em consequéncia disto, suas propriedades emulsificantes. Tais
alteragdes podem ser benéficas quando se desejam propriedades especificas para uma
aplicacao direcionada.

A maior parte dos biossurfactantes ¢, de modo geral, produzida quando as culturas
alcancam a fase estacionaria de crescimento. No entanto, determinadas espécies podem
apresentar pequena produgao durante a fase exponencial de crescimento.

Existem diferentes formas de produgdo de biossurfactantes. Estes podem ser
produzidos associados ao crescimento celular pela indu¢do da produg¢do por substratos
lipofilicos; pelo aumento da producgdo pela otimizagdao da composicdo do meio, através do
aumento da producao pela otimizagdo das condi¢des de pH, aeragdo, velocidade de agitagao,
etc.; ou por meio do aumento da producdo por adigdo de reagentes, o que causa uma
mudanga na permeabilidade da parede celular. A produgdo de biossurfactantes pode ocorrer
por crescimento celular em condi¢des limitantes de nitrogénio, de cations multivalentes, e
por mudangas no ambiente do meio, como pH e temperatura. E possivel produzir
biossurfactantes por resting cell (forma de producdo em que nao ha multiplicagdo celular),
por meio da produgdo por células livres, pela produgdo por células imobilizadas, ou por
meio da producdo por células imobilizadas com remoc¢do simultdnea do produto. A
producao de biossurfactantes pode ocorrer também por meio do crescimento associado e
resting cells com adi¢ao de precursores (FONTES et al., 2008).

Biossurfactantes desempenham importantes atividades bioldgicas, incluindo
atividades antibioticas, antifiingicas, antivirais, imunomoduladoras, e antitumorais. Os
biossurfactantes apresentam potenciais de uso em setores farmacéutico e de alimentos. Uma
grande parte da producao de biossurfactantes (400-500 toneladas/ano) ¢ usada pela industria
de petroleo. Estas moléculas sdo incorporadas em 6leos lubrificantes e usadas na producao
de petroleo, na dispersdo de 6leo derramado, e na recuperagdo melhorada de 6leo cru

(BOGNOLO, 1999).
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Para que seja possivel sua aplicagdo é necessario que estes compostos apresentem
estabilidade e manutencdo de suas propriedades em condigdes extremas, que estdo
frequentemente associadas a esses processos. Pirdllo et al. (2008) afirmam que os
surfactantes microbianos exibem muitas vantagens em relagao aos surfactantes sintéticos tal
como baixa toxicidade, facil biodegradabilidade, melhor compatibilidade ambiental, maior
capacidade espumante, alta seletividade e atividade especifica em temperaturas, pH e
salinidade extremas. A mais importante limitacio para o emprego comercial dos
biossurfactantes ¢ o alto custo de produgdo, que tem limitado o desenvolvimento do seu uso

em larga escala.

1.4 APLICACAO DO EXPERIMENTO MICROCOSMO NAS PESQUISAS
SOBRE A BIODEGRADACAO DO PETROLEO

A andlise dinamica de bactérias ativas na degradacdo de hidrocarbonetos, por
exemplo, aqueles que estdo presentes no 6leo diesel pode ser conduzida em experimentos
envolvendo microcosmo.

Os testes com microcosmo do solo abrangem tratamentos estéreis como controle
apropriado, com o intuito de separar os efeitos abioticos da perda de hidrocarbonetos da
biodegradacao que realmente ocorre (SINGH, 2006). Estes testes sao empregados para avaliar
o potencial de biodegradagdo e desenvolvimento de modelos para prever o destino dos
hidrocarbonetos. Entre as vantagens da utilizacdo desses métodos estd o fato de que a taxa de
degradacao e produtos metabolicos produzidos podem ser monitorados. Esses testes com
microcosmo do solo podem ser conduzidos em frascos simples com solo contaminado e em
sistemas altamente sofisticados.

Muitos designs de microcosmo sdo correntemente utilizados (BUNDY et al., 2002,
MOLINA-BARAHONA et al., 2004, OKOH, 2003). Microcosmos, embora ndo representem
a complexidade presente na natureza em sua totalidade, sdo ferramentas efetivas, realizaveis,
rapidas e relativamente econdOmicas para a amostragem e identificagdo do efeito que
compostos quimicos potencialmente venham a ter na natureza. Kirk et al. (1991), destacam a

importancia de dados obtidos em microcosmo para confirmar ou nao se determinados fungos
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marinhos degradam hidrocarbonetos em seus ambientes naturais, ou tem potencial como
agentes biorremediadores de petroleo em derrames marinhos.

Fatores ambientais que afetem a utilizacdo de hidrocarbonetos do petroleo pelos
microrganismos devem ser devidamente mensurados na preparacao de um microcosmo. Entre
estes fatores ¢ possivel citar: disponibilidade adequada de agua, que resulte em uma atividade
microbiana elevada, concentracdo de oxigénio dissolvido que ndo cause prejuizos diretos a
atividade dos microrganismos aerdbios, tipos de solo, considerando particulas que propiciem
ou nado a sor¢ao dos hidrocarbonetos, diminuindo sua biodisponibilidade aos microrganismos
degradadores, além de fatores como temperatura, nivel e teor de nutrientes inorganicos, teor
de matéria organica, e pH (WETLER-TONINI et al., 2010). Quanto a analise destes fatores,
Angle et al. (1995), observaram que o estudo com utilizagdo do microcosmo com solo que
sofreu disturbio, por secagem e peneiramento, exibiu um mais rapido declinio da populacao
de bactérias recombinantes introduzidas no solo em relagdo ao microcosmo com solo intacto.
Em trabalho de Ueno et al.(2007), foram realizados o isolamento e a caracterizagdo de
bactérias do solo contaminado com o6leo diesel e foi verificado o possivel uso destas no
bioaumento autdctone. Bento et al. (2005), estudaram comparativamente a biorremediacao de
solos contaminados com 6leo diesel por atenuagdo natural, bioestimulacdo e bioaumento, e
avaliaram a capacidade de degradagao de hidrocarbonetos totais do petroleo no solo (HTP), o
nimero de microrganismos que degradam O6leo diesel presentes e a atividade microbiana.
ApoOs 12 semanas de incubagdo, o bioaumento realizado no primeiro solo exibiu uma grande
degradacao das fragdes leve e pesada de HTP, enquanto a atenuagao natural foi mais efetiva
que a bioestimulacdo, mais notadamente no segundo solo.

Nos ambientes naturais, o nutriente que geralmente ¢ limitante para o crescimento
microbiano € o carbono, sendo que os nutrientes inorganicos sdo encontrados em quantidades
que costumam exceder as demandas das comunidades microbianas (RHEINHEIMER et al.,
2000). Em estudo de Purandare et al. (1999), a adi¢do de nitrato e fosfato melhorou a

degradacdo de 6leo acima da taxa de atenuagdo natural.



13

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo a analise do potencial de degradagao do 6leo diesel
e da producdo de biossurfactantes por bactérias isoladas do solo rizosférico de plantas
Calotropia procera (P1), Cenchrus cf. echinatus (P2), e Dactyloctenium aegyptium (P3), no
aterro de residuos sélidos da producao de petroleo localizado no campo de Fazenda Belém da
PETROBRAS, no municipio de Icapui-CE. Objetivou-se também avaliar a dindmica
populacional de linhagens de bactérias ativas na degradagdo de o6leo diesel no solo

contaminado com 6leo diesel em condigdes laboratoriais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)  Analisar a capacidade de degradacao do 6leo diesel de linhagens bacterianas;

b)  Analisar a producao de biossurfactantes por linhagens bacterianas utilizando o

teste de emulsificagdao do oleo diesel e o teste de hemolise;

c)  Selecionar as linhagens bacterianas mais ativas na degradagdo e emulsificacdo
de oleo diesel e analisar sua dinamica populacional no solo contaminado com

6leo diesel no experimento microcosmo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 LINHAGENS BACTERIANAS

No presente estudo foram utilizadas 24 linhagens de bactérias isoladas do solo
rizosférico de plantas Calotropia procera (P1), Cenchrus cf. echinatus (P2), e Dactyloctenium
aegyptium (P3), coletadas em aterro de residuos sélidos da producdo de petroleo (Figura 4)
localizado no campo de Fazenda Belém da PETROBRAS, no municipio Icapui-CE
(GORLACH-LIRA, 2003).

