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RESUMO

O petroleo é um composto organico formado basicamente por uma mistura de
hidrocarbonetos sendo considerado uma das maiores fontes de energia da atualidade. A
crescente demanda por derivados de petroleo tem aumentado a sua exploracdo. Como
consequéncia, o numero de acidentes envolvendo derramamentos de petroleo e seus
derivados na natureza tem se elevado, ocasionando sérios problemas ambientais. Desta
forma, uma alternativa de mitigar os impactos ambientais resultantes dos vazamentos é por
técnicas de biorremediacdo. Estas técnicas se baseiam na utilizacdo de micro-organismos
com potencial de biodegradar compostos, sendo praticas ambientalmente corretas e
sustentaveis. Portanto, o objetivo deste trabalho foi selecionar micro-organismos capazes
de se desenvolverem em ambientes aquaticos contendo petroleo, bem como caracterizar
seu potencial de degradacdo deste contaminante. Para isso, 19 micro-organismos foram
isolados a partir de solo previamente contaminado com petréleo bruto. Para avaliar a
capacidade de biodegradacdo de petroleo ocasionada por cada isolado, estes foram
submetidos a um teste prévio com indicador redox TTC, e trés bactérias (BPH 1.4, BPH
1.5 e BPH 1.14) e trés leveduras (BPH 2.1, BPH 2.2 e BPH 2.3) foram selecionadas para
testes futuros. Também foi realizada uma avaliacdo visual da solubilizacdo dos
hidrocarbonetos pelos micro-organismos selecionados em meios com tratamentos de
bioaumentacdo e bioaumentacdo simultdnea a bioestimulacdo. Visto que 0s seis micro-
organismos se mostraram potenciais degradadores nestas primeiras etapas, 0S mMesmos
foram avaliados quanto a producdo de biossurfactantes e foi determinada 1E;4,%>38 e
IE24n%>39, na presenca e auséncia de células microbianas, respectivamente. Os isolados
também foram capazes de reduzir a tensdo superficial nos meios utilizados. BPH 1.4, BPH
15 e BPH 22 também produziram biossurfactantes do tipo ramnolipideos.
Adicionalmente, a deteccdo de metabdlitos provenientes da degradacdo foi mensurada pela
determinacdo do pH dos meios, na qual, principalmente os isolados leveduriformes
mostraram capacidade de acidificar os meios. A identificacdo molecular foi realizada por
sequenciamento das regides conservadas 16S e 26S do rDNA. Por fim, um consorcio
microbiano foi selecionado e adicionado em agua marinha contendo 2% de petroleo (m/v).
Este sistema foi mantido por 40 dias e a biodegradacdo dos hidrocarbonetos foi
quantificada por GC-FID. Os resultados da bioaumentacdo demonstraram uma reducao de
25% nos TPHSs apos o fim do tratamento.
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ABSTRACT

Oil is an organic compound consisting essentially of a mixture of hydrocarbons and it is
considered one of the greatest sources of energy nowadays. The rising demand for
petroleum derivative has increased its exploration. Consequently, the number of accidents
involving oil spills and oil products has risen in nature, causing serious environmental
problems. Thus, an alternative to mitigate the environmental impacts of oil spills is through
bioremediation techniques. The bioremediation techniques are based on the use of
microorganisms with potential for biodegrade compounds, being environmentally friendly
and sustainable techniques. Therefore, the aim of this work was to select microorganisms
able of grow in aquatic environments containing oil, as well as characterize potential
degradation of these contaminants. For this, 19 microorganisms were isolated from
previously contaminated soil with crude oil. In order to evaluate the ability of
biodegradation of oil caused by each isolate, they were submitted to a pretest with TTC
redox indicator, and three bacteria (BPH 1.4, BPH 1.5 and BPH 1.14) and three yeasts
(BPH 2.1, BPH 2.2 and BPH 2.3) were selected for further subsequent tests. Was also
performed a visual assessment of the solubilization of hydrocarbons by selected
microorganisms in media containing bioaugmentation treatment and biostimulation and
bioaugmentation treatments together. Since the six microorganisms showed potential
degraders in these early stages, they were evaluated for the production of biosurfactants
and was determined 1E24,%>38% and 1E»4,%>39% in the presence and absence of
microbial cells, respectively. The isolates were also capable of reducing the surface tension
in the media used. BPH 1.4, BPH 1.5 and BPH 2.2 microorganisms were also able to
produce biosurfactants of ramnolipids type. Additionally, metabolites detection from
possible degradation was assessed by measuring the pH of the medias in which yeast
isolates showed mainly acidify the medias. The molecular identification was performed by
sequencing of the 16S and 26S conserved regions of ribosomal DNA. Finally, a microbial
consortium was selected and added to the seawater containing 2% of oil (m/v). This system
was maintained for 40 days and the degradation of the hydrocarbons was measured by GC-
FID. The bioaugmentation results demonstrated a reduction of 25% of the TPHs after the

end of treatment.
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INTRODUCAO GERAL

A inddstria petroquimica ocupa um espaco de destaque no cendrio s6cio-econdmico
mundial devido a sua grande importancia para o crescimento e desenvolvimento dos
paises, sendo impulsionada ainda mais pelos avangos tecnologicos (Cerqueira et al., 2011).
Desta forma, existe uma crescente demanda por produtos derivados do petroleo,
aumentando o numero de pontos de extracdo deste recurso de origem fossil, tanto em terra
quanto em alto mar.

Segundo dados da Agéncia Nacional do Petrdleo, Gas Natural e Biocombustiveis
(ANP, 2013) o volume mundial de petréleo produzido em 2012 foi de 86,2 milhdes de
barris/dia. O Brasil tem-se destacado na area de producao de petroleo, por possuir diversas
reservas petroliferas em seu territério, chegando a ocupar em 2012 a 132 posi¢do no
ranking mundial dos maiores produtores (ANP, 2013; Petrobras, 2013).

Como consequéncia da grande exploracdo e producdo de petréleo realizada
atualmente, os indices de acidentes envolvendo derramamento de petréleo na natureza tém
aumentado. Estes acidentes causam sérios problemas ambientais e grandes prejuizos para o
bioma nativo das areas contaminadas, por ser o petréleo composto por uma mistura
complexa de compostos organicos (Atlas e Cerniglia, 1995; Cerqueira et al., 2011; Da
Silva et al., 2012). Estes compostos sdo predominantemente formados por hidrocarbonetos
com estruturas alifaticas, aliciclicas e aromaticas, sendo esta ultima, a classe de
hidrocarbonetos de mais dificil degradacdo e responsavel por conferir ao petroleo
propriedades toxicoldgicas (Balachandran et al., 2012; Borsato et al., 2009; Clark e
Brown, 1977; Khan et al., 2004; Tyagi et al., 2011).

Dessa forma, o tratamento de areas contaminadas com estes compostos representa

um grande desafio na atualidade. Em busca de uma alternativa sustentavel para minimizar
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0s impactos ambientais gerados por estes acidentes, muitos pesquisadores estdo estudando
e aprimorando as técnicas de biorremediacdo. Esta técnica consiste na utilizacdo de
organismos vivos como plantas ou micro-organismos que metabolizam o poluente, e
removem substancias potencialmente nocivas ao bioma nativo das areas contaminadas
remediando o impacto negativo (Atlas, 1995; Crawford, 2006; De Lorenzo, 2008; Khan et
al., 2004; USEPA, 2012).

Uma grande variedade de micro-organismos tem sido descrita na literatura com
capacidade de utilizar os hidrocarbonetos do petréleo como fonte Unica de carbono (Bento
et al., 2005; Das e Chandran, 2011; Zhu et al., 2001). Outro aspecto positivo para a
degradacéo de petrdleo por estes micro-organismos é a producdo de biossurfactantes, pois
este melhora a dispersdo do petroleo em agua, aumentando a superficie de acdo do micro-
organismo (Jacques et al., 2005; Rahman e Gakpe, 2008; Singh et al., 2007; Van Hamme
et al.,, 2006). Alguns estudos tém comprovado que a degradacdo completa de
hidrocarbonetos requer o uso de consércios microbianos, com organismos procariotos e
eucariotos, pois metabolitos transformados por uma determinada espécie podem resultar
em substancias Uteis para outra espécie, ocorrendo interacdes de sinergismo no consorcio
(Cerqueira et al., 2011; Das e Chandran, 2011; Li et al., 2009; Moscoso et al., 2012; Rizzo
et al., 2006; Sharma e Rehman, 2009).

Neste contexto, o presente trabalho visa caracterizar micro-organismos com
potencial de biodegradacdo de hidrocarbonetos de petréleo bruto, pela bioprospeccao de
um ambiente contaminado e formular um consércio microbiano para utilizacdo em areas

impactadas.

17



1. INTRODUCAO

1.1. Origem e composicao do petroleo

O petroleo € uma fonte de energia de origem fossil, ndo renovavel, composto
principalmente por uma mistura complexa de hidrocarbonetos (Leahy e Colwell, 1990;
Tyagi et al., 2011; Vollhardt e Schore, 2004). Este composto possui grande importancia em
diversos setores e atualmente é considerado uma das maiores fontes de energia (Cerqueira
et al., 2011; Petrobras, 2012; Speight, 2014; Xu et al., 2013).

Segundo Vecchia (2010), entre as principais caracteristicas do petréleo, ou também
chamado o6leo cru, pode-se citar: ser uma substancia oleosa, inflamavel, menos densa que a
agua, com odor caracteristico e de cor variando entre 0 negro e o castanho escuro.

O petréleo é um composto resultante de uma série de transformacdes bioldgicas,
quimicas e fisicas, que ocorrem com a matéria organica. Durante o processo de formacéo
do petroleo, compostos organicos que estdo dispersos se acumulam por migracdo em
reservatorios e assim, formam as jazidas petroliferas (Speers e Whitehead, 1969; Speight,
2014; Tissot e Welte, 1984). Para que isso ocorra € necessaria a presenca de sedimentos
originalmente abundantes em matéria organica e também transformacdes quimicas e
bioquimicas dos compostos (Vollhardt e Schore, 2004).

Segundo Tissot e Welte (1984), a formacdo do petroleo pode ser dividida em trés
principais etapas: diagénese, catagénese e metagénese (Figura 1). Na diagénese, processos
ocasionados pela acdo de micro-organismos resultam em insolubilizacdo e
desfuncionalizacdo dos componentes da matéria organica. Dessa forma, ocorre uma
elevacdo nas reacfes de condensacdo em decorréncia do soterramento progressivo da

matéria organica em conjunto com 0s minerais provenientes do solo. O querogénio,
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composto formado por uma rocha sedimentar, rica em matéria organica insolivel em agua
€ o resultado deste processo.

Na catagénese ocorre uma elevacdo de temperatura e pressao em consequéncia do
soterramento continuado da rocha sedimentar, ocasionando a degradacdo térmica do
querogénio, dando origem a maior parte dos hidrocarbonetos que comp&em o petroleo.

A metagénese ocorre somente em grandes profundidades, com condi¢bes extremas
de pressdo e temperaturas e parte dos hidrocarbonetos formados na etapa anterior passam
por um rearranjo molecular, levando a formacdo de metano e residuos de carbono,
ocasionando composicdes diferentes do petréleo. Esta etapa corresponde ao inicio do

metamorfismo (Killops e Killops, 2005; Peters e Moldowan, 1993).
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Figura 1: Evolucdo da matéria organica durante os processos de formacao do petroleo.
Fonte: adaptado de Peters e Moldowan (1993).
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Cada dleo formado apresenta diferentes caracteristicas, devido as diferentes
condicbes que € exposto durante a sua origem, por isso, uma definicdo precisa da
composicdo se torna impossivel, considerando que ndo existem dois Oleos exatamente
idénticos (Speers e Whitehead, 1969; Vollhardt e Schore, 2004). Além disso, com o passar
do tempo, as caracteristicas originais do petréleo vem sofrendo modificagcdes por processos
geoldgicos e por acbes antrdpicas, o que tem acelerado a formacao de novos compostos.

Conforme mencionado anteriormente, o petroleo € formado por milhares de
compostos diferentes, sendo os hidrocarbonetos os principais componentes, atingindo
cerca de 98% da composicao total do petréleo (Clark e Brown, 1977). De acordo com
Borsato et al. (2009), a composicdo dos hidrocarbonetos constituintes do petroleo é
variavel, podendo possuir de 83 a 87% de carbono e de 11 a 15% de hidrogénio, pequenas
quantidades de nitrogénio (0 a 0,5%), enxofre (0 a 6%), oxigénio (0 a 3,5%), e minimas
porcdes de organometalicos também podem estar presentes.

A fragdo liquida do petroleo € comumente denominada de 6leo cru, sendo esta
formada por quatro classes principais de hidrocarbonetos: os hidrocarbonetos saturados,
hidrocarbonetos aromaticos, resinas e asfaltenos (Balba et al., 1998; Colwell, 1977; Leahy
e Colwell, 1990).

A classe dos hidrocarbonetos saturados inclui alcanos lineares e ramificados,
também chamados de alifaticos, e alcanos com estruturas ciclicas, denominados aliciclicos.
Possuem uma cadeia de 1 a 40 carbonos, e sdo normalmente os constituintes mais
abundantes em 06leos crus. Fazem parte deste grupo de hidrocarbonetos os isoprendides,
formados por unidades repetidas de C5 (isopreno), e as suas formas mais comumente

encontradas séo C19 (pristano) e C20 (fitano) (Balba et al., 1998; Killops e Killops, 2005).
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A classe dos hidrocarbonetos aromaticos inclui compostos aromaticos
monociclicos, como por exemplo, o benzeno e o tolueno, e hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (PAHSs, Polycyclic aromatic hydrocarbons), como naftaleno, antraceno e
fenantreno, os quais possuem dois ou mais anéis aromaticos (Killops e Killops, 2005;
Vollhardt e Schore, 2004; Zhu et al., 2001).

Ja a classe das resinas e asfaltenos compreendem a fracdo pesada do petréleo, com
estruturas quimicas complexas e elevada condensagédo de anéis aromaticos. Sdo formados
normalmente por compostos polares de nitrogénio, enxofre e oxigénio, como exemplo
piridinas e tiofenos. Especificamente na fracdo dos asfaltenos, alguns metais como niquel,
vanadio e ferro também podem estar associados (Balba et al., 1998; Killops e Killops,
2005; Zhu et al., 2001). A estrutura de alguns destes compostos pode ser observada na

Figura 2.
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Figura 2: Compostos organicos representativos encontrados em 6leo crus. Fonte: adaptado
de Zhu et al. (2001).
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Segundo o Instituto Americano do Petroleo (API, American Petroleum Institute)
(API, 2001) os hidrocarbonetos do petrdleo também podem ser classificados em dois
grandes grupos mais abrangentes: o grupo dos compostos saturados e o grupo dos
compostos insaturados.

Dentre os compostos organicos presentes no petréleo, os de maior preocupacéo sdo
0s PAHSs, os quais contribuem significativamente para as propriedades toxicologicas do
petréleo. Muitos PAHs apresentam potencial mutagénico, carcinogénico, teratogénico e
outras propriedades toxicas como bioacumulacdo e biomagnificacdo (Balachandran et al.,
2012; Khan et al., 2004; Vollhardt e Schore, 2004). Os PAHs compreendem uma classe de
compostos organicos constituidos por carbono e hidrogénio combinados em dois ou mais
anéis aromaticos condensados (API, 2001). Atualmente, existem mais de 100 PAHSs
reconhecidos pela Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC, International
Union of Pure and Applied Chemistry), este nimero é elevado devido a possibilidade de
fusdo de um ndmero variado de anéis aromaticos e das diversas posicdes em que estes
anéis podem se ligar entre si.

Dentre todos estes PAHSs, 16 sdo listados pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos (USEPA, United States Environmental Protection Agency) como poluentes
prioritarios (Tabela 1), podendo causar sérias ameacas para a vida marinha, a salde
humana e aos recursos ecoldgicos, alterando o equilibrio ecoldgico que pode levar anos ou

mesmo décadas para se recuperar (Chauhan et al., 2008; Cohen, 2013; Park e Park, 2011).
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Tabela 1: Nomenclatura, estrutura quimica e efeitos toxicos dos 16 PAHSs

considerados poluentes prioritarios.

Nomenclatura Estrutura Efeito Nomenclatura Estrutura Efeito
Nafteno r’ T‘ﬁ Toxico Acenaftileno \5)\ Mutagénico
N
"
Acenafteno (/\( j Mutagénico Fluoreno r' ) 3 Mutagénico
NS N \/

. r ] Toxico e

Antraceno [/AI A\IA\] Mutagénico Fenantreno NN
NIV ( | \]/ Mutagénico
RN
SN—AN AN
Fluoranteno (/ & r Carcinogénico e Pireno /fv\[} Carcmogﬂen}co €
Mutagénico ( I T Mutagenico
s N NF
Criseno /Av/[\ I Carcinogénico e Benzo (a) Carcmogf,n}co e
[_ I Mutagénico antraceno (\ I, I T Mutagenico
~ V N

Benzo (b) (\_/[\ J Carcinogénico e Benzo (k) [’A TA‘IT’A] Carcinogénico e

fluoranteno I J’ Mutagénico fluoranteno “ss T I Mutagénico

BBT}ZO (a) Lf\ /L l J Carcinogénico e Dibenzo J Carcinogénico e
pireno AN Mutagénico (a.h) g\ )\ L ,[ Mutagénico

antraceno

AN

PN /\
Benzo L/L)\) Carcinogénico Indeno I I l . Carcinogénico

(hi ol (Y

perileno

Fonte: adaptado de Sims et al. (1988).

1.2. Hidrocarbonetos Totais de Petréleo

O termo Hidrocarboneto Total de Petrleo (TPH, Total Petroleum Hydrocarbon),

refere-se a mistura complexa de hidrocarbonetos que compde o petréleo cru (API, 2001;

Zhu et al., 2001).
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De acordo com o Instituto Americano de Petréleo (API, 2001) o conceito de TPH
baseia-se em dois principios: o primeiro refere-se a utilizacdo da técnica de fracionamento
como uma opc¢ao para medir os constituintes da mistura de petroleo, onde, € somado tudo o
que for determinado, para se obter um valor total; o segundo principio refere-se ao fato de
que os TPHSs sejam todos os hidrocarbonetos contidos em uma amostra, detectados por
uma técnica em particular. Além disso, o tamanho de suas cadeias carbonicas, provenientes
das fracGes destiladas do petréleo, os hidrocarbonetos totais do petroleo podem ser

divididos em trés grupos: TPH-GRO, TPH-DRO e TPH-ORO (Tabela 2).

Tabela 2: Hidrocarbonetos Totais de Petréleo (TPH).

Definicao Faixa Exemplo

TPH-GRO CsaCio Gasolina
(Gasoline Range Organics)

TPH-DRO Ci1aCas Oleo diesel
(Diesel Range Organics)

TPH-ORO | C20a C36 Oleos
(Oil Range Organics) lubrificantes

Os TPHs sdo empregados como parametro para a avaliacdo de contaminagfes
provenientes de derramamentos de petroleo, devido & impossibilidade de uma avaliacéo
individual dos compostos e a existéncia de diversas substancias quimicas nele presentes
(TPHCWG, 1998). No entanto, analises de TPHs apresentam algumas restri¢6es, devido a

presenga da chamada “mistura complexa ndo resolvida” (UCM, Unresolved Complex
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Misture), que sdo componentes ndo identificados do petroleo (Marchal et al., 2003; Wu et

al., 2001).

1.3. Acidentes ambientais e Legislacbes Vigentes

Durante o século XX, o petroleo tornou-se a principal fonte de energia do mundo e
a industria do petrdleo transformou-se em uma das mais importantes e influentes da
atualidade. O petroleo é responsavel por cerca de 32,9% de toda energia consumida no
mundo (BP, 2012). Como consequéncia, tem havido uma crescente demanda por energia
proveniente do petréleo, o que acarreta no aumento do nimero de pontos de extracdo deste
recurso de origem fdssil, tanto no solo quanto em alto mar.

Segundo dados da Agéncia Nacional do Petrdleo, Gas Natural e Biocombustiveis
(ANP, 2013), a Petrobras apresentou uma media de crescimento anual na producdo de
5,3% nos ultimos 10 anos, e em 2012 o volume mundial de petréleo produzido foi de 86.2
milhdes de barris/dia.

O Brasil possui diversas reservas petroliferas, sendo a maior parte delas na regiao
maritima, em ldminas d’agua com profundidades maiores que as dos demais paises
produtores (Petrobras, 2012). Assim, nosso pais tem se destacado na area de exploracdo do
petrdleo, alcancando a 132 posicdo entre os maiores produtores mundiais em 2012 (ANP,
2013), com producdo aproximada de 2,1 milhGes de barris/dia em 2012, sendo o 6leo
diesel e a gasolina os principais derivados energéticos produzidos, correspondendo a
44,4% e 26,3%, respectivamente.

Como consequéncia da grande exploracao e producdo de petroleo atual, o indice de

acidentes envolvendo esta matriz energética, tem se elevado causando sérios problemas
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ambientais e grandes prejuizos para o bioma nativo, devido ao fato do petroleo ser uma
substancia de dificil degradacéo.

Entre as principais causas de acidentes ambientais estdo os acidentes de navegacédo
que resultam em extensos derramamentos de petroleo e seus derivados no ambiente
aquatico. Esses acidentes podem ser decorrentes de diversos fatores, nos quais pode-se
destacar a falha humana, exploses, incéndios, fendmenos da natureza, estado precario das
embarcacdes e navios, descumprimento das normas de seguranca, entre outros.

A intensidade do impacto ocasionado pelo derramamento de petréleo e o tempo de
recuperacdo da area atingida tende a ser diretamente proporcionais a quantidade de 6leo
presente em um ambiente ou local restrito. O petroleo, quando derramado em ambiente
aquatico, forma uma pelicula entre o ar e a agua, devido a sua caracteristica hidrofébica
(National Research Council, 2003). Assim, de acordo com Fellenberg (1980) torna-se
inacessivel a oxigenacdo da agua e a realizacdo da fotossintese por algas pela falta de
luminosidade. Logo, o petroleo causa impactos fisicos devido ao recobrimento, tais como
0s citados acima e impactos quimicos, causados por substancias toxicas presentes na sua
composicdo (Da Silva et al., 2012). Observa-se também, como consequéncia de derrames
de petrdleo a dissolucdo dos hidrocarbonetos na &gua, tornando-os mais nocivos (Zhu et
al., 2001).

De acordo com a base de dados da Federacdo Internacional de Poluigdo por
Proprietarios de Petroleiros (ITOPF, International Tanker Owners Pollution Federation)
(ITOPF, 2014) estima-se que, de 1970 a 2013, aproximadamente 5,74 milhdes de toneladas
de o6leo foram lancados ao mar apenas por petroleiros.

O primeiro acidente ambiental que chamou a atengédo da sociedade para este tipo de

problema ocorreu em 1989 no Alasca, quando o petroleiro Exxon Valdez derramou em alto
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mar cerca de 40 milhdes de litros de petroleo, resultando na mortalidade de milhares de
aves e mamiferos marinhos, ocasionando uma reducdo significativa na populacdo de
muitos organismos, e um grande impacto ambiental a longo prazo (Spies et al., 1996).

Anos depois, em abril de 2010, no Golfo do Meéxico, ocorreu 0 maior
derramamento de 6leo em aguas americanas, devido a explosdo ocorrida na plataforma BP
Deepwater Horizon, onde vazaram cerca de 4,9 milhdes de barris do 6leo no mar,
causando um prejuizo de bilhdes de dolares e um grande impacto ambiental. O vazamento
foi contido apenas trés meses apds a explosdo e o poco de petréleo foi fechado em
setembro de 2010, levando a uma diminuicdo na presenca de 6leo na superficie, entretanto,
uma grande deposicdo de petroleo em sedimentos e na orla costeira continuou sendo
observada (Camilli et al., 2010; Crone e Tolstoy, 2010).

Outro exemplo importante de acidente ambiental ocorreu em 2011 na Bacia de
Campos, no Brasil, onde houve vazamento de um poco de petroleo operado pela empresa
americana Chevron, no qual, estima-se que 3.700 mil barris de petréleo foram derramados
(ANP, 2012).

Sabe-se que ambientes distintos, respondem de formas distintas a um mesmo
contaminante, assim como um mesmo ambiente pode reagir de formas diferentes a
diferentes contaminantes. Para avaliar os riscos ambientais de um contaminante é
importante realizar a analise do deslocamento da mistura de hidrocarbonetos presentes no
mesmo. Conforme decorre este deslocamento, pode-se avaliar se 0 grau de exposi¢ao aos
seres humanos e aquaticos serd maior ou menor (Zhu et al., 2001).

Como mostrado, devido ao elevado nimero de acidentes ambientais causados por
derramamentos de petréleo e seus derivados, se faz necessario a elaboracdo de solucbes

por parte dos Orgdos responsaveis pela administracdo de problemas ambientais. Tais
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medidas devem assegurar tanto o conhecimento do poluente quanto as caracteristicas e 0s
impactos causados pelo mesmo. Além disso, deve-se avaliar a criacdo e a aplicacdo de
instrumentos necessarios para reduzir os riscos a populacdo e ao meio ambiente, visando as
formas e niveis de intervengdo mais adequados.

Segundo Casarini et al. (2001), diversos fatores sdo levados em consideracao para
que as diferentes abordagens sejam realizadas nos diferentes paises com relacdo as areas
contaminadas. Entre estes fatores destacam-se o sistema legal e administrativo, as
responsabilidades, as propriedades do solo, os histdricos industriais, aspectos sociais e
culturais, entre outros. Todos estes, definem as atitudes que devem ser tomadas em relacao
aos bens protegidos, as formas de uso, ocupacao e reutilizacdo do solo, além dos aspectos
econbmicos e a disponibilidade de recursos e também de tecnologias. As agéncias
mundialmente conhecidas, por iniciar pesquisas e divulgacdo de materiais a respeito dos
contaminantes derivados de produtos do petroleo sdo a USEPA, e a Comissdo das
Comunidades Européias. Neste sentido, estas agéncias sdo consideradas referéncias em
pesquisas e normas em torno deste tema. Entre as normas e as resolugdes emitidas por
esses 6rgdos podemos citar a Lista Holandesa que estabelece os valores de qualidade da
agua subterrénea e do solo. Esta lista tem sido utilizada por diversos paises, inclusive o
Brasil, como padrdo para controle de qualidade da &dgua e de solos.

No Brasil, as atividades referentes a exploracdo do petréleo e gas natural foram
regulamentadas pela Lei Federal n® 9.478 (Brasil, 1997a), conhecida como “Lei do
Petroleo” que dispde sobre a Politica Energética Nacional, e institui o Conselho Nacional
de Politica Energética e a ANP. Entre os principais objetivos desta lei, podemos citar a
protecdo ao meio ambiente e a conservagdo da energia, além do estabelecimento da ANP

como Orgdo administrativo. Adicionalmente, também descreve sobre os direitos de
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exploracdo e producdo de petréleo e gas natural em territério nacional, sendo todos
pertencentes a Unido. Com a promulgacdo da Lei Federal n° 9.478 (Brasil, 1997a)
estabeleceu-se que a ANP passaria a ser a Agéncia Nacional do Petroleo, Gas Natural e
Biocombustiveis, sendo o 6rgdo responsavel por promover a regulacao e a fiscalizacao das
atividades econbmicas realizadas pela industria de petréleo, estando vinculada ao
Ministério de Minas e Energia. Dessa forma, a ANP, tornou-se responsavel por autorizar a
pratica de atividades de refinacdo, liquefacdo, regaseificacdo, carregamento,
processamento, tratamento, transporte, estocagem e acondicionamento de petréleo e seus
derivados.

Neste sentido, com relacdo as fiscalizagbes e licenciamentos ambientais, o 6rgao
executor da politica ambiental responsavel por esta parte foi instituido pela Lei n® 7.735
(Brasil, 1989), que estabelece como tal o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), vinculado ao Ministério do Meio Ambiente
(MMA).

Adicionalmente, com o0 objetivo de minimizar os riscos de contaminacdo de
ambientes aquéticos, terrestres e atmosféricos, o Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA), estabeleceu através das Resolugdes n° 273 e n° 420 (Brasil, 2000b; 2004),
uma série de requisitos a serem atendidos pelas empresas integrantes do setor petrolifero
no Brasil, entre eles a obrigatoriedade do licenciamento ambiental, a certificacdo dos
equipamentos e os valores de referéncia de substancias quimicas aceitaveis para solos e
aguas. Seguindo este mesmo objetivo a Lei n° 9.478 (Brasil, 1997a), ja previa que 0
concessionario seria obrigado a responsabilizar-se pelos atos de seus prepostos e indenizar
todos e quaisquer danos decorrentes das atividades de exploragcdo, desenvolvimento e

producdo, devendo ressarcir & ANP ou a Unido por quaisquer prejuizos causados.
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Juntamente com o Decreto n°® 2.953 (Brasil, 1999), que dispde sobre o procedimento
administrativo para aplicacdo de penalidades por infracbes cometidas nas atividades
relativas a industrias do petrdleo e ao abastecimento de combustiveis.

Conforme o exposto pela Lei Federal n® 9.966 (Brasil, 2000a) as empresas devem
desenvolver planos de emergéncia para o caso de incidentes de contaminagéo por 6leo no
mar e em aguas interiores. Esta lei estabelece também os principios basicos para o
transporte de 6leo e outras substancias nocivas ou perigosas em locais sob jurisdicdo
nacional, proibindo entdo a descarga de 6leo e substancias nocivas.

Sendo assim, o desenvolvimento do Plano de Acdo de Emergéncia (PAE) objetiva
proporcionar respostas rapidas e eficazes para o caso de eventuais situacdes de emergéncia
que possam causar grande repercussdo, reduzindo danos, tanto ao meio ambiente, quanto
as pessoas e ao patrimonio.

Da mesma forma, o Plano de Emergéncia Individual (PEI) estabelece as diretrizes
necessarias, que devem ser aplicadas, no caso de derramamentos e vazamentos de 6leo em
regibes costeiras para reduzir os eventuais impactos negativos ao meio ambiente, ao
patriménio publico e privado, a saide humana, bem como a imagem da empresa. No PEI
estdo definidos os procedimentos que devem ser realizados em resposta as emergéncias,
assim como as atribuicdes e responsabilidades dos envolvidos, facilitando o pronto
atendimento.

Por fim, a Resolugdo CONAMA n° 001 (Brasil, 1986) institui que as atividades
realizadas a partir de recursos ambientais com potencial de degradacdo ou poluicdo
ambiental deverdo seguir o Estudo Prévio de Impacto Ambiental (EIA) e o Relatorio de
Impacto Ambiental (RIMA) para que ocorra o seu licenciamento. Além disso, conforme a

Portaria Conjunta MMA/IBAMA Lei n°® 9.537 (Brasil, 1997b), o empreendedor deve
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obrigatoriamente incluir no EIA/RIMA um capitulo sobre as alternativas de tecnologias

mais limpas para reduzir os impactos na saude do trabalhador e no meio ambiente.

1.4. Técnicas de remediacao

Uma variedade de tecnologias pode ser utilizada na remediacdo de ambientes
impactados por petréleo e seus derivados. Na ocasido de incidentes com liberacdo de
grandes quantidades de petroleo, devem-se tomar primeiramente medidas de natureza
fisica, como a remoc¢do mecanica do 6leo ou separacdo de agua e 6leo, por exemplo (Zhu et
al., 2001). Em seguida, o método quimico pode ser utilizado, envolvendo técnicas como
extracdo por solventes, precipitagdo, oxidacdo, neutralizacdo e também com o uso de
substancias quimicas capazes de dispersar o contaminante, os chamados surfactantes
quimicos (Fuller et al., 2004; Riser-Roberts, 1998). No entanto, estes processos sdo
0nerosos e resultam em uma descontaminagéo incompleta.

Em contrapartida, os processos bioldgicos despontam entre os métodos mais
promissores para o tratamento de uma variedade de contaminantes organicos e entre estes
contaminantes destacam-se os hidrocarbonetos de petrdleo (Liu et al., 2010; Reddy et al.,
1999).

Para escolher qual a tecnologia de remediacdo a ser utilizada no caso de algum
acidente é necessario conhecer a natureza quimica bem como as caracteristicas fisico-
quimicas do contaminante e as caracteristicas do ambiente contaminado, e ainda fazer uma
relacdo entre os custos de operacéo e as restricdes de tempo. Dessa forma, cada ambiente
contaminado requer uma combinacdo de procedimentos que permitam a otimizagdo do

processo de remediacdo (Bento et al., 2005; Khan et al., 2004; Reddy et al., 1999).
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As técnicas de remediacdo tém sido classificadas em duas categorias: (1) in situ, (2)
ex situ. Na primeira categoria, a descontaminacéo é realizada no préprio local impactado, o
que resulta numa diminuicdo dos custos. Na segunda categoria, 0s residuos sdo
transportados até um local proprio para remediacédo, que se encontra localizado distante da
fonte poluidora (Boopathy, 2000). Geralmente, a utilizacdo da remediacdo ex situ esta
relacionada a ocorréncia de altas concentraces de contaminantes recalcitrantes, tornando-
se entdo, necessaria a utilizacdo de técnicas mais eficientes para a recuperacdo desses

residuos.

1.4.1. Biorremediacao

Por definicdo, o processo de biorremediacdo € um conjunto de técnicas
biotecnologicas que aparece como uma alternativa de descontaminacdo de areas
impactadas, oferecendo a possibilidade de degradar contaminantes toxicos, utilizando
atividades bioldgicas de micro-organismos, como bactérias e fungos, com capacidades
metabdlicas e fisioldgicas. Estes micro-organismos obtém fonte de carbono e energia a
partir de compostos organicos poluentes nocivos a salde humana e aos ecossistemas
(Atlas, 1995; Crawford, 2006; De Lorenzo, 2008; USEPA, 1996; 2012).

Existem diversas estratégias de biorremediacdo, que podem ser aplicadas tanto in

situ quanto ex situ, entre elas destacam-se:

e Biosparging: Técnica de biorremediacdo in situ com a finalidade de fornecer

oxigénio e nutrientes aos micro-organismos aerobios, através de uma injecdo de ar
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e/ou nutrientes na zona insaturada aumentando a atividade bioldgica nativa

(Kirtland e Aelion, 2000; Rizzo et al., 2006).

Bioventilacdo: Técnica semelhante ao Biosparging, também utilizando injecdo de
ar na zona ndo saturada, porém esta injecdo é feita com baixas taxas de oxigénio,
com o0 objetivo de maximizar a biodegradacdo e diminuir a liberacdo de
contaminantes volateis a superficie (Boopathy, 2000; Kirtland e Aelion, 2000;

Rizzo et al., 2006).

Biorreatores: Técnica ex situ, onde se utiliza um sistema fechado, controlando
assim as condi¢des bidticas e abidticas. Para isso, € necessaria a remocao e o
transporte das amostras contaminadas. Este processo é muitas vezes incrementado
com a adicdo de nutrientes e oxigénio (Boopathy, 2000; Khan et al., 2004; Rizzo et

al., 2006).