Uma linhagem (AG4), isolada de 4gua contaminada por petréleo, no municipio
de Guamaré-RN, foi utilizada como controle nos testes de degradacdao de o6leo diesel, bem
como no experimento microcosmo, por apresentar a capacidade de degradagdo e

emulsificagcdo do 6leo diesel (DUARTE, 2004).

FIGURA 4: Exemplar da planta Calotropia procera (esquerda), e exemplar da graminea

Dactyloctenium aegyptium (direita), no Campo de Fazenda Belém, Icapui — CE.

O estoque de linhagens bacterianas foi feito em agua destilada esterilizada e no
meio completo semi-solido composto por 0,5g de glicose, 0,5 g de extrato de levedura, 0,5 g
de peptona, 0,5 g de casaminoacidos, 0,5 g de amido, 0,3 g de piruvato de sodio, 0,2 g de
K,;HPO4, 0,05 g de MgSO,. 7 H,0, 4,0 g de agar, e 1000 ml de 4gua destilada (ALEF, 1995).
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3.2 CARACTERIZACAO DE BACTERIAS

A caracterizacdo consistiu nos testes de coloragdo Gram, de motilidade, de
produgdo de endoésporos e de produgdo de catalase.

Para realizar a coloracdo de Gram, o esfregaco de bactérias foi fixado a partir do
aquecimento em chama, foi corado com violeta cristal por um minuto, ¢ em seguida o
preparado foi coberto com solu¢do de Lugol por um minuto e lavado com alcool etilico 95%,
até que o mesmo tornou-se incolor ao sair da lamina; em seguida este foi corado com
safranina por 15-20 segundos. As laminas foram observadas ao microscéopio 6ptico (LEICA),
na objetiva de imersao.

A determinacao da produgdo de catalase foi realizada adicionando uma gota de
agua oxigenada 3% na superficie da colonia bacteriana cultivada em placa de Petri e
examinando-a imediatamente e ap6s 5 minutos para a evolu¢do das bolhas, que indica um
teste positivo (GERHARDT et al., 1994).

Com o intuito de observar a motilidade, as células da cultura de bactérias no meio
solido foram colocadas em uma gota de dgua destilada na lamina histoldgica, que
posteriormente foi coberta com laminula. A seguir as ldminas foram observadas no
microscopio Optico (LEICA), na objetiva de imersao.

Para a realizagdo do teste de formagao de endosporos, 1 ml de suspensdo de bactérias
em agua destilada estéril, foi aquecida em banho-maria a 80 °C por 10 minutos e, em seguida,
foi realizado o plaqueamento da suspensdo em profundidade no meio completo. O
crescimento de bactérias foi observado apds 5 dias de incubagéo a 30 °C (SMIBERT; KRIEG,
1994).

3.3 DEGRADACAO DE OLEO DIESEL POR BACTERIAS

O potencial de degradacdo do petrdleo foi analisado a partir da redugdao do corante
2,6 diclorofenol-indofenol (DCPIP), pelo método desenvolvido por Hanson et al. (1993).

O teste de degradagdo de o6leo diesel a partir da verificagdo da descoloracdo do
corante 2,6 diclorofenol-indofenol foi realizado utilizando tubos de ensaio, e microplacas com

96 pocos.
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Para os testes de degradagdo de 6leo diesel as bactérias foram cultivadas em meio
liquido mineral de Bushnell e Haas (1g de K;HPOy4, 1 g de KH,PO4, 1 g de NH4NO3, 0,2 g de
MgSO4. 7 H;0, 0,05 g de FeCls, 0,02 g de CaCl,. 2H,0, 1000 ml de dgua destilada), pH 7,0,
com adi¢do de oleo diesel sem aditivos, em tubos de ensaio ou em placas com 96 pogos.

Para estes testes, primeiramente as linhagens foram inoculadas em 10 ml de meio
completo liquido e incubadas a 30° C sob agitacdo, por 24h. Em seguida as culturas foram
centrifugadas por 10 minutos. As células foram ressuspendidas em solucdo de NaCl 0,9%
para obter um padrio de turbidez Mc Farland n° 3.

Para os testes em tubos de ensaio foram utilizados 3 ml de meio mineral Bushnell e
Haas, 30 pl de 6leo diesel, 40 pl de 2,6 DCPIP 0,05%, e 100 ul de suspensdo de células (em
duplicata). Foram utilizados dois tipos de controle negativo: controle sem indculo (C1), e
controle sem oleo diesel (C2). Os tubos foram incubados sob agitagdao (120 rpm), durante 72
horas, a 30° C. Diariamente todos os tubos foram observados, verificando se ocorreu mudanga
de cor do 2,6 DCPIP, de azul (oxidado) para sem coloracdo (reduzido).

Para os testes em microplacas, 172 pl de meio mineral Bushnell e Haas, 2l de 6leo
diesel, 6 ul de 2,6 DCPIP 0,05%, e 20 pul da suspensdo de células foram colocadas nos pogos,
em duplicata. As placas foram incubadas em estufa a 30° C por 72 horas.

Testes envolvendo a acdo de culturas mistas compostas de duas linhagens foram
realizados em placas com 96 pogos e em tubos de ensaio. Nestes casos respectivamente 10 pl
(microplacas), e 50 pl (tubos de ensaio), da suspensdo de células padronizadas de cada

linhagem bacteriana foram adicionados ao meio Bushnell e Hass, com 2,6 DCPIP (0,5%).

3.4 DETECCAO DE BIOSSURFACTANTES

Para analisar a producdo de biossurfactantes foram empregados o teste de
emulsificacdo (GAYLARDE, 2000), e o teste de hemolise.

As bactérias isoladas foram cultivadas individualmente em 10 ml de meio caldo
nutriente (CN), ou em meio de Bushnell-Haas (BH) com adi¢do de 0,1 ml de 6leo diesel
durante dez dias em temperatura de 30 °C, sob agitagdo. Apos este periodo as culturas foram
centrifugadas por 15 minutos a 6000 rpm, em temperatura ambiente. 2 ml da cultura de
células ou 2 ml do sobrenadante foram adicionados a tubos de ensaio, que continham 2 ml de

6leo diesel sem aditivos. Posteriormente os tubos foram agitados em agitador de tipo vortex
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durante dois minutos. Em seguida o material foi mantido em repouso durante 5 minutos, e foi
realizada a medida da altura da camada emulsificada, medi¢ao esta que foi repetida apds 24
horas de repouso.

O indice de emulsificagdo foi obtido apds 5 minutos (ES5) e 24 horas (E24),
dividindo a altura da camada emulsificada pela altura total da coluna no tubo vezes 100, com
resultado em porcentagem, através da formula descrita por Cooper e Goldenberg (1987). As
linhagens foram consideradas positivas no teste de emulsificacdo quando os indices de
emulsificagdo foram iguais ou maiores a 10%.

Para a realizacdo do teste de hemolise, as bactérias foram inoculadas em meio
completo em placas de Petri, e incubadas por 48 h, a 30 °C. Em seguida as bactérias foram
inoculadas em meio Agar Sangue (40 g de Blood Agar Base, 1000ml de agua destilada
esterelizada, e 53 ml de sangue de coelho desfibrinado), e incubadas por 24 h/ 30 °C. Nesse
teste a presenca de zonas de hemdlise indica a producdo de biossurfactantes. O didmetro de

zonas de hemolise foi medido em milimetros.