Biopilhas: Forma de tratamento ex situ, onde ocorre o empilhamento de solos
contaminados. Dentro deste sistema é possivel estimular a atividade microbiana
através de aeracdo, da adicdo de minerais e controle da umidade. Para aumentar a
taxa de biodegradacédo do recalcitrante pode-se também controlar temperatura e pH.
Normalmente as biopilhas formadas possuem cerca de 1 a 3 m e sdo recobertas de

material impermeavel (Boopathy, 2000; Khan et al., 2004; Rizzo et al., 2006).

Landfarming: Tecnologia amplamente utilizada para o tratamento de residuos
industriais perigosos, em especial residuos petroquimicos. Necessita de grandes

extensdes de solo, que ficam organizadas em celulas impermeabilizadas. Este
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sistema é baseado na aplicacdo de contaminantes na camada superficial do solo,
onde estes sdo misturados e entdo periodicamente o solo é revolvido para que haja a
aeracdo necessaria para a atividade bioldgica e homogeneizacdo dos contaminantes
com o solo. Neste sistema pode ser realizado ainda a correcao do pH, da umidade e
das concentracdes dos nutrientes, melhorando seu desempenho (Boopathy, 2000;
Chagas-Spinelli et al., 2012; Jacques et al., 2005; Nikolopoulou et al., 2013; Rizzo

et al., 2006).

Fitorremediacdo: Técnica que emprega plantas para remediacdo de solos ou dguas
contaminadas por metais, compostos organicos e radionuclideos, onde o0s
contaminantes podem ser acumulados ou absorvidos em tecidos vegetais por meio
de fitoextracdo. Este processo pode ocorrer de duas formas: através da remocéo do
poluente pela propria planta, ou pela degradacdo ou transformacéo dos residuos por
micro-organismos colonizadores de suas raizes. Apos o tratamento, a vegetacdo é
colhida e geralmente queimada, o que diminui a contaminacdo em até 95%. Esse
sistema de remediacdo também pode auxiliar na protecdo do solo contra eroséo e
infiltracdo, minimizando os riscos de espalhamento dos contaminantes. Apesar de
este tratamento ser bastante atraente, consiste em um processo lento, necessitando
de diversas colheitas, além disso, algumas vezes as raizes das plantas ndo atingem a
profundidade de toda a contaminacdo (Crawford, 2006; Khan et al., 2004; Oliveira

et al., 2006; Trapp e Karlson, 2001).

Atenuacdo Natural: Processo onde ocorre o tratamento dos contaminantes in situ,
com base em eventos naturais como a biodegradacdo, diluicdo, volatizacdo e

absorcéo, ocasionando a descontaminacdo dos ambientes. A microbiota nativa do
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préprio local é utilizada para realizar a biorremediacdo, dessa forma, os fatores
bidticos e abidticos do préprio sistema sdo responsaveis pela eficiéncia da
biodegradacdo. Devido ao fato deste processo necessitar de um longo periodo de
tempo, € necessario que ocorra um monitoramento adequado de longo prazo, o que
pode encarecer o processo, além disso, a pluma de contaminacdo pode acabar

migrando (Boopathy, 2000; Khan et al., 2004; Rizzo et al., 2006; USEPA, 1996).

Bioestimulacdo: Estratégia amplamente utilizada para a recuperacdo de areas
impactadas, que consiste na correcdo das condi¢Ges nutricionais do ambiente
contaminado, estimulando a atividade e proliferacdo da populacdo microbiana. Para
isso, € adicionado ao sistema alguns dos principais macronutrientes, como por
exemplo, nitrogénio e fdsforo para se estabelecer relacbes adequadas de
carbono:fésforo:nitrogénio para o desenvolvimento microbiano. O nitrogénio é
primariamente utilizado para o crescimento celular, ou como aceptor alternativo de
elétrons, sendo comum suplementar os meios com uréia, cloreto de aménio e
nitrato de aménio, por serem fontes importantes de nitrogénio. O fosforo é o
segundo nutriente mais utilizado em processos de biorremediacdo e pode ser
adicionado ao meio na forma de potassio, fosfato de sédio e &cido orto-fosforico

(Bento et al., 2005; Boopathy, 2000; Chagas-Spinelli et al., 2012; Trindade et al.,

2005; Zhu et al., 2001).

Bioaumentagdo: Técnica que visa auxiliar na capacidade degradativa de uma matriz
contaminada, atraves da introdugdo de micro-organismos especificos com potencial
capacidade de degradar o contaminante alvo com o objetivo de aumentar a taxa de

biodegracdo. Pode ser utilizada através do indculo de uma cultura microbiana pura,
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adicdo de um consorcio microbiano pré-adaptado, introducédo de micro-organismos
geneticamente modificados, e por adicdo de genes relacionados a biodegradacéo
em um vetor transferido para os micro-organismos enddgenos. A selecdo dos
micro-organismos deve ser baseada no seu potencial metabolico e na capacidade
das células microbianas de resistirem a ambientes de estresse elevado. Esta
estratégia de remediacao tem estimulado pesquisas em busca de micro-organismos
capazes de degradar poluentes. Em geral, consércios microbianos sdo mais
eficientes na reducdo de hidrocarbonetos contaminantes do que micro-organismos
individuais, principalmente pela capacidade que diversos micro-organismos tém de
biotransformar compostos em intermediarios para 0 metabolismo de outros micro-
organismos e a acdo em sinergismo, aumentando assim, a degradacdo dos poluentes
(Bento et al., 2005; Boopathy, 2000; EIl Fantroussi e Agathos, 2005; Molina et al.,

2009; Rizzo et al., 2006; Zhu et al., 2001).

Existem controvérsias na literatura sobre qual seria a estratégia de remediacdo mais
eficiente. Porém, as técnicas mais utilizadas sdo a atenuacao natural, a bioestimulacéo e a
bioaumentacdo, assim como, as possiveis combinacdes entre elas. Diversos autores tém
utilizado estas técnicas na remediacdo de ambientes contaminados com compostos
organicos (Bento et al., 2005; Boon et al., 2003; Dybas et al., 2002; Gentry et al., 2004;
Hosokawa et al., 2009; Mckew et al., 2007; Mrozik e Piotrowska-Seget, 2010; Ueno et al.,

2007).
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1.5. Producéo de biossurfactantes

Um dos principais problemas que os micro-organismos enfrentam na metabolizacao
de hidrocarbonetos é tornar a fonte de carbono hidrofobica acessivel para a célula
(Cameotra e Singh, 2008; Hommel, 1990). A eficiéncia da biorremediacdo torna-se
comprometida em funcdo da elevada tensdo interfacial e da baixa solubilidade destes
compostos. Nesse contexto, os surfactantes aumentam a biodisponibilidade dos
hidrocarbonetos e demais compostos organicos hidrofobicos para acdo dos micro-
organismos. Estas moléculas tém como principal caracteristica serem compostos
anfipaticos, que apresentam uma porc¢éo hidrofilica e uma porcdo hidrofébica na mesma
molécula, que tornam os surfactantes capazes de formar diversas estruturas tais como
micelas, vesiculas esféricas ou irregulares, estruturas lamelares, entre outras (Cameotra e
Singh, 2008; Hommel, 1990; Pacwa-Plociniczak et al., 2011). A parte hidrofilica faz com
que os surfactantes se solubilizem em agua, enquanto a parte hidrofébica faz com que eles

se concentrem na interface, como podemos observar na Figura 3.
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Figura 3: Mecanismo de solubilizagdo de hidrocarbonetos dentro de micelas de
surfactantes. (A) a concentracdo de hidrocarbonetos aumenta e o espaco disponivel
diminui, surfactantes tendem a se organizar e agregar. (B) Ponto chamado de
“concentracdo micelar critica” (CMC) no qual as micelas sdo formadas capturando os
hidrocarbonetos para seu centro hidrofobico (C) hidrocarbonetos dispersos, tornando-se
mais disponiveis para assimilagdo. Fonte: Perfumo et al. (2010).
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Tais caracteristicas conferem aos surfactantes mecanismos que alteram as
propriedades superficiais e interfaciais de um liquido, além de formar microemulsdes as
quais auxiliam a solubilizar os hidrocarbonetos (Desai e Banat, 1997; Liu et al., 2010;
Mulligan, 2009; Pacwa-Plociniczak et al., 2011; Swannell et al., 1996).

Os surfactantes considerados eficientes apresentam uma baixa concentracdo micelar
critica (CMC) (Figura 4). A CMC ¢ definida como a concentracdo minima necessaria para

iniciar a formacdo micelar (Pacwa-Plociniczak et al., 2011).

o SOt o0

T R N

Micelas

/

CMC Concentracao de Biossurfactante

Tensao Superficial

Figura 4: Diagrama esquematico da variacdo da tensdo superficial, interfacial e
solubilidade do contaminante com a concentragdo de surfactante. Fonte: adaptado de
Pacwa-Plociniczak et al. (2011).

Em um tratamento de biorremediacédo, surfactantes sintéticos e naturais podem ser
utilizados. Os surfactantes sintéticos sdo amplamente utilizados em uma variedade de
aplicacdes, e em sua grande parte séo derivados do petrdleo. Entretanto, estes surfactantes
quimicos apresentam algumas limitacbes como, por exemplo, alta toxicidade, baixa
biodegradabilidade e eficiéncia somente em pequenas faixas de pH e temperatura

(Cameotra e Singh, 2008; Desai e Banat, 1997). Devido a toxicidade dessas moléculas,
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qguando empregadas na descontaminacdo ambiental podem representar uma fonte adicional
de contaminacdo (Cameotra e Singh, 2008). Em funcdo desses fatores, ha um crescente
interesse na utilizacdo de surfactantes de origem microbiana, 0s chamados
biossurfactantes.

Biossurfactantes sdo compostos biologicos encontrados intracelularmente ou como
parte da membrana celular de certos micro-organismos, podendo também ser secretados
para 0 meio extracelular. S&o produzidos por uma grande variedade de micro-organismos
de forma constitutiva ou induzida, a partir de diversos substratos, incluindo acutcares, 6leos
e residuos (Cameotra e Singh, 2008; Mariano et al., 2008; Owsianiak et al., 2009; Rahman
e Gakpe, 2008; Ruggeri et al., 2009).

Os biossurfactantes sdo constituidos principalmente por glicolipideos, mas também
por lipopeptideos, fosfolipideos, acidos graxos, lipideos neutros ou moléculas poliméricas
e particuladas (Bento et al., 2008; Biermann et al., 1987; Colla et al., 2010; Desai e Banat,
1997; Mulligan, 2009; Price et al., 2012).

Estas substancias podem ser agrupadas em duas grandes categorias: moléculas de
baixo peso molecular (tensoativos), que apresentam a propriedade de diminuir a tenséo
superficial e interfacial, e moléculas de alto peso molecular (bioemulsificantes), que sdo
efetivos estabilizadores de emulsdes O6leo em &gua, aumentando a solubilidade do
contaminante com a fase aquosa (Mulligan, 2009; Rahman e Gakpe, 2008; Van Hamme et
al., 2006).

Além dessa classificacdo em duas grandes categorias, 0s biossurfactantes possuem
uma classificacdo de acordo com sua origem microbiana e composi¢cdo quimica, ao
contrario dos surfactantes sintéticos, que sdo classificados apenas conforme seu

grupamento polar (Rahman e Gakpe, 2008).

39



O potencial de utilizacdo dos biossurfactantes € baseado em suas propriedades
funcionais, que incluem: solubilizacdo, emulsificacdo, capacidade espumante, detergéncia,
lubrificacdo e dispersdo de fases (Maier e Soberon-Chavez, 2000; Singh et al., 2007; Van
Hamme et al., 2006).

A aplicacédo de surfactantes de origem bioldgica tem sido mais aceitavel, por estes
apresentarem maior especificidade e biocompatibilidade ao substrato, baixa toxicidade,
natureza biodegradavel, eficiéncia em valores extremos de pH, temperatura e salinidade
(Cameotra e Singh, 2008; Desai e Banat, 1997; Ferhat et al., 2011). Em alguns casos, sao
ainda mais vantajosos que os surfactantes quimicos por reduzirem mais expressivamente a
tensdo superficial (Ferhat et al., 2011).

Portanto, existe um crescente interesse na utilizacdo de biossurfactantes em
processos como tratamentos de biorremediacdo, dispersdo de derrames de Oleos,
mobilizacdo e remocdo de residuos de Oleos em tanques de estocagem, bem como na
recuperacdo terciaria de petroleo (Nitschke e Pastore, 2002).

Ja estdo descritos na literatura diversos micro-organismos produtores de
biossurfactantes, o que demonstra o papel destes na aceleragdo da degradacdo de

contaminantes.

1.6. Degradacao dos hidrocarbonetos do petroleo e micro-organismos utilizados

Conforme j& exposto anteriormente, acidentes ambientais ocasionados por
derramamento de petréleo causam sérios problemas a fauna e a flora. Diante desses
acidentes, o petroleo e seus derivados que se encontram em contato com a agua e/ou o solo

sofrem algumas transformacGes chamadas de intemperizacdo (Zhu et al., 2001). Dessa
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forma, logo ap6s o derrame, ocorre uma evolucdo primaria que afeta caracteristicas fisicas
do oleo, como por exemplo, densidade, viscosidade e solubilidade, ndo alterando
inicialmente a natureza quimica dos compostos. Processos como espalhamento da mancha
de petréleo, dissolucdo das fracdes sollveis, dispersdo, emulsificacdo, evaporacdo e
sedimentacdo podem ocorrer (Figura 5). Em seguida, ocorre a chamada evolucéo
secundaria, que engloba processos mais lentos atuando sobre os hidrocarbonetos, como a

oxidacdo. Esta etapa pode ter duracéo de meses até anos (Zhu et al., 2001).
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Figura 5: Processos de intemperizacdo que ocorrem ap0s um derramamento de petroleo.
Fonte: adaptado de Zhu et al., (2001).

Algumas condicdes especificas como, tempo, profundidade, correntes e habitats de
cada ambiente podem alterar a eficiéncia destes processos. Ainda durante os estagios
iniciais ap0s o derramamento de petrdleo e seus derivados no ambiente, ocorre um
processo de evaporagdo, que remove 0S componentes mais volateis que encontram-se

presentes no 6leo. Dependendo da composicdo do 6leo derramado, até 50% destes
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compostos podem ser evaporados nas primeiras 12 horas ap6s o derrame (Zhu et al.,
2001). Outro processo que ocorre ¢ chamado de foto-oxidacdo, onde entdo, o oxigénio &
exposto a luz solar reagindo com os componentes do 6leo. Isso leva a transformacao de
compostos mais complexos em compostos mais simples, que tendem a ser mais sollveis
em &gua, permitindo que estes sejam removidos do local contaminado por outros
mecanismos, como por exemplo, a biorremediacéo (Zhu et al., 2001).

Existem diversas espécies de micro-organismos distribuidas na natureza, capazes de
oxidar hidrocarbonetos de petroleo, entre estes destacam-se as bactérias, leveduras e
fungos filamentosos. Vale ressaltar que a biodegradacdo é um importante mecanismo de
remocao de componentes ndo volateis do petrdleo, porém, este € um processo lento, que
necessita de varios meses para que haja uma degradacdo significante das fraces de 6leo
(USEPA, 2012). Pode-se dizer que a biodegradacdo completa ocorre quando uma
substancia é completamente metabolizada pelos micro-organismos. Neste processo, obtém-
se como resultado a producdo de didxido de carbono, metano, agua e sais minerais (Aluyor
e Ori-Jesu, 2009; Atlas e Cerniglia, 1995; Zhu et al., 2001).

Diversas vias metabdlicas encontram-se relacionadas com a degradacdo de
hidrocarbonetos por micro-organismos aerdébicos. Uma etapa fundamental é a introducao
de um ou dois atomos de oxigénio molecular ao hidrocarboneto pelas enzimas chamadas
oxigenases, essa oxidacdo torna o hidrocarboneto mais solivel em &gua, gerando sitios
reativos na molécula para que mais reacGes possam acontecer (Atlas, 1981; Gibson, 1984;
Vasconcelos, 2006).

Essas oxigenases responsaveis pela oxidacdo dos hidrocarbonetos podem ser
classificadas em dois subgrupos: as monoxigenases e as dioxigenases. As monoxigenases,

iniciam a biodegradacdo dos alcanos (as cadeias mais labeis dos hidrocarbonetos) através
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da acdo de enzimas alcano-hidroxilases, que inserem um grupo hidroxila na cadeia
hidrocarbonica alifatica. Esta hidroxilacdo pode ocorrer nas regides terminais, subterminais
ou biterminais dos compostos lineares e ramificados, aliciclicos, alquil-cicloalcanos ou
terpenos (Figura 6), clivando preferencialmente as ligacfes entre carbonos e hidrogénios
(Funhoff e Van Beilen, 2007; Van Beilen e Funhoff, 2007). O resultado inicial da oxidacao
é a formacao de um alcool, seguido por um aldeido e por fim um &cido graxo, que é o
principal intermediario da biodegradacdo de alcanos (Belhaj et al., 2002; Marin et al.,
2001).

Estes acidos graxos formados podem ser metabolizados por rotas de biodegradacéo
de &cidos carboxilicos, onde a molécula complexa é clivada em moléculas menores, que
podem servir como fonte de carbono para outros micro-organismos (Vasconcelos, 2006).

A classe das enzimas alcano-hidroxilases pode ser separada em dois grupos: as
alcano-hidroxilases 1 (AH1), que oxidam as cadeias curtas e médias de alcanos, e as
alcano-hidroxilases 2 (AH2), que pertencem a maioria das enzimas alkB, que oxidam as

cadeias longas (Amouric et al., 2010; Beilen e Funhoff, 2005).
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Figura 6: Biodegradacdo aerdbia dos alcanos: (A) Oxidacao terminal conduz a formacéo
de acidos graxos pela rota f-oxidagdo. (B) Uma alcano-hidroxilase pode atuar por processo
de oxidacdo biterminal, transformando intermediarios em &cidos dicarboxilicos. (C)
Oxidacdo subterminal que gera um alcool secundario. Fonte: VVasconcelos (2006).

Por sua vez, as enzimas do segundo subgrupo das oxigenases, as dioxigenases, sao
as responsaveis pela biodegradacdo dos hidrocarbonetos aromaticos, quando estes
hidrocarbonetos sdo modificados pela adicdo de um ou dois atomos de oxigénio
(Harayama et al., 1992). Essa classe de enzimas também pode ser divida em dois grupos:
as enzimas periféricas e as enzimas de fissdo. As enzimas periféricas realizam a adigédo dos
atomos de oxigénio no substrato, oxidando este a um numero bastante limitado de

intermediarios (Harayama et al., 1992). Ja as enzimas de fissdo sdo responsaveis por
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reconhecer estes intermediarios e clivar seu anel aromatico, que pode acontecer de duas

maneiras como ilustrado na Figura 7.
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Figura 7: Biodegradacdo aerdbia dos hidrocarbonetos aromaticos. (A) Clivagem na
posicdo orto entre dois grupos hidroxila, pela acdo das intradiol dioxigenases. (B)
Clivagem na posicdo meta entre o atomo de carbono e a hidroxila, pela acédo das extradiol
dioxigenases. Fonte: adaptado de Dagley (1986).

Como observado na Figura 7, as enzimas responsaveis pela clivagem na posicao
orto sdo as intradiol dioxigenases e fazem parte deste grupo as enzimas as 1,2-Catecol
Dioxigenases (C1,20) e 3,4-Protocatecol Dioxigenases (P3,40). Durante a biodegradacéo

de hidrocarbonetos aromaticos através da clivagem na posicdo meta, ocorre a acdo do
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grupo de enzimas das extradiol dioxigenases, cujo principal representante ¢ a 2,3- Catecol
dioxigenases (C2, 30) (Bertini et al., 1995). Apds a clivagem dos compostos aromaticos,
estes sdo transformados em intermediarios de rotas metabolicas do ciclo do &cido citrico
(Bamforth e Singleton, 2005). A Figura 8 ilustra o processo de biodegradacdo dos

hidrocarbonetos aromaticos pelos dois grupos de dioxigenases citados.
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Figura 8: Degradacdo de hidrocarbonetos aromaticos por micro-organismos: (A)
Hidroxilacdo de Dioxigenases (enzimas periféricas); Clivagem de intermediarios centrais
por diferentes dioxigenases (enzimas de fissdo): (B) Clivagem na porcdo meta por
extradidis; (C) Clivagem na posicédo orto por intradidis. Fonte: Bertini et al. (1995).

Com relacdo a biodegradacdo microbiana, os hidrocarbonetos de petréleo diferem
quanto a sua susceptibilidade, sendo os alcanos ndo ramificados, alcanos ramificados e
aromaticos de baixo peso molecular os mais facilmente biodegradados (Das e Mukherijee,
2007; Das e Chandran, 2011; Zhu et al., 2001).

Por outro lado, alguns estudos demonstram que compostos como 0s PAHSs, por
terem uma maior estabilidade quimica sdo mais resistentes a degradacdo microbiana
(Johnsen et al., 2005).

Segundo Atlas (1981) e Zhu et al. (2001), diferentes micro-organismos conferem

habilidades distintas de degradacdo de hidrocarbonetos, sendo alguns capazes de degradar
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compostos alifaticos, outros compostos aromaticos e ainda algumas espécies podem
apresentar uma caracteristica atipica de biodegradar ambos os compostos.

Com base em relatos da literatura, as bactérias com capacidade de degradacdo de
hidrocarbonetos com maior relevancia tanto em ambientes terrestres quanto marinhos sao
representantes dos géneros: Achromobacter, Acinetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter,
Bacillus, Brevibacterium, Cornybacterium, Flavobacterium, Nocardia, Pseudomonas e
Vibrio. Entre os fungos, 0s que possuem maior capacidade de degradacao sdo dos géneros:
Aspergillus, Candida, Cladosporium, Penicillium, Rhodotorula, Sporobolomyces e

Trichoderma (Balba et al., 1998; Bento et al., 2005; Leahy e Colwell, 1990).
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2. OBJETIVOS

2.1. Obijetivo Geral

Avaliar a capacidade de biorremediacdo de micro-organismos em ambientes

aquéticos contaminados com hidrocarbonetos de petréleo.

2.2. Objetivos Especificos

e Isolar micro-organismos que apresentem capacidade de sobreviver em
ambientes contendo petréleo;

e Verificar quais destes micro-organismos apresentam maior capacidade de
biodegradar petréleo em meios de cultivo contendo dgua marinha e agua destilada,
através de tratamentos de bioaumentacéo e bioestimulagéo;

e Determinar a producdo de biosurfactantes pelos micro-organismos isolados;

e Identificar os micro-organismos degradadores de hidrocarbonetos;

e Testar a eficacia de um consorcio microbiano para a degradacao de

hidrocarbonetos em ambientes contaminados;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Obtencdo da Amostra

Para o desenvolvimento deste estudo, a amostra de petroleo foi fornecida pela
Refinaria Alberto Pasqualini — REFAP, localizada em Canoas - Rio Grande do Sul, Brasil.
A agua marinha utilizada nos ensaios foi coletada no municipio de Xangri-la - RS, na
localidade de Marina-Maristela (-29.829895, -50.049385) e as amostras de solo (100 g) (2
lotes) para a obtencdo dos micro-organismos, foram coletadas no Campus do Vale da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) de Porto Alegre - RS.

3.2. Isolamento dos micro-organismos

Para a obtencéo dos micro-organimos foi realizado o isolamento e selecéo destes de
cada lote de solo coletado. Em um erlenmeyer foi adicionado uma mistura de 1 g de solo
(previamente homogeneizado) e 20 g de petréleo. Este sistema foi mantido sob agitacdo de
200 rpm por 21 dias em temperatura de 30°C em plataforma rotatdria, e foi submetido a
transferéncias para novos meios a cada 7 dias. Apds esse periodo, aliquotas de 100 pL
dessa mistura foram coletadas e submetidas a diluicdes decimais sucessivas (10" a 107).
Posterior a esta etapa, foi realizado a semeadura (50 pL) por espalhamento, das respectivas
aliquotas diluidas, em placas de Petri contendo meio Luria-Bertani (LB) (1% de triptona,
0,5% de extrato de levedura, 1% de cloreto de sodio, 2% de Agar) e Agar Batata Dextrose
(BDA) (20% de infuséo de batatas, 2% de dextrose, 3% de Agar). Finalmente, as placas

foram incubadas em estufa a 30°C por cinco dias. As colonias de micro-organismos que se
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desenvolveram nestas condi¢des foram transferidas para novos meios, sendo estas isoladas
pela técnica de esgotamento, a fim de se obter col6nias puras. Os micro-organismos

isolados foram entdo mantidos sob refrigeracdo a 4°C.

3.3. Avaliacéo preliminar da biodegradacao de hidrocarbonetos

Apos o isolamento dos micro-organismos resistentes a ambientes contendo petrdleo
bruto, foram realizados testes para avaliar previamente a capacidade de biodegradacdo de

hidrocarbonetos de petrdleo.

3.3.1. Utilizacéo do indicador redox 2,3,5-cloreto de trifeniltetrazdlio

Para avaliar a capacidade de biodegradacdo dos hidrocarbonetos para cada micro-
organismo isolado, a técnica do indicador redox 2,3,5-cloreto de trifeniltetrazolio (TTC)
foi utilizada, com base no método de Braddock e Catterall (1999). Os experimentos foram
realizados em tubos de ensaio de 20 mL, onde em cada tubo foram adicionados 9,9 mL de
meio mineral 1 (MM1) (Apéndice Al) autoclavado por 20 min a 120°C, com 20% de
solucdo de TTC filtrado em membrana de 0,22 um. Apo6s a mistura o pH do meio foi
ajustado para 7,2. Entdo, foi adicionado 2% (m/v) de petréleo em relacdo ao meio de
cultura, acrescido de um inéculo padronizado de 10” células/mL de micro-organismo. Este
teste foi realizado em triplicatas bioldgicas para todos os isolados. Para o controle negativo
utilizou-se agua estéril substituindo o indculo.

Os tubos de ensaio foram recobertos por papel aluminio para evitar a foto-oxidacao

do indicador-redox e do proprio petréleo. As amostras foram incubadas em estufa a 30°C
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por até 7 dias e homogeinizadas periodicamente. A mudanca de coloracdo do indicador foi

monitorada nos tempos de 48, 96 e 168 h.

3.3.2. Teste prévio em placa para selecéo de linhagens degradadoras de petroleo

O potencial biodegradador de petréleo dos micro-organismos isolados, tambem foi

observado através de um segundo teste rapido. Os micro-organismos foram inoculados em

seis meios de cultura diferentes (Tabela 3), na presenca e na auséncia de petréleo, com

tratamentos de bioaumentacao e bioestimulacéo.

Tabela 3: Meios de cultura para a inoculagdo dos micro-organismos.

Meio de Cultura

Composicao (%)

Agua destilada

Agua marinha

Agua marinha com nutrientes®

Agua destilada com nutrientes®

Meio minimo

Meio minimo com salinidade

0,1% de fosfato de potassio monobasico e 0,1% de
nitrato de amonio.

0,1% fosfato de potassio monobasico e 0,1% de nitrato
de amonio.

0,2% de dextrose, 0,1% de fosfato de sodio dibasico,
0,5% de peptona e 0,01% de sulfato de magnésio.

0,2% de dextrose, 0,1% de fosfato de sédio dibasico,
0,5% de peptona, 0,01% de sulfato de magnésio e 3,5%
de cloreto de sodio.

@ (Bento et al., 2005; Chagas-Spinelli et al., 2012; Trindade et al., 2005; Zhu et al., 2001).

* Meio marinho natural.
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Foi preparado um pré-inoculo liquido inicial de 24 h de cada micro-organismo a ser
testado, em meio LB para as bactérias e GYMP (2% de dextrose, 0,5% de extrato de
levedura, 0,2% de fosfato de sddio monobasico) para as leveduras. Foram realizadas duas
lavagens das células com agua destilada estéril, e estas foram posteriormente
ressuspendidas em 5 mL de cada meio a ser inoculado. 107 células/mL foram inoculadas
em cada meio contaminado com 2% de petroleo em placa de polipropileno contendo 24
poc¢os. As placas foram incubadas em shaker sob agitacdo de 90 rpm por um periodo de 7
dias a 30°C. Para os controles negativos, agua estéril foi utilizada substituindo o indculo.

Ao final do ensaio, a avaliacdo dos dados foi realizada por andlise visual da

degradacéo e da solubilizacdo do petroleo.

3.4. Ensaio de biorremediacao

Os experimentos de biorremediacdo foram realizados com a finalidade de avaliar a
producdo de biossurfactantes e a cinética de crescimento pelos micro-organismos
selecionados. Para isto, foram realizados 0s seguintes tratamentos: controle (meios sem
células microbianas), bioaumentacdo (meios com 10" células microbianas/mL) e
bioaumentacdo juntamente com bioestimulacéo (meios com 10’ células microbianas/mL e
com adicdo de nutrientes, conforme citado na Tabela 3). Todos os tratamentos foram
realizados com uma contaminacdo de 2% (m/v) de petréleo em relacdo aos meios de
cultivo contendo agua destilada e agua marinha. A agua marinha foi previamente filtrada,
para retirar sedimentos. Os isolados foram inoculados previamente em meio rico em
nutrientes, LB para as bactérias e GYMP para as leveduras, por 24 h a 30°C. Apos, foram

realizadas duas lavagens com agua destilada ou agua marinha estéril para a retirada do
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excesso do meio rico. Os grupos experimentais foram mantidos sob agitacdo em shaker em

150 rpm por 14 dias a 30°C. Todos os testes foram realizados em triplicata.

3.5. Avaliacéo da producao de biossurfactantes

Para a avaliacdo da producéo de biossurfactantes por cada micro-organismo isolado
foram realizadas trés diferentes analises: teste de brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB),

indice de emulsificacdo e medida de tensdo superficial.

3.5.1. Teste de CTAB

Para a selecdo dos micro-organismos capazes de produzir biossurfactantes do tipo
ramnolipidios, foi realizada a anlise pelo teste de CTAB, com base no método de Bodour
e Maier (2002).

Os isolados foram inoculados, com auxilio de uma agulha de platina, em placas de
Petri contendo o meio sélido azul de metileno (1% de peptona bacterioldgica, 1% de
lactose, 0,2% de fosfato de potassio dibasico, 0,0065% de azul de metileno, 1% de CTAB
e 1,5% de &gar), adaptado de Siegmund e Wagner (1991). Em seguida, as placas foram
incubadas em estufa a 30°C por 7 dias. O resultado foi observado nos tempos de 48, 96 e
168 h. Foi considerada a formacdo de halo ao redor das col6nias como indicativo de
resultado positivo para a producdo deste tipo de biossurfactante. Foram realizadas

triplicatas biologicas para cada isolado testado.
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3.5.2. Indice de emulsificacéo

A medida do percentual do indice de emulsificacdo em 24 h (1E24n%) foi realizada
com base em Cooper e Goldenberg (1987), para verificar a formagdo de emulsdes pelos
biossurfactantes de alto peso molecular produzidos pelos micro-organismos. Os isolados
foram previamente inoculados em meio rico em nutrientes, LB para as bactérias e GYMP
para as leveduras e incubados por 24 h a 30°C. Duas lavagens com &gua destilada estéril
para a retirada do excesso do meio rico foram realizadas antes do ensaio. A verificagdo do
indice de emulsificacdo foi realizada em amostras com auséncia de células (retiradas por
centrifugacdo a 9000 rpm por 10 min) e em amostras com presenca de células microbianas
(aliquotas ndo submetidas a centrifugacéo).

O indice de emulsificacdo foi determinado pela adi¢do de 2 mL do meio de cultura,
misturados a 2 mL de 6leo mineral (derivado de petréleo) em tubos de ensaio com fundo
chato, sendo a mistura agitada em vortex por 2 min e os frascos deixados em repouso por
24 h a temperatura ambiente. ApoOs esse periodo, 0 1Ez% foi calculado através da

Equacdo 01. Para todos os isolados foram realizadas triplicatas bioldgicas.

IE24n% = (altura da camada de emulséo/altura total) x 100. [01]

3.5.3. Tenséao superficial

As analises para determinar a tensdo superficial (TS) foram realizadas em um
medidor de TS digital (Gibertini, Italia) pelo método da placa de Wilhelmy. Para a

calibracdo do equipamento, foram utilizados &gua destilada (72 mN/m) e etanol 98% (22,5
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mN/m) como padrdes. Os isolados foram previamente inoculados em meio rico em
nutrientes, LB para as bactérias e GYMP para as leveduras, e incubados por 24 h a 30°C.
Duas lavagens com agua destilada estéril para a retirada de excessos do meio rico foram
realizadas antes do ensaio. Cada uma das andlises de TS foram feitas com
aproximadamente 10 mL do meio de cultura na auséncia de ceélulas microbianas
(removidas por centrifugacdo a 9000 rpm por 10 min), conforme item 3.5. Foram
realizados testes de TS nos tempos 1, 7 e 14 dias ap0s os tratamentos de remediacdo na
auséncia de células microbianas. Todas as amostras foram realizadas triplicatas. As
analises foram realizadas no Laboratorio de Biorremediacdo da Faculdade de Agronomia

da UFRGS de Porto Alegre/RS.

3.6. Determinacéo de pH

Para avaliar a natureza dos metabolitos (acidos ou basicos) oriundos da
biodegradacdo dos hidrocarbonetos durante o crescimento microbiano, foi realizado o
monitoramento do pH do sobrenadante (apds centrifugacdo das células a 9000 rpm por 10
min) com o auxilio de um eletrodo de pH acoplado a um pHmetro da marca Digimed DM-
22, calibrado com solugdes tampéao de referéncia com pH de 4,0, 7,0 e 10,0. O pH foi

medido nos tempos de 1, 7 e 14 dias de cada tratamento de biorremediacéo (item 3.5).

3.7. Viabilidade celular

Para andlise da viabilidade celular foi realizada a Contagem de Unidades
Formadoras de Coldnias (UFC) apds os 14 dias de tratamento com bioaumentacdo e/ou

bioestimulacdo (item 3.5). As células dos micro-organismos selecionados foram
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recuperadas e cultivadas nos meios de cultura LB para bactérias e GYMP para leveduras, e
entdo incubadas em estufa em estufa a 30°C por até 48h para contagem de col6nias. Todos

os testes foram realizados em triplicata.

3.8. Identificacdo molecular

Os micro-organismos que obtiveram melhores resultados nos testes preliminares

foram identificados utilizando técnicas moleculares.