3.5 ANALISE DA DINAMICA POPULACIONAL DE BACTERIAS NO
EXPERIMENTO MICROCOSMO

Para avaliar a dinamica populacional de linhagens de bactérias ativas na degradacdo
de dleo diesel, foi preparado o experimento microcosmo, com o solo com adi¢do de oleo
diesel.

O solo foi coletado no Campus I da UFPB em Jodo Pessoa — PB (entre as
coordenadas 7° 8'30,3" S e 34° 50' 44,5" W). O solo foi peneirado através de uma malha com
aberturas de 2 mm, e autoclavado duas vezes, por 30 minutos, em dois dias subsequentes.
Posteriormente foi determinada 55% da capacidade de saturagdo do solo e o déficit de
umidade do solo. Por¢des de 50 gramas de solo foram pesadas e colocadas em Beckers de
100ml.

Foram realizados dois experimentos microcosmo. No primeiro experimento foram
utilizadas duas linhagens separadamente, onde havia dois microcosmos com uma linhagem
cada (P1R21 ou P3R30). No segundo experimento foram utilizadas culturas mistas compostas
por trés linhagens separadamente, onde havia dois microcosmos com trés linhagens cada.

Para o primeiro experimento foi adicionado 1 ml de 6leo diesel ndo aditivado (2%)

ao solo. Posteriormente foram adicionadas 5,4 ml de dgua destilada estéril, para atingir 55%
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da capacidade de saturacdo do solo, 1 ml de solugdo padronizada de células de bactérias, e
100 pl de solugdo de NH4NO; 2% (10 ul de NH4NO3 2% no segundo experimento). A partir
de entdo foi feita a mistura com a espatula de metal, dos referidos compostos durante cinco
minutos.

Os Beckers de ambos os experimentos foram incubados em caixa imida a 30°C por
um periodo de 60 dias.

Foram utilizados dois controles, o primeiro, sem adicdo de oleo diesel, com adi¢do
de 1 ml de solucdo de células de bactérias, 6,4 ml de 4gua destilada estéril, 100 pul de solugao
de NH4NO3 2% (10 ul de NH4NO3 2% no segundo experimento), e 50 gramas de solo, € o
segundo, sem o indculo, contendo 1 ml de 6leo, 6,4 ml de dgua destilada estéril, 100 ul de
solugdo de NH4NO3 2% (10 pl de NH4NO3 2% no segundo experimento) e 50 gramas de solo.

A quantifica¢ao de bactérias foi realizada utilizando a técnica de plaqueamento em
profundidade. Foram feitas dilui¢des decimais de cada amostra do solo analisado utilizando
5g do solo e solugdo salina (0,9% NaCl). Aliquotas de 0,1 ou 1 ml da dilui¢do do solo foram
adicionadas em uma placa estéril e posteriormente foi adicionado o meio completo, mantido a
cerca de 40-45°C. Apos a incubagio das placas por 5 dias na estufa, a 30 °C, foi realizada a
contagem de colonias, nas placas que continham de 25-30 a 250-300 coldnias. O nimero de
bactérias foi expresso em unidades formadoras de colonias (UFC) por grama de solo seco, e
as analises foram realizadas nos dias 0, 5, 10,15, 48 e 60.

Os parametros fisico-quimicos (pH, conteudo de matéria organica, micronutrientes, e
macronutrientes) e a granulometria do solo utilizado no experimento microcosmo foram
determinados pelo Laboratério de Andlise de Solos, no Departamento de Solos da

Universidade Federal de Vigosa-MG.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 BIOTIPOS DE LINHAGENS BACTERIANAS

Na Tabela 1 se observa os biotipos das 24 linhagens bacterianas estudadas. Cinco
biodtipos foram estabelecidos na base da morfologia de células, reagdo de Gram, formacao de
endosporos, motilidade e produgcdo de catalase (Tabela 1, Figura 5). Entre as bactérias
analisadas, 18 foram gram-positivas, 5 gram-negativas ¢ uma linhagem foi gram-variavel. A
maioria das linhagens pertencia aos biotipos A e B, correspondendo respectivamente a 50% e
a 20,8% das linhagens. As bactérias gram-positivas exibiram formas de bastonetes, coco, e
cocobacilo. As bactérias isoladas do solo rizosférico de Cenchrus cf- echinatus e
Dactyloctenium aegyptium pertenciam aos biotipos A, B, D ¢ E.

Trés linhagens de bactérias formaram endosporos (biotipo C), todas isoladas do solo
rizosférico de Calotropia procera. Duas linhagens obtidas do solo rizosférico de
Dactyloctenium aegyptium (P3R24 e P3R29) foram identificadas como actinomicetos (bidtipo
D).

TABELA 1: Caracterizagdo morfoldgica e fisioldgica de bactérias isoladas do solo rizosférico de Calotropia

procera (P1R ), Cenchrus cf- echinatus (P2R ) e Dactyloctenium aegyptium (P3R ).

Biotipos Caracteristicas Linhagens

A Bastonetes, gram-positivos, auséncia de enddsporos, P2R11, P2R18, P2R20, P2R29, P3R3, P3R10, P3R21,
catalase +/-, mdveis ou sem motilidade P3R22, P3R25, P3R30*, P3R31, P3R32

B Bastonetes, gram-negativos, auséncia de endésporos, P2R23, P2R24, P3R9, P3R27, P3R28
catalase +/-, moveis ou sem motilidade

C Bastonetes, gram- positivos, presenga de endosporos, PI1R14, PIR16, PIR21
catalase +, moveis ou sem motilidade

D Filamento P3R24, P3R29

E Cocobacilo/ Coco P2R1/P2R17

Legenda: *: Gram-variavel
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FIGURA 5: Numero de linhagens de bactérias positivas e negativas em testes morfologicos e

fisiologicos.

Linhagem P3R31 — Biotipo A (1000x) Linhagem P3R24 — Biotipo D (1000x)

Linhagem P1R21 — Biotipo C (1000x) Linhagem P2R1 — Biotipo E (1000x)

FIGURA 6: Morfologia de bactérias pertencentes aos diferentes bidtipos analisados.
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4.2 DEGRADACAO DE OLEO DIESEL POR BACTERIAS

O método do indicador 2,6 DCPIP apresentou-se eficiente para avaliar o potencial
dos microrganismos para degradar o 6leo diesel, tanto em testes realizados em tubos de ensaio
como em microplacas. As linhagens apresentaram capacidades distintas para degradar o 6leo
diesel, como ¢ demonstrado nas Tabelas 2 e 3.

Os resultados dos testes preliminares de degradacdao do dleo diesel em tubos de
ensaio sdo apresentados na Tabela 2. Foi observado que quatro das cinco linhagens testadas
em tubos de ensaio apresentaram degradacdo do 6leo diesel apos 2 ou 3 dias de incubacio,
incluindo o controle positivo AG4. Como pode se observar na Tabela 2, houve diminuigdo do
tempo de reducao do 2,6 DCPIP para duas linhagens quando estas foram testadas em
microplacas, sendo assim, esse teste foi escolhido para analise de todas as linhagens com
relacdo a degradacdo do 6leo diesel.

Nos tubos e pogos das microplacas utilizados como controle ndo houve a

descoloragdo do indicador que manteve sempre a cor azul (Figuras 7, 9, e 10).

TABELA 2: Testes preliminares de degrada¢do do dleo Diesel em tubos de ensaio e em microplacas por
bactérias isoladas do solo rizosférico de Calotropia procera (P1R ), Cenchrus cf. echinatus (P2R ) e

Dactyloctenium aegyptium (P3R ).

Linhagem Tempo de descoloragio de 2,6 DCPIP em dias
Tubo de ensaio Microplaca
P1R14 2 2
P1R21 2 1
P2R1 - -
P3R21 2
AG4* 3

(-) ndo houve descoloragdo de 2,6 DCPIP apo6s 3 dias do experimento

* AG4 (controle positivo) isolada de agua contaminada por petroleo

TESTE CONTROLE C1 (com 6leo) CONTROLE C2 (com indculo)

N

A

FIGURA 7: Testes de degradacdo de oleo diesel, por bactérias isoladas do solo rizosférico de plantas

Calotropia procera (linhagem P1R21), realizado em tubos de ensaio.
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Entre as 24 linhagens testadas 12 foram positivas no teste de degradagdo do oleo
diesel (Tabela 3). A maioria dos isolados positivos foi isolada de rizosfera de Calotropia
procera e Dactyloctenium aegyptium (Figura 8).