3.8.1. Extracdo do DNA genémico das bactérias

O procedimento de extracdo do &cido dessoxirribonucléico (DNA) foi realizado
segundo o método de Sambrook et al. (2001). Os isolados bacterianos foram cultivados em
50 mL de meio LB liquido, incubados overnight com agitacdo de 200 rpm a 30°C. As
células microbianas foram centrifugadas por 10 min a 9000 rpm. Apds centrifugacdo, o
sobrenadante foi desprezado e as células foram ressuspendidas em 450 pL de tampéo de
extracdo TE 1X (100 mM EDTA pH 8, 50 mM Tris-HCI pH 8 e 25% de SDS) para a lise
quimica e 50 pl de solucéo lisozima (5 mg/mL lisozima, 10 mM de Tris—HCI pH 8) para a
lise enziméatica. Esta mistura foi agitada vigorosamente até ocorrer alteracdo de
viscosidade. As amostras foram incubadas por 15 min a 60°C e posteriormente por 10 min
a temperatura ambiente. Foram adicionados 120 pL de 7,5 M de acetato de amdnia a cada
amostra, seguido de incubacdo no gelo por 15 min. As amostras foram centrifugadas a
12000 rpm por 3 min e o sobrenadante foi coletado. Foi adicionado 1 volume de fenol, e
realizada centrifugagdo por 3 min a 12000 rpm e o sobrenadante foi extraido novamente e

este passo foi repetido. Foi adicionado 1 volume de fenol-cloroférmio (1:1), seguido de
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centrifugacdo por 3 min a 12000 rpm, e ao final o sobrenadante foi transferido para um
novo tubo Eppendorf de 1,5 mL. Para a precipitacdo dos &cidos nucleicos foram
adicionados 0,7 volumes de isopropanol e 0,1 volumes de acetato de sédio 3M. As
amostras foram incubadas overnight a -20 °C e apos foram centrifugadas por 20 min a
9000 rpm, sendo o sobrenadante descartado. O sedimento da centrifugacédo foi lavado com
etanol 70% e ressuspendido em 50 pL de agua milli-Q estéril. Por fim, um tratamento com
RNase (50 pg/mL) foi realizado por 30 min a 37°C.

A verificacdo da integridade do DNA foi realizada por eletroforese em gel de agarose

1%, e as amostras foram armazenadas a -20°C.

3.8.2. Extracdo do DNA genoémico das leveduras

Os isolados leveduriformes foram cultivados em 50 mL de meio GYMP liquido,
incubados overnight em 200 rpm a 30°C. As células microbianas foram centrifugadas por
10 min a 9000 rpm. O sobrenadante da centrifugacdo foi desprezado e as células foram
ressuspendidas em 400 puL de tampéo de lise 1X (0,15M de NaCl, 10mM EDTA pHS8, 50
mM Tris-HCI pH 8, 2% de SDS). As amostras foram incubadas por 60 min a 65°C, sendo
homogeneizadas a cada 10 min para evitar a precipitacdo das células. Apds esse periodo,
foram adicionados 500 pL de fenol:cloroférmio (1:1) a cada amostra, seguido de agitacdo
por 15 min. As amostras foram centrifugadas a 12000 rpm por 5 min e o sobrenadante foi
coletado e transferido para um novo tubo. Neste sobrenadante foi adicionado 1 volume de
cloroformio, seguido de agitacdo por 5 min e centrifugacdo a 12000 rpm por 5 min para a
retirada de eventuais impurezas. Foi adicionado 1 mL de isopropanol, e o tubo foi agitado

suavemente por 5 min, centrifugado a 12000 rpm por 10 min e o sobrenadante foi
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descartado. O sedimento da centrifugacdo foi lavado com etanol 70%, ressuspendido e
centrifugado por 5 min a 12000 rpm. As amostras foram ressuspendidas em 50 pL de agua
milli-Q. Por fim, um tratamento com RNase (50 pg/mL) foi realizado por 30 min a 37°C
(Sambrook et al., 2001).

A verificacdo da integridade do DNA foi realizada atraves de eletroforese em gel de

agarose 1%, e as amostras foram guardadas a -20°C.

3.8.3. Amplificacdo de DNA ribossomal

O fragmento correspondente a regido 16S do DNA ribossomal foi amplificado por
PCR com os iniciadores F27 e R1492 (Apéndice A2). A reacdo de PCR foi realizada com
0s seguintes componentes: DNA gendmico (50 ng/uL), 2,5 pl de dNTP (1 mM), 1 pL de
iniciador (F27 e R1492; 10 pmol/uL), 2,5 ul de tampéo 10X (10 mM tris-HCI pH8, 50 mM
KCI), 1 uL MgCl; (50 mM) e 0,1 pL de Tag DNA polimerase (1 U/uL) (Invitrogen). O
volume final da reacdo foi de 25 pL. O programa para amplificagdo utilizado possuiu as
seguintes condicOes: desnaturacao inicial a 94°C por 5 min, seguido de 30 ciclos (94°C por
1 min, 54°C por 30 s, 72°C por 2 min) e 72°C de extensao final por 6 min.

O fragmento correspondente a regido 26S do DNA ribossomal no dominio D1/D2
foi amplificado por PCR com os iniciadores NL1 e NL4 (Apéndice A3). A reacdo de PCR
foi realizada com os seguintes componentes: DNA gendmico (50 ng/pL), 2,5 pL de dNTP
(1 mM), 1 pL de iniciador (NL1 e NL4; 10 pmol/uL), 2,5 pL de tampdo 10X (10 mM tris-
HCI pH8, 50 mMMKCI), 1 pL MgCl, (50 mM) e 0,1 uL de Tag DNA polimerase (1 U/uL)
(Invitrogen). O volume final da reacdo foi de 25 pL. O programa para amplificacdo

utilizado possuiu as seguintes condigdes: desnaturacdo inicial a 95°C por 5 min, seguido de
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35 ciclos (94°C por 1 min, 55°C por 1 min, 72°C por 2 min) e 72°C de extensdo final por
10 min.
A verificacdo da integridade dos fragmentos amplificados foi realizada por

eletroforese em gel de agarose 0,8%.

3.8.4. Sequenciamento de DNA

Os fragmentos de DNA amplificados foram purificados a partir de gel de agarose
utilizando o Kit PureLink™ Quick Gel Extraction (Invitrogen), seguindo as instru¢des do
fabricante. As amostras de DNA foram armazenadas em tubos especificos, concentradas a
vacuo (Concentrator Plus — Eppendorf) e estocadas a -20°C até a realizacdo do
sequenciamento. A quantificacdo de DNA foi realizada por analise fluorométrica
utilizando o fluorébmetro Qubit (Invitrogen) e o kit de quantificacdo de DNA Quant-iT,
seguindo as instruc@es do fabricante.

Aproximadamente 200 ng de DNA genémico foram utilizados para a reacdo de
sequenciamento na plataforma MEGABACE 1000. O volume final para cada reacao foi de
10 pL, contendo 1 puL de DNA, 4 uL de agua milli-Q e 5 uL do MIX composto por 4 pL
do Kit DYE namic ET DYE Terminator Cycle sequencing (Mega BACE) e 1ul de primer
(5 pmol/pL). O programa utilizado possui as seguintes condi¢des: 35 ciclos (desnaturacao
a 94°C por 30 s, anelamento a 55°C por 20 s e extensdo a 60°C por 90 s).

O sequenciamento foi realizado no Laboratério de Seqlienciamento de DNA do

Centro de Biotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
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3.8.5. Alinhamento das sequéncias nucleotidicas

As sequéncias de nucleotideos obtidas foram alinhadas, utilizando o programa
ChromasPro 1.5 e comparadas com as sequéncias de nucleotideos de espécies de referéncia

obtidas EMBL/GenBank database, usando NCBI BLAST.

3.9. Selecéo do consorcio microbiano

A partir dos resultados obtidos através da avaliacdo preliminar de micro-
organismos degradadores e dos isolados capazes de produzir biossurfactantes, foram
selecionados quatro micro-organismos que obtiveram melhor desempenho para compor o
consércio microbiano, sendo este constituido por duas bactérias e por suas leveduras.
Buscou-se, compor consorcios microbianos a partir de isolados com potencialidades
metabdlicas diversas, capazes de degradar hidrocarbonetos de diferentes composicdes.
Para isto, foram adicionados 10° células/mL de cada micro-organismo selecionado em
meio de cultivo composto por agua marinha e 2% de petréleo, com volume total de 500
mL. Este sistema de bioaumentacéo foi incubado por 40 dias a 30°C em agitacdo de 180
rpm. Também foram realizados controles negativos, cuja Unica diferenca foi a auséncia da

adicao de células microbianas. Este experimento foi realizado em triplicata.

3.10. Andlise cromatograéfica

A andlise de cromatografia gasosa foi realizada com o objetivo de avaliar a

porcentagem de degradacgéo de hidrocarbonetos pelo consorcio microbiano selecionado. A
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preparacdo das amostras e a quantificacdo das fracdes de hidrocarbonetos foram realizadas
pela empresa Bioagri — A Mérieux Nutri Sciences Company, de Sdo Paulo-SP.

A preparacdo da amostra consistiu em separar 0 6leo adicionado no inicio do
experimento da fase aquosa com o auxilio de um funil de separacdo. Para isso, foram
colocados neste funil 500 mL de cada amostra, o solvente diclorometano e os controles de
qualidade. A fracdo organica foi recolhida em um baldo de fundo chato. O processo de
adicdo do solvente foi repetido para total remogdo dos compostos das amostras. Ao final
dessa etapa toda a fase organica foi recolhida, filtrada em sulfato de sédio e concentrada
proporcionalmente ao volume inicial da amostra. Com o extrato pronto, foi injetado 1 uL
de amostra em GC-FID com as seguintes condicdes: “Oven” 50°C por 0,5 min, com rampa
de 50°C/min até 350°C e mantém por 3,5 min; “Inlet”: 270°C com “Split” de 12 mL/min;
“Carrier”: 1 mL/min; Detector: FID a 270°C; Coluna Cromatogréfica: DB-5MS 20m X
0,18mm x 0,18um.

Esta metodologia seguiu as referéncias normativas: USEPA 8015D “Non
halogenated organic susing GC/FID e USEPA 3510C Separatory Funnel Liquid-Liquid

Extraction”.

3.11. Andlise estatistica

Os dados foram interpretados a partir da analise da variancia (ANOVA), com
intervalo de confianca de 95% (p < 0,05) para comparar as médias entre os tratamentos e
os controles negativos. Todas as analises foram realizadas no programa estatistico “Prism”

5.0 (GraphPad, San Diego CA, EUA).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Isolamento dos micro-organismos

Para a obtencdo de micro-organismos resistentes e com possivel capacidade de
degradacdo de hidrocarbonetos, foi realizado o isolamento utilizando a técnica de
enriquecimento seletivo para as amostras ambientais de solo previamente contaminadas
com uma alta concentracdo de petroleo bruto na propor¢édo de 1:20 (m/m) solo:petroleo, as
quais, foram incubadas com agitacdo por 7 dias. Os diferentes morfotipos cultivaveis em

meio s6lido podem ser observados na Figura 9 A e B.

Figura 9: Isolamento dos micro-organismos cultivados em meio (A) LB e (B) BDA.

Em ambientes contaminados com poluentes, a maior parte da microbiota adquire
resisténcia aos contaminantes devido a pressdo natural ocasionada por exposi¢des de curtos
ou longos periodos de tempo e também por aplicagdes sucessivas (Atlas, 1981). Estes
micro-organismos sdo capazes de utilizar o poluente como fonte de carbono e energia para
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0 seu metabolismo, bem como desenvolvem o conjunto enzimatico necessario para a
degradacdo destes contaminantes (Colla et al., 2014; Das e Chandran, 2011; Leahy e
Colwell, 1990; Zhu et al., 2001).

Neste contexto, a selecdo inicial realizada utilizando a técnica de enriquecimento
seletivo possibilitou o isolamento de 15 bactérias, trés fungos leveduriformes e um fungo
filamentoso, totalizando 19 isolados, indicados na Tabela 4. A nomenclatura utilizada para
identificar os isolados, seguiu os padrbes de identificacio da empresa Bioplus

Biotecnologia Aplicada Ltda.

Tabela 4: Micro-organismos isolados de meio contaminado com petroleo.

Amostra Microrganismo isolado
1 BPH 1.1
2 BPH 1.2
3 BPH1.3
4 BPH 1.4
5 BPH 1.5
6 BPH 1.6
7 BPH 1.7
8 BPH 1.8
9 BPH 1.9

10 BPH 1.10
11 BPH 1.11
12 BPH 1.12
13 BPH1.13
14 BPH 1.14
15 BPH 1.15
16 BPH 2.1
17 BPH 2.2
18 BPH 2.3
19 BPH 3.1

BP = Bioplus, H = cole¢do de micro-organismos para remediacao de
hidrocarbonetos, 1 = bacteérias, 2 = leveduras, 3 = fungos filamentosos.
Desta forma, foi possivel demonstrar o isolamento de micro-organismos a partir de

ambientes contendo altos niveis de contaminacdo por petréleo e que uma grande
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diversidade microbiana é capaz de se desenvolver nestas condicfes. Estes resultados
demonstrados na Figura 9 A e B, assim como na Tabela 4, corroboram com os resultados
obtidos em outros estudos como os de Colla et al., (2014), Das e Chandran, (2011),
Hughes et al., (2007), Leahy e Colwell, (1990) e Zhu et al., (2001).

Nas Ultimas décadas, diversos estudos tém relatado a participacdo de micro-
organismos na metabolizacdo e degradacdo de hidrocarbonetos do petrdleo (Atlas, 1995;
Das e Chandran, 2011; Leahy e Colwell, 1990; Xu et al., 2013; Zhu et al., 2001). As
contribuicdes de bactérias e fungos na degradacdo de hidrocarbonetos vém sendo descritas
desde a década de 1940, destacando a classica revisdo de literatura realizada por Zobell
(1946), onde sdo listados cerca de 30 géneros diferentes de micro-organismos com
potencial de degradacdo destes componentes. Inimeros outros trabalhos foram realizados
ao longo dos anos, dentre eles, pode-se citar o estudo realizado por Atlas (1981), que
demonstra a investigacdo e o isolamento de diversas comunidades microbianas a partir de
ambientes contaminados com petréleo e seus derivados, onde géneros de bactérias e
leveduras aparecem como os degradadores de hidrocarbonetos predominantes em
ecossistemas aquaticos, por exemplo.

Além disso, no estudo realizado por Chaillan et al. (2004) diferentes géneros de
bactérias foram isolados a partir de solos contaminados com petroleo, entre eles: Gordonia,
Brevibacterium, Aeromicrobium, Dietzia, Burkholderia e Mycobacterium todos exibindo
capacidade de degradacdo da mistura de hidrocarbonetos. No mesmo estudo os autores
conseguiram isolar também fungos de diferentes géneros, como: Amorphoteca,

Neosartorya, Talaromyces, Graphium, Candida, Yarrowia e Pichia.
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Como nosso maior interesse era utilizar consorcios microbianos compostos
especificamente por bactérias e leveduras, o isolado BPH 3.1 caracterizado como um fungo

filamentoso ndo foi incluido nos experimentos seguintes deste trabalho.

4.2. Selecéo preliminar de micro-organismos degradadores de hidrocarbonetos

4.2.1. Indicador redox TTC

Tendo em vista o grande problema das contaminacGes ambientais por
hidrocarbonetos, torna-se interessante selecionar micro-organismos que sejam capazes de
metabolizar estes compostos, visando a sua futura aplicacdo em processos de
biorremediacdo. A metodologia utilizando o indicador redox TTC baseia-se na expressao
da atividade metabolica do micro-organismo através da utilizacdo e degradacdo do
contaminante como fonte de carbono e energia, onde este indicador torna-se aceptor
artificial de elétrons, substituindo o oxigénio, que € necessario para a metabolizacdo
aerdbica dos compostos (Braddock e Catterall, 1999; Richard e VVogel, 1999).

Desta forma, o préximo objetivo foi determinar a capacidade dos micro-organismos
previamente isolados em degradar hidrocarbonetos do petréleo, utilizando primeiramente a
técnica de utilizacdo do indicador-redox TTC. Os experimentos foram realizados durante o
periodo de 48, 96 e 168 h. Dos 18 micro-organismos isolados no item 4.1, seis isolados
foram selecionados neste teste prévio, os quais modificaram rapidamente a coloracdo do

meio mineral, como demonstrado na Tabela 5 e Figura 10.
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Tabela 5: Micro-organismos selecionados como potenciais degradadores de petroleo.

Indicador Redox - TTC

Isolado Tempo
48h 96h 168h

CN - - -
BPH 1.4
BPH 1.5
BPH 1.14
BPH 2.1 +
BPH 2.2 +
BPH 2.3 + +

+ indica inicio da mudanca de coloragdo do meio MMI1

+ 4+ + 4+
+ + 4+ 4+

O TTC, substancia incolor, quando em contato com um micro-organismo capaz de
utilizar o 6leo como principal fonte de carbono e de energia, reage, reduzindo-se a trifenil-
formazan (TPF), de coloracdo rosacea (Casida, 1977). Desta maneira, os isolados
mostraram eficiéncia quanto a utilizacdo da fonte de carbono empregada (petroleo). Cada
isolado mostrou comportamento variado quanto a mudanca de intensidade da cor do meio
com indicador em funcdo do tempo, o que evidenciou capacidades diferentes de
degradacdo entre 0s micro-organismos estudados, sendo a maior parte utilizada nos
periodos iniciais.

Dentre os isolados, a bactéria BPH 1.4 demonstrou ter menor capacidade de oxidar
a fonte de carbono utilizada nos tempos iniciais, oxidando somente apd6s 168 h de
incubacdo. As bactérias BPH 1.5 e BPH 1.14, quando comparados com 0s demais,
demonstraram possuir um potencial intermediario, pois iniciaram a biodegradacdo apds 96
h de incubacdo em contato com o petréleo. Os melhores resultados de potencial de
degradacéo do petroleo foram com as leveduras BPH 2.1, BPH 2.2 e BPH 2.3 que inicaram

a biodegradacdo a partir de 48 h de inoculacéo.
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BPH 1.4 BPH1.5 BPH1.14

BPH2.1 BPH2.2 BPH2.3

Figura 10: Micro-organismos positivos para indicador redox TTC. (A) bactérias, (B)
leveduras. C N = controle negativo (sem adicdo de células microbianas).

Dessa forma, com os resultados obtidos a partir dos experimentos com TTC,
podemos afirmar que o0s seis micro-organismos selecionados exibiram capacidade
biodegradativa, oxidando a fonte de carbono proveniente do petroleo utilizada como

substrato.
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Como ja mencionado, a utilizacdo do TTC como carreador artificial de elétrons
durante 0 metabolismo de micro-organismos tem se mostrado uma maneira bastante
eficiente e amplamente utilizada para a triagem e caracterizacdo de possiveis isolados com
capacidade de degradar 6leos, sendo um metodo simples, relativamente rapido e de baixo
custo, além de possuir uma elevada aptiddo para competir com outros transportadores de
elétrons da cadeia respiratoria. Este indicador ainda atua como um relevante sinalizador de
enzimas intracelulares, como as desidrogenases, que tem a capacidade de catalisar reagdes
de oxirreducao de compostos organicos e apresentam elevada afinidade por transportadores
de elétrons (Olga et al., 2008).

Diversos autores vém utilizando este teste rapido para predizer micro-organismos
degradadores de 0Oleos. Kluber e colaboradores (1995), encontraram bactérias capazes de
oxidar hidrocarbonetos isolados de solo, entre estas cerca de 90% mostraram habilidade de
reduzir o indicador-redox TTC.

Cerqueira e colaboradores (2012), utilizaram em seu estudo 45 bactérias isoladas de
amostras contaminadas com residuos petroquimicos, e em uma analise preliminar de
degradacdo destes residuos, realizada através do indicador redox TTC, a grande maioria
dos isolados mostraram ter capacidade de degradar hidrocarbonetos entre 18 e 48 h, o que
difere dos nossos resultados com relagdo aos tempos, ja que conforme observado na Tabela
5, as bacteérias isoladas no presente estudo iniciaram a mudanca de colora¢éo apenas com

96 h de incubag&o.
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4.2.2. Avaliacdo preliminar visual da degradacao de hidrocarbonetos

Os isolados que demonstraram melhor desempenho no teste do indicador-redox
TTC, foram posteriormente submetidos a um teste rapido em placa, para que fosse possivel
observar visualmente o seu potencial de degradacdo. Tratamentos de bioaumentagdo e
bioestimulacdo sdo utilizados como estratégias de remediacdo de ambientes contaminados
(Bento et al., 2005; Boopathy, 2000), dessa forma, em nosso trabalho avaliamos o
comportamento dos micro-organismos selecionados nestes diferentes tratamentos. Para
isto, os micro-organismos foram inoculados em seis diferentes meios de cultura contendo
petréleo, como descrito no item 3.3.2 e ap06s o periodo de 7 dias de incubacdo a 30°C foi

realizada uma analise visual da degradacéo e da solubilizacéo do petroleo (Figura 11).
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Figura 11: Teste prévio para analise visual do potencial degradador de petroleo dos micro-
organismos selecionados, mostrando que os isolados (A) BPH 1.14, (B) BPH 1.4, (C) BPH
1.5, (D) BPH 2.1, (E) BPH 2.2 e (F) BPH 2.3 sdo capazes de modificar meio contendo 2%
de petroleo. (G) Controle Negativo: sem adi¢do de células microbianas. 1. Agua destilada;
2. Agua marinha; 3. Agua marinha com nutrientes; 4. Agua destilada com nutrientes; 5.
Meio minimo; 6. Meio minimo salino.

A partir deste método, foi possivel observar uma significativa diminuigdo na
mancha de petréleo quando os diferentes micro-organismos foram adicionados aos meios
de cultivo utilizados na analise, corroborando com os resultados obtidos no teste prévio
com o indicador redox TTC, no qual todos os micro-organismos se mostraram capazes de
utilizar a fonte de carbono empregada, confirmando a possivel degradacdo dos

hidrocarbonetos.
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Cada micro-organismo respondeu de forma distinta em relacdo aos diferentes
meios de cultura, sendo mais visivel a solubilizacdo nos meios contendo: 1- Agua
destilada, 2- Agua marinha, 3- Agua marinha com nutrientes e 4- Agua destilada com
nutrientes. Desta forma, 0 meio minimo e o meio minimo salino, foram excluidos dos
demais testes, ja que nestes meios a solubilizacdo em geral ndo foi satisfatdria. Estes dois
ultimos meios foram utilizados com a finalidade de oferecer meios com quantidade
nutritiva maior que as duas aguas utilizadas.

Com relacdo ao isolado BPH 1.14 (Figura 11 A), notou-se uma maior alteracdo na
dispersdo do 6leo nos meios contendo agua destilada e dgua destilada com suplementacao
de nutrientes. Quando inoculado em agua marinha com nutrientes houve uma reducéo
discreta da gota de petréleo. Os demais meios utilizados permaneceram praticamente
inalterados nesta primeira analise visual para este micro-organismo, 0 que sugere uma
melhor acdo deste micro-organismo em agua doce e com tratamentos de bioestimulacgéo.

Para os isolados BPH 1.4 e BPH 1.5 (Figura 11 B e C), os resultados encontrados
ap6s os 7 dias de incubacdo mostraram uma significativa diminuicdo da mancha de
petroleo em todos os meios analisados, o que demonstra que estes micro-organismos
isolados podem ter a capacidade de degradacdo dos hidrocarbonetos do petrleo mais
expressiva.

Entre os micro-organismos leveduriformes, o BPH 2.1 (Figura 11 D) demonstrou
maior capacidade de reduzir a gota de petréleo nos meios contendo agua marinha e agua
marinha com adicdo de nutrientes, para os demais meios houve uma alteragdo menos
acentuada. Isto sugere uma maior acdo degradadora destes micro-organismos em

ambientes salinos. Os isolados BPH 2.2 e BPH 2.3 (Figura 11 E e F), demonstraram perfis
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semelhantes quanto a disperséo e solubilizacdo do 6leo, sendo estas evidentes em todos 0s
meios com excecao do meio minimo.

Adicionalmente, quando comparados ao controle negativo (Figura 11 G) é
possivel sugerir que todos o0s seis micro-organismos selecionados, apresentam uma
habilidade de degradar de alguma forma os hidrocarbonetos presentes na mancha de
petrdleo, causando uma visivel solubilizacdo e diminuicdo destes nos meios utilizados.
Também podemos sugerir que estes micro-organismos apresentam diferentes capacidades
de degradacdo, devido a presenca de um padrdo de comportamento distinto frente a cada
meio de cultivo empregado. Portanto, é possivel inferir que tais micro-organismos podem
ser utilizados em pesquisas envolvendo tanto processos de bioaumentacdo com

bioestimulacdo quanto em apenas processos de bioaumentacéo.

4.3. Avaliacao da producao de biossurfactantes

Os biossurfactantes sdo substancias que aumentam a biodisponibilidade dos
hidrocarbonetos na fase aquosa para 0s micro-organismos, potencializando sua taxa de
biodegradacdo, sendo, portanto, considerados como coadjuvantes na degradacdo de 6leos
pesados (Rahman e Gakpe, 2008; Whang et al., 2008). Dessa forma, com o intuito de
selecionar micro-organismos para utilizagdo na biorremediacdo, a producdo de

biossurfactantes foi avaliada nos seis micro-organismos previamente selecionados.

4.3.1. Producéo de ramnolipideos pelos micro-organismos

Inicialmente, foi analisada a capacidade de producdo de ramnolipideos dos seis

micro-organismos pré-selecionados. Esta técnica foi originalmente desenvolvida para
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selecionar ramnolipidios produzidos por Pseudomonas aeruginosa, mas pode ser utilizada
para selecionar qualquer biossurfactante anidnico de baixo peso molecular (Bodour e
Maier, 2002; Jarvis e Johnson, 1949).

Nossos resultados mostraram que trés dos seis isolados apresentaram halo

indicativo de producdo de biossurfactante em até 168 h de incubacdo (Tabela 6).

Tabela 6: Micro-organismos capazes de produzir ramnolipideos

Ramnolipideos

Isolado Tempo

48h 96h 168h
BPH 1.4 + +
BPH 1.5 + + +
BPH 1.14
BPH 2.1
BPH 2.2 + +
BPH 2.3

+ indica formagdo de halo.

Conforme demonstrado na Tabela 6, os isolados que apresentaram a habilidade de
produzir biossurfactantes do tipo ramnolipideos foram: BPH 1.4, BPH 1.5 e BPH 2.2.

Conforme citado anteriormente, um dos maiores problemas que 0s micro-
organismos enfrentam na metabolizacdo de hidrocarbonetos é o fato de ter que tornar a
fonte de carbono que é hidrofobica, acessivel a célula (Hommel, 1990). Os ramnolipideos
sdo biossurfactantes glicolipidicos de baixo peso molecular, compostos por ramnose e
acidos graxos PB-hidroxi, frequentemente observados em micro-organismos degradadores
de petrdleo, sendo os biossurfactantes mais intensivamente estudados (Chrzanowski et al.,

2012; Déziel et al., 1999), principalmente, por exibirem uma elevada atividade superficial
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e serem produzidos em um alto rendimento em intervalos de tempos relativamente curtos
(Abdel-Mawgoud et al., 2010; Cameotra e Singh, 2009).

Os ramnolipideos vém ganhando crescente popularidade na biorremediacdo de
hidrocarbonetos por serem uma alternativa ambientalmente interessante apresentando
maior eficiéncia que os surfactantes sintéticos, devido as suas caracteristicas fisico-
quimicas, sua consideravel menor toxicidade (Chrzanowski et al., 2012) e também por
possuirem a capacidade de serem produzidos de forma renovavel por uma grande
variedade de micro-organismos (Nitschke et al., 2005). Sua habilidade de formar emulsdes
e solubilizar componentes imisciveis na agua os torna adequados para varias aplicacGes
industriais e biotecnoldgicas (Costa et al., 2010). Portanto, eles vém sendo utilizados em
diversos processos, como por exemplo, na biorremediacdo de contaminantes hidrofobicos
ex situ, como agentes de lavagem para solos contaminados, bem como na remediacao de
derramamentos de 6leos em ambientes aquaticos e terrestres (Maier e Soberon-Chavez,
2000). Assim, a grande maioria dos estudos relacionados aos ramnolipideos possui como
principal foco avaliar seus efeitos na biodegradacdo de hidrocarbonetos de petréleo
(Makkar e Rockne, 2003; Whang et al., 2008), ja que alguns autores como, por exemplo,
Al-Tahhan e colaboradores (2000), apontam que estes biossurfactantes tém caracteristicas
relacionadas com a assimilacdo de substratos insolUveis, principalmente hidrocarbonetos.

Em um estudo realizado por Liu e colaboradores (2014), foram isoladas trés
linhagens de micro-organismos a partir de solo contaminado com 6leo bruto, para
averiguar a capacidade de producdo de biossurfactantes. Os resultados mostraram haver
producdo dos seguintes biossurfactantes: glicolipideos (ramnolipideos mais estudados),
fosfolipideos e lipopeptideos, como consequéncia dessa producdo, foi detectado um

aumento da solubilizacdo e biodegradacdo dos hidrocarbonetos de petroleo em aguas
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subterraneas, e a utilizacdo de um consorcio microbiano foi capaz de aumentar
consideravelmente a taxa de degradacéo.

Por outro lado, Cameotra e Singh (2008) utilizaram em seu estudo um consorcio
microbiano contendo dois isolados de Pseudomonas aeruginosa e um isolado de
Rhodococcus erythropolis, para a remediacdo de solo contendo borra oleosa. Alem do
consorcio foram adicionados ao meio dois aditivos, uma mistura de nutrientes e uma
mistura de ramnolipideos produzidos por outros micro-organismos, que foram avaliados
separadamente. O melhor resultado obtido para diminuicdo da taxa de hidrocarbonetos foi
com o uso da mistura de ramnolipideos que resultou em cerca de 95% de degradacdo em
quatro semanas de tratamento.

Adicionalmente, Rahman et al. (2003) avaliaram a taxa de degradacdo de n-alcanos
em residuos de petroleo depositados no interior de tanques de armazenamento, a partir da
utilizacdo de um consorcio microbiano com adicdo de ramnolipideos, os resultados obtidos
mostraram efeitos positivos na biorremediacdo destes hidrocarbonetos.

Dessa forma, podemos dizer que a técnica de producdo de biossurfactantes, mais
especificamente de ramnolipideos, € amplamente utilizada para verificar a eficiéncia de
alguns micro-organismos em degradar hidrocarbonetos de petroleo. No nosso caso, 0s
isolados que se destacaram com relacdo a producdo de ramnolipideos foram os
identificados como BPH 1.4, BPH 1.5 e BPH 2.2, ou seja, duas bactérias e uma levedura,
portanto, estes micro-organismos mostram-se mais promissores para utilizacdo na

remediagdo de ambientes contaminados com hidrocarbonetos de petréleo.
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4.3.2. Determinacédo do indice de emulsificacéo

A fim de avaliar a producéo de biossurfactantes de alto peso molecular pelos micro-
organismos selecionados, utilizamos a medida do indice de Emulsificacdo (IE24n%).
Bioemulsificantes podem ser produzidos como uma estratégia de adaptacdo dos micro-
organismos a presenca de contaminantes, e tem a capacidade de aumentar a area de contato
entre a fonte de carbono e a célula microbiana, que atraves de modificacdes na superficie
celular, possibilitam atuar sobre os hidrocarbonetos hidrofébicos aumentando sua
disponibilidade ao ataque dos micro-organismos (Chrzanowski et al., 2012; Hommel,
1990).

Desta forma, a determinacdo de biossurfactantes foi realizada com o intuito de
verificar a producdo de bioemulsificantes ligados a parede celular dos micro-organismos e
também o percentual de bioemulsificantes liberados extracelularmente (sobrenadante, na
auséncia de células). Nas Figuras 12 e 13 podemos observar o 1E24,% de todos os isolados

selecionados.
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Figura 12: Indice de emulsificagdio dos micro-organismos selecionados em meio de
cultivo rico em nutrientes, contendo células. Os dados sdo expressos como média + desvio
padrio para as triplicatas. ®p<0,001 quando comparado ao C N; °p<0,01 quando comparado
ao C N e “p<0,05 quando comparada a BPH1.14 (ANOVA de uma via seguida de teste de
Tukey). C N = controle negativo.

Os resultados obtidos para 0 1E245% na presenca de células microbianas (Figura 12)
para todos os micro-organismos selecionados foram significativamente elevados quando
comparados ao controle negativo, sendo que os isolados BPH 1.4, BPH 1.5, BPH 2.1, BPH
2.2 e BPH 2.3 demonstraram maior diferenca estatistica (p<0,001). O isolado BPH 1.14
teve uma porcentagem de emulsificacdo mais discreta em relacdo ao controle negativo
(p<0,01). Ndo houve diferenca significativa na producéo de emulsdo entre os isolados, com
exececdo do isolado BPH 2.3 que apresentou diferenca estatistica (p<0,05) em relacdo ao
isolado BPH 1.14.

Como podemos observar 0 micro-organismo com menor IE24,% obtido foi o BPH
1.14 com cerca de 38% de emulsificagdo, sendo que os demais apresentaram I1E;4,% >40.
O isolado BPH 2.3 se destacou apresentando cerca de 63% de emulsificacdo, seguido pelos

isolados BPH 1.4 e 1.5 com cerca de 52% de emulsificagdo e BPH 2.1 e BPH 2.2 com

aproximadamente 42% de emulsificacdo. Estes resultados demonstram um elevado nivel
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de solubilizacdo dos contaminantes ocasionado pela adi¢do de micro-organismos ao meio,
sendo possivel sugerir a presenca de biossurfactantes na parede celular dos isolados.

Ao analisarmos os resultados do IE24,% dos micro-organismos em relacdo ao
sobrenadante (Figura 13), onde ha a auséncia de células, também observamos elevados
niveis de emulséo, principalmente quando comparado ao controle negativo. Nesta condi¢ao
novamente os isolados BPH 1.4, BPH 1.5, BPH 2.1, BPH 2.2 e BPH 2.3 apresentaram um
IE24n% significativamente mais elevado (p<0,001) e o isolado BPH 1.14 apresentou uma

menor diferenca (p<0,01) quando comparados ao controle negativo.
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Figura 13: Indice de emulsificagdo dos micro-organismos selecionados em meio de
cultivo rico em nutrientes, na auséncia de células. Os dados sdo expressos como media +
desvio padrdo para as triplicatas. *p<0,001 quando comparado ao C N; bp<0,01 quando
comparado ao C N e “p<0,05 quando comparada a BPH1.14 (ANOVA de uma via seguida
de teste de Tukey). C N = controle negativo.

N&o houve diferenca significativa no 1E4n% entre os isolados BPH 1.4, BPH 1.5,
BPH 2.1, BPH 2.2 e BPH 2.3. Foi encontrada diferenca estatistica apenas entre os isolados

BPH 1.4 quando comparado ao BPH 1.14 (p<0,05). Novamente o micro-organismo BPH
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1.14 apareceu com 0 menor IE24,% com cerca de 39% de emulsificacdo, sendo que 0s
demais apresentaram 1E;4,%>50.

Nestas condicOes de analises, dois isolados apareceram com 0s maiores 1Ez4,%
encontrados, sendo estes as bactérias identificadas como BPH 1.4 e BPH 1.5, que
apresentaram 62,5% e 61% de emulsificacdo, respectivamente, sugerindo uma maior
producdo de biossurfactantes de alto peso molecular por estes micro-organismos. Os
demais isolados permaneceram com um IE24,% de cerca de 50%. Em um panorama geral o
IE24n% foi elevado tanto nas amostras contendo sobrenadante quanto nas amostras com a
presenca de celulas, o que sugere que biossurfactantes de alto peso molecular produzidos,
podem estar localizados na parede celular e também estdo sendo secretados pelos micro-
organismos avaliados.