A reducdo do corante DCPIP apos as 24 horas de incubagdo foi observada para as
duas linhagens (P1R14 ¢ P1R21) e apos 48 horas de incubagdo para quatro linhagens: P1R16,
P3R21, P3R30, e P3R31, bem como para linhagem controle AG4 (Tabela 3).

Seis linhagens (P2R11, P3R9, P3R22, P3R24, P3R25, e P3R29) apresentaram
capacidade em reduzir o corante em até trés dias de incubagao.

Souza et al. (2004), analisaram o potencial de degradacdo do o6leo diesel de 86
linhagens: 40 bactérias, 23 leveduras e 23 fungos filamentosos. 5% das bactérias, 4% dos
fungos e 17% das leveduras testadas apresentaram a redu¢do do indicador DCPIP no meio de
cultivo com até 24 horas.

Conforme estudo de Vaz (2010), 41 isolados bacterianos testados quanto ao
potencial de degradacdo de biodiesel e Oleo diesel promoveram redugdo do indicador
2,6 DCPIP no teste nas microplacas, contendo meio de cultura minimo, apenas ap6s 7 dias de
incubac¢do de bactérias.

Em estudo de Miranda et al. (2007), foi observado que entre 23 cepas de leveduras
que degradaram oleo Diesel no teste com uso do corante 2,6 DCPIP, duas apresentaram
descolorag¢do do indicador apos 16 e 24 horas de incubagdo a 30°C. As outras cepas tornaram
o meio de cultura incolor ap6s os periodos de 48 h (8%) e 72 h (84%)).

Em estudo de Mariano et al. (2007), no teste que utilizou o indicador 2,6- DCPIP, a
descoloragao do meio de cultivo aconteceu em 3 dias para ambos os 6leos diesel testados
(comercial e intemperizado). Foi observado neste estudo que na agua subterranea, de um poco
de monitoramento, havia uma microbiota adaptada para degradar hidrocarbonetos
recalcitrantes, onde cada espécie exercia uma funcdo especifica nas sequéncias de reagdes

enzimaticas responsaveis pela quebra de cadeias complexas de hidrocarbonetos.
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TABELA 3: Testes de degradagdo do 6leo Diesel em microplacas por bactérias isoladas do solo rizosférico de

Calotropia procera (P1R ), Cenchrus cf. echinatus (P2R ) e Dactyloctenium aegyptium (P3R ).

Linhagem Teste em microplacas

Tempo de descoloragio de 2,6 DCPIP em dias

PIR14 1
PIR16 2
PIR21 1
P2R1 -
P2RI11 3
P2R17 -
P2RIS -
P2R20 -
P2R23 -
P2R24 .
P2R29 -
P3R3 -
P3RY 3
P3R10
P3R21
P3R22
P3R24
P3R25
P3R27
P3R28
P3R29
P3R30
P3R31
P3R32 -
AG4* 2

W W W N

NN W

(-) ndo houve descoloragdo de 2,6 DCPIP apoés 3 dias do experimento

* AG4 (controle positivo) isolada de 4gua contaminada por petrdleo.
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FIGURA 8: Porcentagem de linhagens ativas na degradagdo do 6leo diesel isoladas da rizosfera de Calotropia

procera (P1), Cenchrus cf. echinatus (P2), e Dactyloctenium aegyptium (P3).

No presente trabalho foi observado que as culturas de bactérias compostas de duas
linhagens (cultura mista) apresentaram eficiéncia inferior no teste de degradagdo de oleo
diesel, em relagdo as suas respectivas culturas de bactérias compostas de uma linhagem
(Tabela 4).

Richard e Vogel (1999), estudando um consércio de bactérias capaz de degradar 6leo
diesel no solo, concluiram que, dos sete membros do consoércio, quatro ndo faziam uso direto
do 6leo como fonte de carbono e energia; contudo, a presenca destas aumentava a produgao
de CO; pelo consumo de intermediarios produzidos pelos demais membros.

Mariano (2006) afirma que o melhor desempenho de consorcios microbianos
demonstra a grande relevancia de se considerar a fungdo do cometabolismo no tratamento de
poluentes como o 6leo diesel, onde cada espécie tem uma funcao especifica nas sequéncias de

reacdes enzimaticas responsaveis pela quebra de cadeias complexas de hidrocarbonetos.

TABELA 4: Testes de degradagao do 6leo Diesel por culturas mistas de bactérias.

Linhagens Teste

Tempo de descoloragio de 2,6 DCPIP em dias

P3R25+P3R29 2 (a)
P3R21+P3R31 3(b)
P3R21+P3R32 -(b)
P3R31+P3R32 - (b)

* (-) ndo houve descolorago ap6s 3 dias do experimento

**a- teste realizado em tubos de ensaio, b-teste realizado em microplacas
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FIGURA 9: Teste de reducdo de DCPIP em microplacas apdés um dia de incubag@o de bactérias. Cada

combinagdo foi realizada em dois pogos. Controle: sem inoculo - C1; sem 6leo diesel - C2.

FIGURA 10: Teste de redugdo de DCPIP em microplacas apds dois dias de incubagdo por bactérias. Cada

combinagao foi realizada em dois pogos. Controle: sem indculo - C1; sem 6leo diesel - C2.
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4.3 PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES POR BACTERIAS

Os dados referentes a emulsificacdo do 6leo diesel por culturas e por sobrenadante
livre de células das bactérias sdao exibidos na Tabela 5.

O meio Caldo Nutriente com oOleo diesel mostrou-se eficiente na inducdo da
capacidade de emulsificagdo do 6leo diesel por bactérias, sendo que 16 linhagens foram
positivas com indices de emulsificacio E24 variando de 10 a 48,5%. A producdo de
biossurfactantes extracelulares avaliada pelo teste de emulsificacdo do odleo diesel por
sobrenadante livre de células foi observada em 11 linhagens (Tabela 5). A maioria das
linhagens apresentou boa estabilidade de emulsao (0,7 — 1,0).

No meio Bushnell e Hass com 6leo diesel apenas uma linhagem (P1R16) apresentou
a capacidade de emulsificar o Oleo diesel (Tabela 5). Essa linhagem nado produziu
biossurfactantes extracelulares.

Meyer (2011), no que diz respeito a localizagdo celular dos biossurfactantes, afirma
que os mesmos podem ser encontrados intracelularmente, permanecendo ligados a
superficie celular ou podem ser translocados para o meio extracelular. A maioria das
linhagens analisadas neste trabalho apresentou biossurfactantes obtidos a partir da cultura de
células.

Bueno (2008) afirma que uma melhor concentragdo e fonte de carbono permitem
uma producdo de biossurfactante melhor e por sua vez, sua presenca e quantificacdo se
relaciona a reduzidas leituras de tensdo superficial, indices de emulsificagdo elevados e
estaveis e elevada atividade emulsificante. O mesmo autor diz ainda que indices de
emulsificagdes estaveis podem caracterizar um 6timo emulsificante. Conforme afirmam
Willumsen e Karlson (1997) a capacidade de manter ao menos 50% do volume original, 24
horas apo6s a formagdo, ¢ um critério empregado para avaliar a capacidade de estabilizagao
da emulsdo. No nosso trabalho a estabilidade da emulsdo de muitas das linhagens
bacterianas testadas foi alta, indicando o potencial das bactérias no processo de
emulsificagdo do oleo diesel.

No meio Caldo Nutriente, elevados valores de indice de emulsificagao (E 24) das
culturas foram obtidos pelas bactérias P2R1, P2R18, P2R29, P3R28, e P3R31 (Tabela 5).

As linhagens P2R1, P2R18, P2R29 e P3R31 exibiram altos indices de emulsificagdo

E24 (30,3 — 43,3%) tanto para o sobrenadante livre de células, como para a cultura de células.
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TABELA 5: indices de emulsificagdo de 6leo diesel por linhagens cultivadas no meio caldo nutriente

(CN) e no meio Bushnell e Haas (BH), contendo 1% de 6leo diesel.

Meio CN Meio BH

Linhagem Sobrenadante Cultura Sobrenadante Cultura
E5*%  E24*%  ES** E5 % E24 % ES E5 % E24 % ES E5 % E24 % ES

PIR14 100,0 R - 66,6 166 02 ; - - - N -
PIRI16 60,0 333 0,6 333 - . ; - - 419 419 10
PIR21 56,6 10,0 02 56,6 10,0 02 ; - - - ) .
P2RI 40,0 40,0 10 420 42,0 10 10,0 - - - - -
P2R11 - - - 56,6 - . ; - - - } .
P2R17 233 233 10 266 26,6 1,0 - - -

P2RI8 30,3 30,3 10 342 342 1,0 ; - - - ) .
P2R20 30,0 16,0 0,5 28,0 25,0 0.9 - - - - ) .
P2R23 - . ; - ; - ; . . . ; .
P2R24 - - ; - ; - ; . . _ ; .
P2R29 39,0 39,0 10 360 36,0 1,0 ; - - - ) .
P3R3 214 214 1,0 16,6 16,6 1,0 - - - - ) .
P3R9 - . ; - ; - ; . . . ; .
P3R10 30,3 - - 60,0 333 0,5 - - - - ) _
P3R21 13,3 13,3 1,0 16,6 - . ; - - - ) .
P3R22 26,6 - - 40,0 - - ; - - . ) _
P3R24 46,6 - - 46,6 - - - - . . ; .
P3R25 13,3 - - 10,0 - - ; - - . ) _
P3R27 64,2 - - 53,5 17.8 03 ; - - - ) .
P3R28 14,2 14,2 10 485 48,5 1,0 - - - - ) .
P3R29 333 - - 16,6 16,6 1,0 ; - - - ) .
P3R30 13,3 - - 40,0 333 0.8 - - - - ) _
P3R31 533 433 0.8 533 36,6 0,7 ; - - - ) .
P3R32 41,1 - - 294 - - ; - - . ) _

(-) auséncia de emulsdo,
* E5% e E24%= indices de emulsificagdo apos 5 min, e ap6s 24h, respectivamente
** ES= estabilidade
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FIGURA 11: Emulsifica¢do de 6leo diesel por sobrenadante livre de células da linhagem P1R16, crescida em
meio CN, com adigdo de 6leo diesel, apds 5 minutos (A) e apds 24 horas de repouso (B); emulsificacdo de 6leo
diesel por cultura da linhagem P1R16, crescida em meio BH, com adi¢do de 6leo diesel, apds 5 minutos (C) e

apos 24 horas (D).

Das 19 linhagens testadas no teste de hemolise, seis apresentaram atividade
hemolitica, sendo 3 linhagens isoladas de Calotropia procera, e 3 isoladas de Dactyloctenium
aegyptium (Tabela 6).

Em trabalho de Bueno (2008), de vinte e oito cepas bacterianas apenas treze
apresentaram hemolise em placas de Agar sangue.

Os resultados apresentados por Aratjo (2002) mostraram melhora na atividade
hemolitica a 37°C em comparag¢do com a atividade hemolitica a 30 °C, sendo que 35 isolados
incubados a 37 °C exibiram halos variando de 1 a 7mm.

O teste de hemodlise pode exibir resultados falso-positivos na deteccao de
biossurfactantes, devido a secre¢do por bactérias de outros fatores hemoliticos, como as

proteases (SIEGMUND; WAGNER, 1991).
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TABELA 6: Atividade hemolitica de bactérias isoladas do solo rizosférico de Calotropia procera

(P1R ), Cenchrus cf. echinatus (P2R ) e Dactyloctenium aegyptium (P3R ).

Linhagem Didmetro do halo (mm)

P1R14 20

P1R16 22

P1R21 20

P2R1 -

P2R11 -

P2R17 -

P2R18 -

P2R23 -

P2R24 -

P2R29 -

P3R3 -

P3R10 10

P3R22 -

P3R24 -

P3R28 12

P3R29 -

P3R30 20

P3R31 -

P3R32 -

(-) sem formagao de halo

(NS

FIGURA 12: Atividade hemolitica das linhagens P1R16 e P1R13.
4.3 DINAMICA POPULACIONAL DE BACTERIAS NO SOLO CONTAMINADO COM

OLEO DIESEL
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As caracteristicas do solo utilizado para a realizagdo do experimento microcosmo sao
exibidas nas Tabelas 7 e 8. A classe textural do solo foi definida como areia-franca, com alta
concentragdo de areia grossa, € uma baixa concentracao de silte. O solo exibiu pH levemente
acido, e apresentou uma elevada concentracao de potassio e ferro em comparagdo ao conteudo

de fosforo e de sodio (Tabelas 8).

TABELA 7: Parametros fisico-quimicos do solo utilizado para o experimento microcosmo.

pH P K | Na Zn Fe Mn Cu B S MO Ca* | Mg | AFF
2+

H,0 (mg/dm®) (dag/kg) (cmol,/dm®)

620 | 89 ‘ 50 | 18,6 | 1,18 | 52,6 | 1,6 | 0,01 | 0,95 ‘4,5 1,86 2,34 | 0,34 ‘ 0,00

*Matéria orgdnica (MO) = C.Org. x 1, 724

TABELA 8: Caracterizacao do solo utilizado para o experimento microcosmo, quanto a granulometria.

Areia grossa | Areia fina | Silte | Argila Classe textural
(dag/Kg)
60 | 27 | 2 | 11 Areia-franca

A densidade de bactérias no solo depende de varios fatores como quantidade e
qualidade de nutrientes, temperatura, umidade, pH e interacdes entre 0s microrganismos.
Esses e outros fatores influenciam na sobrevivéncia e reprodugdo de bactérias, provocando
geralmente as oscilagdes do nimero de bactérias ao longo do tempo.

Os dados referentes as contagens de linhagens P1R21 e P3R30 introduzidas
separadamente (dois microcosmos independentes) no solo contaminado com 6leo diesel estao
exibidos na Tabela 9 e nas Figuras 13 e 14. Nos primeiros cinco dias as contagens das
linhagens no solo sem oleo diesel foram similares aquelas feitas no solo com oleo diesel. O
aumento de contagens de ambas as linhagens no solo com e sem 6leo diesel foi observado até
o décimo dia do experimento e posteriormente houve diminuicdo da densidade de bactérias

(Tabela 9, Figuras 13 e 14).

TABELA 9: Contagens (U.F.C./ grama de solo seco) das linhagens PIR21 e P3R30 no solo com 6leo

(teste) e sem dleo (controle), ao longo de 60 dias do experimento microcosmo.



Dias de incubacao

Linhagem 0 5 10 15 48 60
P1R21

Teste 4,3 x10° 6,9 x10” 2,7 x10% 1,2 x10® 4,0 x107 N.D.
Controle 5,6 x10° 7,8x107 9,3 x10’ 7,8 x10’ 2,0x107 1,5x107
P3R30

Teste 3,1x10° 9,1 x107 2,9 x108 5,7 x10’ 5,6x107 3,2 x107
Controle 2,7 x10° 7,6 x107 1,8 x10® 4,1 x107 1,9 x107 1,9 x107

N.D. — Néo determinado

A densidade de bactérias foi geralmente maior no solo com o6leo diesel, em
comparag¢ao com o solo sem adi¢dao do 6leo (Figura 13 e 14). A linhagem P1R21 exibiu um
aumento de sua densidade populacional maior apos 48 dias no solo com o6leo diesel em
relacdo ao solo sem adicdo do 6leo (Figuras 13 e 14). Essa linhagem apresentou aumento de
densidade ap6s 60 dias, sendo que a dilui¢do utilizada ndo permitiu realiza¢do das contagens.
As maiores diferencas, onde foi possivel observar o aumento nas contagens da linhagem
P3R30, no solo com 6leo diesel em relagao ao solo sem 6leo, ocorreram no décimo dia do
experimento (Figuras 13 e 14).