Os resultados do IE244% de cada micro-organismo para amostras de sobrenadante,

com auséncia de células, sdo ilustrados na Figura 14 (A e B).
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Figura 14: Aspecto da emulsificagdo da fase oleosa dos seis isolados selecionados, a partir
de bioemulsificantes extracelulares. (A) bactérias, (B) leveduras. C N = controle negativo.

Em um estudo realizado por Al-Wahaibi et al. (2014), avaliou-se a producdo de
biossurfactantes através do indice de emulsificacdo para o Bacillus B30, utilizando
diferentes fontes de hidrocarbonetos, como: hexadecano, heptano, hexano e 6leo bruto. Os
resultados encontrados por estes autores demonstraram que em condi¢es livres de células

este micro-organismo foi capaz de emulsificar a maioria dos hidrocarbonetos testados.
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Observou-se maior emulsificagdo (> 50%) com os hidrocarbonetos de cadeia longa, tais
como os presentes no petroleo bruto, que possivelmente, desempenham um papel essencial
no aumento da recuperacdo de 6leo.

Noparat e colaboradores (2014), investigaram a producdo de biossurfactantes pela
bactéria Sphingobacterium spiritivorum AS43, para aplicacdo na degradacdo de oOleo
lubrificante. Este micro-organismo quando cultivado em meio contendo compostos
hidrofobicos alcangou 1E24,% entre 42 e 66%.

Varadavenkatesan e Murty (2013), isolaram e caracterizaram micro-organismos
produtores de biossurfactantes a partir de sitios contaminados com petréoleo. Estes autores
descrevem, pela primeira vez, a utilizacdo do Bacillus siamensis como produtor de
surfactantes, com uma taxa de emulsificacdo variando de 50 a 70% conforme o pH, a
temperatura e a salinidade dos meios utilizados.

Yuan et al. (2014), em seu estudo avaliaram a capacidade de emulsificacdo de uma
linhagem de Acinetobacter para aplicagdo na degradacdo de pirenos e os resultados
mostraram um indice de 15%.

Como podemos observar a literatura descreve que existe uma grande variagdo entre
as capacidades de emulsificacdo de diversos micro-organismos ja descritos, mas na grande
maioria dos casos ocorre um aumento da degradacdo dos diferentes contaminantes quando
estes bioemulsificadores s@o utilizados. Assim, nossos resultados comprovam a producao
de bioemulsificantes pelos micro-organismos testados, tanto extracelularmente quanto
ligados a parede celular, o que pode estar auxiliando na utilizacdo dos hidrocarbonetos do
petréleo pelos micro-organismos. Bento e colaboradores (2008), relatam que o0s
bioemulsificantes detectados por este método podem ser considerados uma subclasse de

surfactantes que tem a habilidade de estabilizar dispersdes de um liquido em outro, como
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as emulsdes de 6leo em agua. Assim, 0s micro-organismos selecionados em nosso estudo

se tornam bastante promissores na

remediacdo de 4areas contaminadas com

hidrocarbonetos.

4.3.3. Medida da tenséo superficial (TS)

A TS consiste em outra forma de medir, porém indiretamente a producdo de
biossurfactantes. A TS de todos os micro-organismos foi medida em trés diferentes
tempos, no primeiro, sétimo e décimo quarto dias de tratamento, com objetivo de avaliar a
producdo de biossurfactantes pelos isolados.

Na tabela 7, podemos observar os dados da TS de todos 0s micro-organismos
selecionados, nos tratamentos de bioaumentacdo e bioaumentacdo juntamente com

bioestimulacdo em meios contendo agua destilada.

Tabela 7: Medida de tensdo superficial (mN/m) dos isolados nos diferentes
tratamentos em agua destilada.

Bioaumentagdo Bioaumentagio + Bioestimulagio
1 dia 7 dias 14 dias 1 dia 7 dias 14 dias

CN 71,0 £1,0 69,+1,0 67,8 0,8 71,5 £0,5 71,0+ 0,4 70,8 £0,7
BPH 1.4 542+20A  645+13d  668+06a 624+21A  602+12A  557+01 Ac
BPH 1.5 543+83A 554+15A 534+£22 A 615+£22A  594+05A  600+£33 A
BPH 1.14 596+10A  622+21c 588+23 A S50,1+18A 674+144 621 +33 Aa
BPH 2.1 663+59 550+ 14 Ad 568+24 Aa 607+64A  467+£38Ad 43.6+30 A
BPH 2.2 584+ 1,1 A 552+07A 526+21A 704+17 523+02Ad  482+08 Aa
BPH 2.3 586+15A  482+02Ad 482+19 Aa 535+35A  418+07Ad 36005 Aai

Letras mailsculas para comparagdo de cada isolado com Controle negativo (CN) no
respectivo tempo, onde “=p<0,001, B=p<0,01, “=p<0,05. Letras minlsculas para
comparacdo entre os tempos 1 e 14 para cada amostra, onde ®=p<0,001, °=p<0,01,
°=p<0,05; entre tempos 1 e 7 para cada amostra, onde “=p<0,001, ®=p<0,01, =p<0,05;
entre tempos 7 e 14, onde %=p<0,001' "=p<0,01, '=p<0,05.
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Com relacdo ao tratamento de bioaumentacdo, podemos observar que ja no
primeiro dia de tratamento houve alteracBes na TS do meio pelos isolados, sendo estas
mais acentuadas no decorrer do tratamento. De forma geral, podemos concluir que houve
uma diminuicdo da TS por praticamente todos os micro-organismos quando comparados
ao controle negativo, principalmente no 14° dia de tratamento.

Conforme pode ser observado na Tabela 7, no 1° dia de tratamento os isolados BPH
1.4, BPH 1.5, BPH 1.14, BPH 2.2 e BPH 2.3, mostraram reduzir a TS entre 0leo e agua
significativamente em relacdo ao controle negativo deste mesmo tempo (p<0,001). No
sétimo dia, esse padrdo se manteve para os isolados BPH 1.5, BPH 2.1, BPH 2.2 e BPH
2.3, porém para o isolado BPH 1.14 a diminuicdo na TS se mostrou menos acentuada
(p<0,05). Os resultados do décimo quarto dia, demonstram uma diminuicdo bastante
significativa na medida de TS por todos os isolados (p<0,001), exceto o BPH 1.4.

Com relacdo as alteracBes da TS entre os tempos para cada amostra, podemos
concluir que entre os controles negativos ndo houve diferenca significativa durante os 14
dias de incubacgdo. Entre o primeiro e o sétimo dia, houve uma diferenca significativa
apenas para os isolados BPH 1.4, BPH 2.1 e BPH 2.3 (p<0,001), sendo que o BPH 1.4
curiosamente causou um aumento da TS. Entre o sétimo dia e o décimo quarto dia, ndo
houve diferenca significativa das medidas entre todos os isolados. J& entre o primeiro e 0
décimo quarto dia, podemos observar o mesmo perfil de alteragdo que ocorreu entre 0s
temposle?7.

O isolado BPH 2.3, demonstrou o menor valor de TS entre todos os isolados
testados, sendo que a partir do sétimo dia de tratamento os valores permaneceram em cerca
de 48,2 mN/m. Em seguida, temos o isolado BPH 2.2 e BPH 1.5, com valores de 52,6

mN/m e 53,4 mN/m, respectivamente, no ultimo dia de tratamento. O isolado BPH 2.1
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reduziu a TS para 56,8 mN/m até o final do tratamento. Para o isolado BPH 1.14 foi
encontrado um valor final de 58,8 mN/m. Curiosamente, o isolado BPH 1.4 exibiu uma
medida de TS bastante baixa no primeiro dia, de 54,2 mN/m, que aumentou nos dias
seguintes, sendo encontrados valores de 66,8 mN/m no ultimo dia de tratamento. Este
resultado sugere que a sintese de biossurfactantes ocorre nos periodos iniciais de
tratamento para este micro-organismo.

De acordo com Willumsen e Karlson (1996) um biossurfactante eficiente tem a
capacidade de reduzir a medida da TS do meio em até 20 unidades, isto quando comparado
a agua destilada, o que significa que valores inferiores a 50 mN/m ja sdo considerados
satisfatorios. Desta forma, apesar da maioria dos isolados apresentarem medidas de TS
menores do que as dos controles negativos para o tratamento de bioaumentacdo, apenas o
isolado BPH 2.3 demonstrou uma capacidade satisfatoria de producdo de biossurfactante
de baixo peso molecular no tratamento de bioaumentacdo em &gua destilada contaminada
com petréleo.

Com relacdo ao tratamento conjunto de bioaumentacdo e bioestimulacdo, o perfil
global das andlises foi semelhante ao encontrado para o tratamento apenas com
bioaumentacdo no qual, todos os isolados foram capazes de reduzir a TS dos meios
utilizados.

Como podemos observar ja no primeiro dia de tratamento os isolados BPH 1.4,
BPH 1.5, BPH 1.14, BPH 2.1 e BPH 2.3, mostraram reduzir significativamente a TS entre
6leo e agua em relacdo ao controle negativo deste tempo (p<0,001). No sétimo dia, 0s
isolados BPH 1.4, BPH 1.5, BPH 2.1, BPH 2.2 e BPH 2.3, demonstraram a mesma

significancia na reducéo da tensdo. Os resultados do décimo quarto dia, demonstram uma
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diminuicdo bastante significativa na medida de TS por todos os isolados quando
comparados ao controle negativo (p<0,001).

Com relacdo as alteracbes da TS entre os tempos por cada amostra, podemos
concluir que para os controles negativos nao houve diferenca significativa durante os 14
dias de incubacdo. Entre o primeiro e o sétimo dia, houve uma diferenca significativa entre
os valores apenas para os isolados BPH 1.14, BPH 2.1, BPH 2.2 e BPH 2.3 quando
comparados ao controle negativo (p<0,001). Entre o sétimo dia e o décimo quarto dia, ndo
houve diferenca significativa das medidas entre todos os isolados, exceto para o isolado
BPH 2.3 que desempenhou uma reducdo ainda maior na tensdo entre estes tempos
(p<0,05). Ja entre o primeiro e o décimo quarto dia, podemos observar que todos 0s
isolados diminuiram os valores de TS significativamente, com excecdo do BPH 1.5.

Os isolados leveduriformes obtiveram maior sucesso na reducdo da TS quando
comparados aos isolados bacterianos neste tipo de tratamento. Podemos destacar
novamente o isolado BPH 2.3 que apresentou a menor TS em relagdo ao controle, com
36,0 mN/m, ap6s os 14 dias de tratamento. Os isolados BPH 2.1 e BPH 2.2 apresentaram
TS de 43,6 e 48,2 mN/m, respectivamente. J& entre os isolados bacterianos 0 BPH 1.4
demonstrou um menor valor de TS, de 55,7 mN/m, seguido pelo BPH 1.4, BPH 1.5 com
60 mN/m e BPH 1.14 com 62,1 mN/m.

Em relacdo aos dois tratamentos, podemos concluir que, de maneira geral, todos os
isolados foram capazes de reduzir as medidas de TS, exceto no tratamento de
bioaumentagdo com o isolado BPH 1.4 onde este ndo demonstrou diferenga significativa
quando comparado ao controle negativo.

No entanto, apesar da maioria dos isolados apresentarem medidas de TS menores

que as dos controles negativos, apenas os isolados leveduriformes demonstraram uma
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capacidade satisfatoria de producdo de biossurfactante no tratamento de bioaumentagédo
combinado com bioestimulacdo. Sendo assim, é possivel sugerir que a adicdo de
nutrientes, corrobora para a producéo de biossurfactantes pelos isolados leveduriformes, e
ainda que a elevada producdo de bioemulsificantes pelas leveduras e de ramnolipideos
encontrada para os isolados BPH 1.4, BPH 1.5 e BPH 2.2 pode estar influenciando nas
reducdes da TS.

Na tabela 8, podemos observar os resultados da TS obtidos nos diferentes

tratamentos para 0s seis micro-organismos em meios de cultivo contendo agua marinha.

Tabela 8: Medida de tensdo superficial (mN/m) dos isolados nos diferentes
tratamentos em 4gua marinha.

Bioaumentacao Bioaumentacio + Bioestimulacéo
1 dia 7 dias 14 dias 1 dia 7 dias 14 dias

CN 59,8 £ 0,7 56,0+ 1,0 522+0,7 67,5%0,5 62,9+0,5 60,3+ 1,20
BPH 1.4 50,1=1,1a 555+03 51,0+3,3 562+£56A 634+04. 533£23(yg
BPH 1.5 485+3,1A 514=+15 51,8+0,4 548+08A 585=+1,5 58,7+24
BPH 1.14 55,1=04 496+ 1,8Cc 493=+27 482+14A 573+32d 56,6+39,
BPH2.1 56,8 6,5 510+1,0 540+0,7 5852244 474x09ad 459+17Aa
BPH2.2 513478 484=+x18B 530=x138 61,732 52,5+ 1,1 Ad 52,6+1,94b
BPH2.3 52,7£28C 548+53 56,5+0,7 51,526,048 445+19 Ae 40,1 £0,1Aa

Letras maiusculas para comparacdo de cada isolado com C N no respectivo tempo, onde
A=p<0,001, B=p<0,01, “=p<0,05. Letras mindsculas para comparacio entre os tempos 1 e
14 para cada amostra, onde *=p<0,001, b:p<0,01, °=p<0,05; entre tempos 1 e 7 para cada
amostra, onde d:p<0,001, ®=p<0,01, f:p<0,05; entre tempos 7 e 14, onde %=p<0,001,
"=p<0,01, '=p<0,05.

De acordo com os nossos resultados com relacdo ao tratamento de bioaumentacéo,
no primeiro dia de tratamento houve uma diminuicdo na TS pelos isolados BPH 1.4
(p<0,001), BPH 1.5 (p<0,001), BPH 2.2 (p<0,01) e BPH 2.3 (p<0,05) quando comparado
ao controle negativo. Quanto ao sétimo dia de tratamento, apenas os isolados BPH 1.14
(p<0,05) e BPH 2.2 (p<0,01) mantiveram a TS significativamente reduzida em relacdo ao

controle negativo deste tempo. Apds os 14 dias de tratamento ndo foram observadas
86



diferencas significativas entre a TS dos isolados e do controle negativo. Portanto, esses
resultados sugerem a presenca da acdo de biossurfactantes apenas nos periodos iniciais de
tratamento. No que diz respeito aos tempos de tratamento de bioaumentacdo, houve uma
diminuicdo significativa na TS apenas para 0 controle negativo, quando comparado o
primeiro e o décimo quarto dia de tratamento (p<0,01).

Ja para os tratamentos concomitantes de bioaumentacdo e bioestimulacdo, apos o
periodo de 14 dias foi possivel observar uma diferenca na medida de TS, sendo esta mais
evidente para os isolados leveduriformes.

No primeiro dia de tratamento, todos os isolados demonstraram reduzir a TS dos
meios quando comparados ao controle negativo deste mesmo tempo (p<0,001), exceto o
BPH 2.2. Entretanto, no sétimo e décimo quarto dias apenas os isolados leveduriformes
(BPH 2.1, BPH 2.2, BPH 2.3) e 0 BPH 1.4 obtiveram sucesso na reducdo significativa da
tensdo entre a interface d6leo/agua quando comparados aos controles negativos de seus
tempos (diferenca de p<0,001 e p<0,05). Em relacdo aos tempos de tratamento para cada
amostra, houve diferenca significativa entre o primeiro e sétimo dia para todos os isolados
exceto para o BPH 1.5. O mesmo ocorreu em relacdo ao primeiro e décimo quarto dias,
sendo que houve também diferenca entre os controles negativos (p<0,01). Quando
comparadas as medidas entre o sétimo e décimo quarto dia, observamos que apenas o BPH
1.4 apresentou reducéo significativa na TS (p<0,001).

Dessa forma, observando os dois tratamentos, podemos concluir que houve um
melhor desempenho dos micro-organismos na producdo de biossurfactantes no tratamento
conjunto de bioaumentacdo mais bioestimulacdo. Além disso, 0s micro-organismos

leveduriformes foram mais eficientes.
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O isolado BPH 2.3 foi o micro-organismo que reduziu mais significativamente a
tensdo superficial do meio, alterando de 60,5 para 40,1 mN/m no Gltimo dia de tratamento,
seguido pelo BPH 2.1 e BPH 2.2, com valores de 45,6 e 52,6 mN/m, respectivamente.
Entre as bactérias, o isolado BPH 1.4 obteve melhor resultado, com a medida de TS final
de 53,3 mN/m.

Assim, podemos concluir que a medida de TS vai diminuindo gradativamente com
0 passar do tempo, mesmo para 0s controles negativos. Sendo que para 0s meios contendo
agua destilada esta reducdo € mais acentuada, tanto em comparacdo aos controles quanto
aos tratamentos em dgua marinha.

Vale ressaltar que os hidrocarbonetos presentes na mistura de petréleo apresentam
caracteristicas fisico-quimicas que contribuem para a diminuicdo da TS, tornando dificil a
identificacdo das alteracGes que podem ser causadas pela producdo de biossurfactantes.
Além disso, Makkar e Rockne (2003), relatam que as condi¢cdes de crescimento e a
natureza do meio de cultivo podem influenciar no tipo e na producao dos biossurfactantes.