Os resultados mostraram que a presenga de 6leo diesel estimulou o crescimento das

bactérias no solo indicando seus potenciais para uso na biorremediagdo de solos contaminado

por petroleo.
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FIGURA 13: Contagem de bactérias introduzidas no solo com 6leo diesel (teste) e sem 6leo diesel (controle)

ao longo de 60 dias no experimento microcosmo.

Ueno et. al.(2006), verificaram a degradagdo de n-alcanos, presentes em 6leo diesel,
por uma linhagem de Pseudomonas aeruginosa no solo, em experimentos com microcosmos,
e sugeriram que a degradacdo de n-alcanos presentes no Oleo diesel em solos nos
experimentos microcosmos deve ser facilitada pelo bioaumento, com a producao de
dirhamnolipidios, ¢ também pelo bioestimulo no solo que abriga os microrganismos
autoctones.

Conforme trabalho de Bento et al. (2005), no microcosmo de solo contaminado com
Oleo diesel a maior taxa de degradagdo da fracdo leve de hidrocarbonetos totais do petroleo
(C12—Cy3) foi observada nas primeiras duas semanas de incubacao de um dos solos. Durante
este periodo, mais que 50% destes hidrocarbonetos foi degradado, com uma pequena e
continua diminui¢do até o fim do experimento (12 semanas). No principio, os microrganismos
que degradaram o o6leo diesel foram estimulados por hidrocarbonetos de fontes instaveis
(provavelmente hidrocarbonetos de cadeia linear e aberta) que induziram a alta porcentagem
de degradagdao. Como aquelas formas diminuiram, populagdes microbianas tiveram que usar
hidrocarbonetos mais recalcitrantes (provavelmente hidrocarbonetos aroméaticos com alto
peso molecular) menos eficientemente.

A diminuicao de disponibilidade de nutrientes pode limitar o crescimento
microbiano. Também ¢ possivel que a degradacdo de hidrocarbonetos de maior peso
molecular possa ter produzido intermedidrios toxicos que inibiram a acdo de microrganismos

que degradam o 6leo diesel (BENTO et al., 2005).
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FIGURA 14: Analise comparativa do crescimento das duas linhagens introduzidas no solo com 6leo em

relacdo ao tratamento nos seus respectivos solos sem 6leo (controle).

Para o segundo experimento microcosmo os dados das contagens das culturas mistas
compostas de 3 linhagens podem ser observadas na Tabela 10 e nas Figuras 15 e 16.

Os resultados do experimento mostraram que na presenga de 6leo diesel, ocorreu
inibicdo do crescimento bacteriano. Seabra (2001) diz que a presengca de um dado
hidrocarboneto em uma mistura com o substrato, pode ter uma influéncia positiva (devido ao
processo de cometabolizacdo) ou negativa (devido a sua toxicidade) no processo de

biodegradacao. Na cultura mista ocorre a existéncia de microrganismos capazes de degradar
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metabolitos secundarios produzidos por outras espécies além de competirem entre si por uma
fonte de carbono, como o 6leo diesel.

No nosso trabalho foi observado que o crescimento das duas linhagens de bactérias,
P1R21 e P3R30 no solo, no experimento microcosmo, foi atingido a partir da adi¢ao de 6leo
diesel. Esse resultado foi obtido apenas quando as linhagens foram inoculadas separadamente.
A inibi¢do do crescimento das mesmas linhagens aplicadas em cultura mista ocorreu

provavelmente devido as agdes antagonistas entre as linhagens analisadas.

TABELA 10: Contagens (U.F.C./ grama de solo seco) de culturas mistas no solo com 6leo (teste) e sem o6leo

(controle), ao longo de 60 dias do experimento microcosmo.

Dias de incubacao

Linhagem 0 5 10 15 48 60

PIR21, P2R11, P3R30

Teste 7,8 x10° 1,1 x 107 >1x 10* >1x 10* 1,8 x 10° 1,5x 10°

Controle 2,8 x10° 1,2 x 107 4,9x 10’ 1,3 x107 41x10°  1,1x10*

AG4, P1R16, P2R18

Teste 5,0 x10° 6,4x 10° 3,4x 10° 1,1 x10° 1,3x10°  2,1x10°

Controle 1,1 x10° 1,6 x 10° 9,7 x 10° 2,6 x 10° 8,7x10° 84x10°
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FIGURA 15: Contagens de bactérias introduzidas no solo com 6leo diesel (teste) e sem 6leo diesel (controle)

ao longo de 60 dias no experimento microcosmo.
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FIGURA 16: Porcentagem de inibi¢do de densidade de linhagens P2R18, AG4 e P1R16 introduzidas no solo

com 6leo em relagdo ao solo sem 6leo (controle) no experimento microcosmo.
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FIGURA 17: Culturas de bactérias das linhagens P3R30, P2R11 e P1R21 obtidas do solo com éleo diesel, apos

um dia (A) e apos 60 dias (B) de incubagio do microcosmo. Diluigio do solo utilizada: 107

FIGURA 18: Culturas de bactérias das linhagens P1R16, P2R18 ¢ AG4 obtidas do solo com 6leo diesel (A), e

em solo sem 6leo diesel, (B); e solo sem inoculo (C). Diluigdo do solo utilizada: 107,
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5. CONCLUSOES

1)

2)

3)

4)

5)

A degradagdao do oleo diesel foi observada para 50% das linhagens de
bactérias isoladas do solo rizosférico de plantas Calotropia procera,
Cenchrus cf. echinatus, e Dactyloctenium aegyptium, coletadas em aterro de
residuos so6lidos da producdo de petroleo localizado no campo de Fazenda
Belém da PETROBRAS, no municipio Icapui-CE.

As culturas de bactérias compostas de duas linhagens (culturas mistas)
apresentaram eficiéncia inferior no teste de degradagdo de 6leo diesel, em
relagdo as suas respectivas culturas de bactérias compostas de uma linhagem.
A maioria das linhagens de bactérias apresentou emulsificagdo do 6leo diesel
e producdo de biossurfactantes.

A adicdo do o6leo diesel estimulou o crescimento de linhagens bacterianas no
solo (experimento microcosmo), quando as mesmas foram inoculadas
isoladamente. Entretanto, em uma cultura mista foi observada a inibi¢cao do
crescimento, que ocorreu provavelmente devido a acdes antagonistas
existentes entre as bactérias testadas.

Algumas linhagens de bactérias apresentaram um potencial que pode ser
explorado futuramente nas pesquisas sobre biorremediagdo de 4areas

contaminadas por petréleo.



38

6. REFERENCIAS

AGENCIA NACIONAL DE PETROLEO, GAS NATURAL E BIOCOMBUSTIVEIS.

Site: http://www.anp.gov.br. Acesso em junho/2012.

ALEF, K. Soil respiration. In: ALEF, K.; NANNIPIERLP. (eds.). Methods in Applied
Soil Biology and Biochemistry. London: Academic Press. p 214-219. 1995.

ANGLE J. S. et al.. Validation of Microcosms for Examining the Survival of
Pseudomonas aureofaciens (lacZY) in Soil. Applied and Environmental Microbiology, p.

2835-2839. 1995.

ARAUJO, M\M.S.. Estudo de vias biotecnolégicas aplicadas a tecnologia de petroleo.
Monografia. Universidade Federal do Rio Grande do Norte. Natal-RN. 2002.

ATLAS, R. M.. Bioremediation of Petroleum Pollutants. International Biodeterioration

and Biodegradation ,p 317- 327. 1995.

BAKER, K.H.; HERSON, D.S.. Microbiology and Biodegradation, In: Baker, K. H.;
Herson, D. S. (Ed). Bioremediation, McGraw Hill, Inc: USA. cap.2, p. 11-60. 1994.

BANAT, .M. Biosurfactants production and possible uses in microbial enhanced oil
recovery and oil pollution remediation: A review. Bioresource Technology. v. 51, p.1-

12, 1995.

BASTIAENS, L. et al. Isolation of Adherent Polycyclic Aromatic Hydrocarbon
(PAH) —Degrading Bacteria Using PAH-Sorbing Carriers. Applied Environmental
Microbiology. v. 66, p.1834-1843. 2000.

BENTO, F. M. et al. Bioremediation of soil contaminated by diesel oil, Brazilian

Journal of Microbiology, v.34 (Suppl.1), p. 65-68. Sao Paulo-SP. 2003.



39

BENTO F. M. et al. Comparative bioremediation of soils contaminated with diesel oil
by natural attenuation, biostimulation and bioaugmentation. Bioresource Technology.

v. 96, ed. 9, p. 1049-1055. 2005.

BICCA F.C..; FLECK L.C.; AYUB A.Z.. Production of biosurfactant by hydrocarbon
degrading Rhodococcus  ruber and  Rhodococcus  erythropolis. Revista de

Microbiologia v. 30 n°.3 Sdo Paulo-SP. 1999.

BOGNOLO, G. Biosurfactants as emulsifying agents for hydrocarbons. Colloids and
Surface A: Physicochemical and Engineering Aspects. v 152, p. 41-52. 1999.

BOONCHAN, S.; BRITZ, M.L.; STANLEY, G.A.. Degradation and Mineralization of
High-Molecular-Weight Polycyclic Aromatic Hydrocarbons by Defined Fungal-
Bacterial Cocultures. Applied and Environmental Microbiology. v. 66, p.1007-1019.
2000.

BUENO, S.M.. Bactérias produtoras de biossurfactantes: isolamento, producio,
caracterizacio e comportamento num sistema modelo. Tese (Doutorado).

Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho. Sdo José do Rio Preto-SP. 2008.

BUENO, S. M.; SILVA, AN.; GARCIA-CRUZ, C.H.. Estudo da producio de
biossurfactante em caldo de fermenta¢ido. Quimica Nova, v. 33, n°. 7, p. 1572-1577.
2010.

BUNDY,J. G., PATON, G.I., CAMPBELL, C.D.. Microbial communities in different
soil types do not converge after diesel contamination. Journal of Applied
Microbiology. v. 92, p. 276-288. 2002.

CABELLO, C.M. et al.. Antimelanoma activity of the redox dye DCPIP (2,6-
dichlorophenolindophenol) is antagonized by NQO1. Biochemical Pharmacology, p.
344-354. 2009.



40

CHOSSON, P. et al.. Biodegradation of refractory hydrocarbon biomarkers from
petroleum under laboratory conditions. Nature, 351. p. 640-642. 1991.

COOPER D. G.; GOLDENBERG B.G.. Surface-Active Agents from
Two Bacillus Species. American Society for Microbiology.1987.

CORMACK, W. P. M.; FRAILE, E. R. Characterization of a hydrocarbon degrading
psychrotrophic Antarctic bacterium. Antarctic Science, v.9, n° 2, p.150-155, 1997.

DUARTE, M. D. C. Caracterizacio Microbioldgica de uma Lagoa Contaminada por
Residuos de Petroleo (Lagoa de Baixo, Guamaré - RN) e seu Potencial de
Biorremediacao. Dissertagao (Mestrado). Universidade Federal da Paraiba. Joao Pessoa
PB, 2004.

FILHO, A.P.S.. Ramnolipideos produzidos por Pseudomonas aeruginosa UFPEDA
614: Estudos de producao e de variacio da composicio de homélogos. Dissertacao

(Mestrado). Universidade Federal do Parana. Curitiba-PR, 2009.

FONTES, G.C.; P AMARAL, P.F.F.; COELHO, M.A.Z.. Produciao de biossurfactante

por levedura. Quimica Nova v.31 n° 8. Sdo Paulo. 2008.

GALDINO, C.A.B. et al. . Passivo ambiental das organiza¢oes: uma abordagem sobre
avaliacio de custos e danos ambientais no setor de exploracio de petrodleo.
Associagdo Brasileira de Engenharia de Produgdo. XXII Encontro Nacional de Engenharia

de Produgao. Curitiba — PR. 2002.

GAYLARDE, C. C.. Selecio de microorganismos produtores de surfactantes e
avaliacdo da base fisiolégica da producdo. IN: Microbiologia Ambiental: Manual de
Laboratorio. Eds. C.M.M.S. Silva, M.R. de * Roque, I. S. de Melo. Embrapa Meio
Ambiente, Jaquariuna/SP. 98p.. 2000.



41

GERHARDT, P. et al. Methods for General and Molecular Bacteriology.
Washington, DC: American Society for Microbiology. 1994.

GORLACH-LIRA, K.. Avaliacdo do potencial de remediacio dos solos contaminados
com petroleo e seus derivados na regiio de Mossoro-RN, através de analises

microbiolégicas. Relatorio, Processo 49.4791/00-6 CNPq-CIPTERO. 68 p.. 2003.

GUIMARAES E. F. et al.. Validacio de Metodologia Analitica para a Determinacio
de Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos em Solu¢ao. Produto & Producdo, Edicao
Metrologia. v. 11, n° 1, p. 113 —123. 2010.

HANSON, K. G.; DESAI D.; DESAI A.J. .A rapid and simple screening technique
for potential crude oil degrading microorganisms. Biotechnology Techniques. v. 7, n°

10. p. 745-748. 1993.

JUHASZ, A., STANLEY, G.A., BRITTZ, M.L.. Degradation of high molecular weight
PAHs in contaminated soil by a bacterial consortium: Effects on Microtox and

mutagenicity bioassays. Bioremediation Journal. v. 4, p. 271-283. 2000.

JUNIOR, JJ.. Contaminacio ambiental movida por postos retalhistas de
combustiveis. Trabalho de conclusdo de curso de graduagdo. Universidade Catodlica de

Goiés — Departamento de Engenharia - Engenharia Ambiental. Goiania/GO. 2008.

KANALY, R.A. et al.. Rapid mineralization of benzo[a]pyrene by a microbial
consortium growing on diesel fuel. Applied and Environmental Microbiology, 66 (10),

p. 4205-4211. 2000.

KIRK, P.W.; DYER, B.J.; NOE, J.. Hydrocarbon Utilization by Higher Marine Fungi
from Diverse Habitats and Localities. Mycologia. v. 83, n°. 2. p. 227 — 230. 1991.

LOURENCO, E.S.O.. Avaliacdo Fisico-Quimica da Remediacdo de Solos
Contaminados por BTEX. Dissertagao (Mestrado). Universidade Estadual do Oeste do
Parana, Cascavel-PR. 2006.



42

LUZ. C. et al.. Estudos de biodegradacio de dleo diesel por consorcio microbiano

coletado em Porto Velho-RO, Amazoénia.Quimica Nova, v. 34, n° 5, 775-779. 2011.

MADIGAN, M. T.; MARTINKO, J. M.; PARKER, J.. Microbiologia de Brock, 10°
edicdo, Prentice Hall. 2004.

MARIANO A. P.. Avaliacdo do potencial de biorremediacdo de solos e de aguas
subterraneas contaminados com o6leo diesel. Tese de doutorado. Universidade Estadual
Paulista, Instituto de Geociéncias e Ciéncias Exatas, Campus de Rio Claro, Rio Claro

(SP). 2006.

MARIANO A. P., DE ANGELIS D. F, BONOTTO D. M.. Monitoramento de
indicadores geoquimicos e avaliacio de biodegradacio em area contaminada com
oleo diesel. Engenharia Sanitaria Ambiental. v.12 - n® 3 p. 296-304. Rio de Janeiro-RJ.
2007.

MEYER, D.D.. Avaliac¢io da biodegradabilidade de misturas de diesel e de biodiesel
(B0, B20 e B1-00) em dois solos com diferentes granulometrias. Dissertacao

(Mestrado). Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre-RS. 2011.

MIRANDA R.C. et al.. Biodegradation of Diesel Oil by Yeasts Isolated from the
Vicinity of Suape Port in the State of Pernambuco —Brazil. Brazilian Archives of

Biology and Technology. v.50, n° 1. p. 147-152. 2007.

MOLINA-BARAHONA, L. et al.. Diesel removal from contaminated soils by
biostimulation and supplementation with crop residues. Applied Soil Ecology. v. 27,
p. 165-175. 2004.

MURPHY M. E., et al.. Organic Geochemistry of Some Upper Pennsylvanian and
Lower Permian Kansas Shales: Hydrocarbons. Kansas Geological Survey, Bulletin

204, pt. 1. 1972.



43

OKOH, A.L. Biodegradation of Bonny light crude oil in soil microcosm by some
bacterial strains isolated from crude oil flow stations saver pits in Nigeria. African

Journal of Biotechnology. v. 2 (5), p. 104-108. 2003.

PEIXOTO, R. M.; VIEIRA, J. D. G. Determination of the degrading potential of
bacteria isolated from an environment impacted by petroleum and derivatives using

2,6-dichlorophenolindophenol (DCPIP). In: First Brazilian Symposium on Petroleum
Biotechnology, Natal — RN, Brasil. 2005.

PIROLLO, M. P. S. Estudo da producio de biossurfactantes utilizando
hidrocarbonetos. Dissertacdo (Mestrado). Universidade Estadual Paulista Julio de

Mesquita Filho, Instituto de Biociéncias. — Rio Claro-SP. 2006.

PIROLLO, M.P.S. et al., Biosurfactant synthesis by Pseudomonas aeruginosa LBI
isolated from a hydrocarbon-contaminated site. Journal of Applied

Microbiology.Volume 105, Issue 5, p.1484—1490. 2008.

PURANDARE et al.. Microcosm study of biorremediation of oil- contaminated

freshwater wetlands. International Oil Spill Conference. 1999.

RHEINHEIMER, D.S.; ANGHINONI, I.; CONTE, E.. Fosforo da biomassa microbiana
em solos sob diferentes sistemas de manejo. Revista Brasileira de Ciéncia do Solo. v.

24, n° 3, p. 589-597. Vigosa-MG. 2000.

RICHARD, J.Y.; VOGEL, T.M.. Characterization of Soil bacterial consortium
capable of degrading diesel fuel. International Biodeterioration and Biodegradation. v.

44, p. 93-100.1999.

ROSATO, Y.B.. Biodegradacao do petréleo. Microbiologia ambiental. Embrapa. p. 307-
334.1997.

ROSENBERG, E. Hydrocarbon-oxidizing bacteria. The prokaryotes. v. 2. p. 564-577.
Springer. 2006.



44

ROY, S.; et al.. Survey of petroleum-degrading bacteria in coastal waters of
Sunderban Biosphere Reserve. World Journal of Microbiology & Biotechnology, v. 18,
p. 575-581. 2002.

SEABRA, P.N.C., Uso da biorremediacio em areas impactadas pela industria de
petroleo. Biodegradagao. Embrapa Meio Ambiente. II Workshop sobre biodegradacao. p.
41-59 Campinas-SP. 2001.

SIEGMUND, 1., WAGNER, F.. New method for detecting rhamnolipids exerted by
Pseudomonas species grown on mineral agar. Biotechnology Technology. v. 5. p. 265—

268. 1991.

SINGH, H.. Mycoremediation : fungal bioremediation. John Wiley & Sons, Inc.,
Hoboken, New Jersey.617 p. 2006.

SMIBERT, R. M. ; KRIEG, N. R. . General characterization. In: Methods for General
and Molecular Bacteriology. American Society for Microbiology, p. 607+654. 1994.

SOUZA C.S. et al.. Isolamento e selecio de microrganismos degradadores de
derivados de petroleo. In: 3° Congresso Brasileiro de P & D em petroleo e gas.
Universidade Federal de Pernambuco, Departamento de Antibioticos, Campus

Universitario. 2004.

UENO A., et al.. Verification of Degradation of n-Alkanes in Diesel Oil by
Pseudomonas aeruginosa Strain WatG in Soil Microcosms. Current Microbiology. v.

52,n°3, p. 182-185.2006.

UENO A.; Ito Y. ; YUMOTO I. ; OKUYAMA H.. Isolation and characterization of
bacteria from soil contaminated with diesel oil and the possible use of these in
autochthonous bioaugmentation. World Journal Microbiology Biotechnology. v. 23, n°

12, p. 1739-1745. 2007.



45

URURAHY, A.F.P.; PEREIRA Jr, N.; MARINS, M. D. M. Desempenho de um
Biorreator do Tipo CSTR no Processo de Degradacio de Borra Oleosa. Boletim

Técnico PETROBRAS, Rio de Janeiro, 41 (3/4): 125-132. 1998.

VALENTIN, L.A. Boas praticas de laboratorio: aplicacio para avaliar o impacto
ambiental causado pelo derrame de derivados de petréleo. Dissertagdo de mestrado.
Universidade Federal de Sao Paulo. Instituto de Quimica de Sao Carlos. Sao Carlos-SP.

2006.

VAZ, F. S.. Bactérias Degradadoras de Biodiesel, Diesel e Misturas em Tanques de
Armazenamento. Dissertacdo de mestrado. Universidade Federal de Goias. Intituto de
patologia tropical e saide publica. Programa de pos-graduacdo em medicina tropical.

Goiania/GO. 2010.

WETLER-TONINI R. M. C.; REZENDE, C.E.; GRATIVOL, A.D.. Degradacido e
biorremediacio de compostos do petréleo por bactérias: Revisdo. Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), Departamento de Biociéncias e
Biotecnologia, Programa de P6s Graduacdo em Ecologia e Recursos Naturais, Laboratdrio

de Ciéncias Ambientais. Campos dos Goytacazes, RJ, Brasil. Oecologia Australis.

v.14(4). p.1010-1020. 2010.

WILLUMSEN, P.A.; KARLSON, U.. Screening of bacteria, isolated from PAH-
contaminated soil, for production of biosurfactants and bioemulsifiers. Earth and

Environmental Science. Biodegradation. v.7.n° 5. p. 415-423. 1997.

YU, S.H. et al.. Degradation of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHS) by a
bacterial consortium enriched from mangrove sediments. Environment International, v

31: 149-154. 2005.



7. ANEXO

46



ANEXO - Caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas de linhagens bacterianas

Linhagem Forma Reacdo de Gram  Catalase Motilidade Endésporos

P1R14 bastonetes + + + +

P1R16 bastonetes + + + +

P1R21 bastonetes + + + +

P2R1 cocobacilos + + - -

P2R11 bastonetes + - - +
irregulares

P2R17 €oCos + + - -

P2R18 bastonetes + + + -
irregulares

P2R20 bastonetes + + - R
irregulares

P2R23 bastonetes - - + -
irregulares

P2R24 bastonetes - - + -

P2R29 bastonetes + - - -

P3R3 bastonetes + - + -
irregulares

P3R9 bastonetes - - - -
irregulares

P3R10 bastonetes + + - R
irregulares

P3R21 bastonetes + + - -
irregulares

P3R22 bastonetes + + + -
irregulares

P3R24 filamentos + + - -

P3R25 bastonetes + + - -
irregulares

P3R27 bastonetes - + + -
irregulares

P3R28 bastonetes - + - -

irregulares



P3R29

P3R30

P3R31

P3R32

filamentos

bastonetes

bastonetes

bastonetes

V- gram-varidvel