Sabe-se que geralmente surfactantes de baixo peso molecular sdo bem conhecidos
por reduzirem a TS e a tensdo interfacial entre 6leo e agua e, assim, aumentam a
recuperacdo de 6leos (Banat et al., 2010). Essas estruturas conferem uma ampla gama de
propriedades, que incluem a habilidade de formar micelas e microemulsGes entre as duas
diferentes fases (Das e Chandran, 2011; Smyth et al., 2010).

Diversos autores afirmam que a producgéo de biossurfactantes causa uma queda da
tensdo superficial em fases aquosas, tornando as emulsdes de 6leo em agua mais estaveis
(Cooper e Goldenberg, 1987). Em processos de biodegradacdo de hidrocarbonetos, a

reducdo nas medidas da TS é comum, onde certos micro-organismos sdo induzidos a
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produzir agentes tensoativos extracelulares, o que possibilita a formacéo de microemulsées
estaveis, facilitando o transporte e metabolizacdo de hidrocarbonetos.

Em um estudo realizado por Al-Wahaibi e colaboradores (2014), a aplicacdo de
biossurfactantes na recuperacdo de oOleo foi avaliada. Os biossurfactantes produzidos por
Bacillus subtilis foram capazes de reduzir a TS do meio para 26,63 mN/m.

Cameotra e Singh (2009), selecionaram cinco isolados de solo contaminado com
petrdleo e analisaram a capacidade de reducdo da TS por estes isolados em meios contendo
hexadecano. Todos 0s micro-organismos selecionados demonstraram diminuir a medida da
TS apds 14 dias de tratamento, os valores permaneceram entre 30 e 40 mN/m.

Por outro lado, dados obtidos por Rahman et al. (2003), onde foi avaliada a medida
de TS da comunidade nativa e de um consércio microbiano em tratamentos de borra oleosa
apos 84 dias, mostraram redugdes menos expressivas da tensdo, o que pode indicar que ndo
esteja ocorrendo uma producdo muito elevada de biossurfactantes de baixo peso molecular.

Com base em dados da literatura e nos resultados encontrados em nosso estudo,
podemos sugerir que existe uma producéo significativa de substancias tensoativas pelos
micro-organismos isolados, principalmente os leveduriformes, porém, uma avaliagdo da
TS ap6s um periodo mais longo de tratamento talvez fosse interessante, para averiguar se o

padrdo encontrado se mantém.
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4.4. Determinacéao de pH

A fim de investigar a producdo de metabolitos de carater acido ou basico oriundos
da possivel atividade de degradacdo dos hidrocarbonetos foi realizada a medida do pH da
fase aquosa dos isolados nos tempos 1, 7 e 14 dias.

As alteracOes observadas nos tratamento contendo agua destilada podem ser

observadas na Tabela 9.

Tabela 9: Avaliacdo de pH da fase aquosa dos micro-organismos nos diferentes
tratamentos em agua destilada.

Bioaumentacéo Bioaumentacéo + Bioestimulagio
1 dia 7 dias 14 dias 1 dia 7 dias 14 dias
CN 71£04 7,107 7,1£0,7 5008 5107 5,1 0,6

BPH 1.4 6,0£04Cc 59+06c 6,107 5,602 5,0x0,0 54+00
BPH 1.5 73+0.1 58£03Bd 700,05 56%0.1 52+0.2 54+03
BPH 1.14 7,003 74=0,0 6,9+0,0 52=+0.,1 50x0,2 51+0,0
BPH2.1 6,6x0,1 43£0,0Ad 44+£0342 3,1£01a 27£0,1a 29+£00A
BPH22 52£03A  45£0,0A 46054 310,04 28£02A 25+01A
BPH23 48+£06A 38£004Ac 42£00A 29£00A 2,6x0,1A 27£02A
Letras mailsculas para comparacdo de cada isolado com C N no respectivo tempo, onde
A=p<0,001, B=p<0,01, “=p<0,05. Letras mindsculas para comparacdo entre os tempos 1 e 14 para

cada amostra, onde *=p<0,001, b=p<0,01, °=p<0,05; entre tempos 1 e 7 para cada amostra, onde
9=p<0,001, ®=p<0,01, '=p<0,05; entre tempos 7 e 14, onde *=p<0,001, "=p<0,01, '=p<0,05.

De acordo com os resultados do tratamento de bioaumentagdo podemos observar
que o crescimento e atividade microbiana ocasionou alteragdes nas medidas de pH para
todos os isolados em algum momento do tratamento, sendo esta reducdo mais significativa
para os micro-organismos leveduriformes, apés 14 dias de tratamento (p<0,001). No tempo
1 dia, houve reducéo significativa do pH dos meios pelos isolados BPH 1.4 (p<0,05), BPH
2.2 (p<0,001) e BPH 2.3 (p<0,001), quando comparados ao controle negativo do

respectivo tempo. Com relacdo ao tempo 7 dias houve reducdo significativa no pH dos
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meios pelos isolados BPH 1.4 (p<0,05), BPH 1.5 (p<0,01), BPH 2.1 (p<0,001), BPH 2.2
(p<0,001) e BPH 2.3 (p<0,001) quando comparados ao controle negativo deste mesmo
tempo. Ja com relacdo ao tempo 14 dias apenas os isolados leveduriformes (BPH 2.1, BPH
2.2 e BPH 2.3) reduziram significativamente o pH do meio quando comparados ao
controle negativo neste tempo (p<0,001).

Com o passar dos dias de tratamento de bioaumentacéo, observou-se que o isolado
BPH 1.5 apresentou uma reducédo significativa de pH do meio entre os tempos 1 e 7
(p<0,001), porém no tempo 14 dias o pH aumentou significativamente quando comparado
ao tempo 7 (p<0,001). Com relacdo as alteracdes de pH do meio pelos micro-organismos
leveduriformes, houve reducédo significativa pelos isolados BPH 2.1 (p<0,001) e BPH 2.3
(p<0,01) entre os tempos 1 e 7 e no tempo 14 o isolado BPH 2.1 apresentou reduzir
significativamente o pH (p<0,001) quando comparado ao tempo 1.

Com relacdo ao tratamento conjunto de biocaumentacdo e bioestimulacdo houve
uma reducao significativa no pH apenas para os isolados leveduriformes. Todos os isolados
leveduriformes reduziram o pH do meio em todos os tempos deste tratamento quando
comparada os ao controle negativo de cada tempo (p< 0,001). Estes resultados indicam que
estes micro-organismos estdo acidificando o meio em ambos os tratamentos.

Na Tabela 10, podemos observar as alteragcbes causadas no pH pelos micro-

organismos nos tratamentos contendo 4gua marinha.
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Tabela 10: Avaliacdo de pH da fase aquosa dos micro-organismos nos diferentes
tratamentos em agua marinha.

Bioaumentagio Bioaumentagdo + Bioestimulaco
1 dia 7 dias 14 dias 1 dia 7 dias 14 dias
CN 7708  78+04  77+08 5411  54+07 54+1,0

BPH 1.4 8,0£02 76+0,0 78+0,0 55+0,0 53+0,0 57+0,0
BPH 1.5 8,2+0,0 77+0,1 78+0,0 56=0,0 53+0,0 57+0,0
BPH1.14  83+00 78400 79+0,0 55+0,0 53+0,0 56+0,0
BPH 2.1 72+0,1 7.1+0,0 71+0,0 30+£05A 24+00A 29+00A
BPH22 74+0,3 7,507 7,5+0,.2 40+04B 38+£0,74  28+0,2Aah
BPH23 6,4+048 53+01Aae 51+0242 28+04A 28+00a 3,0£00A4A
Letras mailsculas para comparacdo de cada isolado com C N no respectivo tempo, onde
A=p<0,001, P=p<0,01, “=p<0,05. Letras mintsculas para comparacao entre os tempos 1 e 14 para

cada amostra, onde *=p<0,001, =p<0,01, “=p<0,05; entre tempos 1 e 7 para cada amostra, onde
9=p<0,001, ®=p<0,01, "=p<0,05; entre tempos 7 e 14, onde %=p<0,001, "=p<0,01, '=p<0,05.

No tratamento de bioaumentacdo, podemos identificar uma reducdo de pH apenas
para o isolado BPH 2.3 quando comparado ao controle negativo de cada tempo. Esta
reducao ocorre em todos os tempos determinados, sendo mais significativa nos dias 7 e 14
(p<0,001). Com relacdo aos tempos de tratamento, o isolado BPH 2.3 mostrou reduzir
significativamente o pH do meio no tempo 7 dias quando comparado ao tempo 1 dia
(p<0,01), além disso, diminui significativamente também o pH do meio no tempo 14 dias,
quando comparado ao tempo 1 dia (p<0,001). J& para os demais micro-organismos ndo
houve diferenca significativa nem em relacdo ao controle negativo dos meios, nem em
relacdo aos tempos de tratamento.

Adicionalmente, quando avaliamos as medidas de pH no tratamento conjunto de
bioaumentacdo e bioestimulacdo, podemos observar que existe uma diminuicdo bastante
significativa para os trés isolados leveduriformes.

Conforme observado nos dois tratamentos, tanto com agua destilada quanto com

agua marinha, principalmente as leveduras sdo capazes de acidificar os meios, 0 que nos
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permite sugerir que esteja ocorrendo a liberacdo de metabdlitos acidos por estes micro-
organismos.

Estudos demonstram que a acidificacdo do meio pode ser explicada pela producéo
de acidos organicos pelos micro-organismos durante a degradacdo de hidrocarbonetos,
estes podem ser produzidos antes de serem incorporados na via do &cido citrico, pela
producdo de polimeros extracelulares (Bacosa et al., 2010; Bento et al., 2004; Verma et al.,
2006). Reducbes de pH podem ser detectadas em decorréncia tanto da liberacdo de
metabolitos, quanto devido a lise celular durante a degradacdo dos hidrocarbonetos
presentes no diesel, conforme descrito por Biicker et al. (2011).

De acordo com Dhote et al. (2010), o pH pode ser um fator que afeta a diversidade
e atividade microbiana, podendo atuar no controle das atividades enzimaticas e na
solubilidade de nutrientes.

Noparat e colaboradores (2014), também demonstram que alteracdes acidas nos
meios de cultivo podem interferir no crescimento microbiano, na producdo de emulsdes e
também nas medidas de TS, durante a degradacdo de ambientes contendo 6leo lubrificante.

Outros autores descrevem redugdes de pH ocasionadas pela adicdo de micro-
organismos em processos de remediacdo. No estudo realizado por Verma et al. (2006), foi
constatado uma diminui¢do do pH em meio mineral contendo borra oleosa como Unica
fonte de carbono durante 7 dias pela acdo de bactérias. Da mesma forma Janbandhu e
Fulekar (2011), constataram que a utilizacdo de um consoércio microbiano na remediacao
de ambientes contendo fenantreno causou reducdo do pH de 7,0 até 5,2 apds 14 dias de
tratamento. Cerqueira et al. (2012), também observaram uma redugdo do pH induzida por

micro-organismos testados em meio mineral minimo contaminado com residuos
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petroquimicos, ocasionado possivelmente pela caracteristica acida dos metabdlitos

produzidos.

4.5. Analise da recuperacao celular

A fim de avaliar se os micro-organismos eram capazes de sobreviver e se
desenvolver em ambientes contaminados com petréleo por periodos mais longos de
tratamento, foi realizado um ensaio de viabilidade celular, onde todos 0s micro-organismos
estudados durante o ensaio de biorremediacao foram submetidos a plaqueamento em meio
especifico apos os 14 dias de cultivo nos diferentes tratamentos (item 3.4). Os resultados

deste experimento podem ser observados na Tabela 11.

Tabela 11: Contagem de Unidades Formadoras de Coldnias apos 14 dias de
tratamento.

Isolado CFUmL
Agua destilada Agua marmha
Bioaumentac¢io Bioaumentagdo Bioaumentagio Bioaumentac¢io
+ Bioestimulagdo + Bioestimulagdo
BPH14  83x10° 8.9x10’ 1,2x10° 4.8x10°
BPH15  3.4x10° 4.0x10" 1,6x107 4.2x10°
BPH .14  93x10' 1,0x10’ 2,3x10° 2,0x10’
BPH2.1  3,5x10’ 1.2x10° 2,6x10’ 1,7x10°
BPH22  5,9x10° 6,6x10" 6,0x10° 7.4x10°
BPH23  5.4x10’ 5,1x10° 2,2x10’ 2,1x10’

Como podemos observar, foi possivel verificar crescimento microbiano de todos os
micro-organismos apods o final de todos os tratamentos utilizados, demonstrando que 0s

seis micro-organismos podem estar utilizando o petroleo como unica fonte de carbono por
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até 14 dias. Com relacdo ao tratamento de bioaumentacao contendo agua destilada e 2% de
petréleo bruto, houve maior recuperacéo celular dos isolados BPH 2.1 e BPH 2.2 (10’
células/mL), mostrando que estes sdo 0s micro-organismos com a maior capacidade de
crescimento nestas condicdes. O isolado BPH 1.14 foi o micro-organismo que obteve o0
menor crescimento microbiano observado nestas condices (10* células/mL).

Ja, especificamente no tratamento de bioaumentagdo com bioestimulacdo em meio
contendo agua destilada contaminada por petroleo, observou-se que o isolado BPH 2.1 teve
maior crescimento (108 células/mL). Os micro-organismos BPH 1.4, BPH 2.2 e BPH 2.3
também obtiveram crescimentos satisfatorios (entre 10" e 10° células/mL). O isolado BPH
1.5 obteve o menor crescimento microbiano observado nestas condicdes (10* células/mL).

Em relacdo ao tratamento de bioaumentacdo contendo dgua marinha com 2% de
petréleo pode ser observado crescimento bacteriano bastante consideravel por todos os
micro-organismos (entre 10’ e 10° células/mL). O mesmo ocorreu no tratamento conjunto
de bioaumentacéo e bioestimulagdo com contagem de UFC de 10° 10" e 10° células/mL.

Desta forma, a utilizacdo do petréleo como fonte alternativa de carbono e de
energia para micro-organismos se torna uma alternativa ambientalmente favoravel visto
que esse Oleo € altamente recalcitrante constituido por uma mistura complexa de

hidrocarbonetos, e estes micro-organismos devem estar metabolizando este poluente.

4.6. ldentificacdo molecular dos micro-organismos selecionados

Ap0s todos os testes prévios ja citados, 0s seis micro-organismos citados como
promissores degradadores de hidrocarbonetos de petroleo foram identificados por técnicas

moleculares. A andlise da sequéncia parcial do gene 16S rDNA mostrou que todas as
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bactérias isoladas no meio contendo petréleo pertencem ao género Bacillus (Tabela 12). A
partir, da analise da sequéncia 26S de rDNA, verificou-se que dois dos isolados
leveduriformes selecionados pertenciam ao género Yarrowia e o outro ao género Candida

(Tabela 12).

Tabela 12: Identificacdo molecular dos micro-organismos selecionados como
potenciais degradadores de hidrocarbonetos.

Isolado Identificagdo Identidade (%)
BPH 1.4 Bacillus amyloliquefacens 100

BPH 1.5 Bacillus subtilis 99

BPH 1.14 Bacillus megaterium 99

BPH 2.1 Yarrowia lipolytica 97

BPH 2.2 Candida intermedia 98

BPH 2.3 Yarrowia lipolytica 97

Relatos da literatura demonstram que as bactérias do género Bacillus sdo comumente
encontradas entre as comunidades microbianas de petrdleo, em funcdo do seu alto
potencial de utilizagdo de hidrocarbonetos como fontes de carbono e energia (Toledo et al.,
2006). Diversos trabalhos tém demonstrado o isolamento de Bacillus em amostras
contaminadas com hidrocarbonetos e sua potencialidade no tratamento de derrames de
6leos (Bento et al., 2005; Da Cruz et al., 2011; ljah e Antai, 2003; Nkwelang et al., 2008).

Em um estudo realizado por (ljah e Antai, 2003), foi verificado que o género
Bacillus sp. apareceu como o isolado predominante entre todas as bactérias degradadoras
de Gleo cru caracterizadas de amostras de solo com elevado indice de contaminagéo.

Por sua vez, na revisao de Zhu e colaboradores (2001), foi reportada a importancia
de espécies do género Bacillus na degradacdo de hidrocarbonetos em ambientes tanto de

agua doce quanto de dgua marinha. Hossein (2010), isolou bactérias de quatro géneros a
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partir de solo contaminado com petrdleo: Pseudomonas, Rhodococcus, Micrococcus e
Bacillus, apos, a capacidade destes micro-organismos crescerem na presenca de 6leo e
alguns hidrocarbonetos aromaticos, bem como suas habilidades de biodegradacdo foram
investigadas.

Concordando com nosso estudo, Chaillan e colaboradores (2004), em sua pesquisa,
isolaram fungos de diferentes géneros de solo contaminado com petréleo, entre 0s micro-
organismos isolados, destacamos as leveduras dos géneros Candida e Yarrowia.
Adicionalmente, Bogustawska-Was e Dabrowski (2001), isolaram de ambientes aquaticos,
contaminados por hidrocarbonetos, espécies de leveduras como: Candida lipolytica,
Rhodotorula mucilaginosa, Geotrichum sp. e Trichosporon mucoides.

E importante ressaltar que a utilizagdo dos micro-organismos isolados neste estudo se
torna possivel para a biorremediacdo, ja& que nenhum deles é caracterizado como

patogénico.

4.7. Avaliagdo da capacidade degradativa de hidrocarbonetos realizada pelo

consércio microbiano

A partir dos resultados preliminares sugerindo a capacidade degradativa dos
isolados obtidos neste trabalho, foram selecionados os quatro micro-organismos que mais
se destacaram para compor o consorcio microbiano: BPH 1.4, BPH 1.5, BPH 2.2 e BPH
2.3. Dessa forma, o consércio microbiano foi formado por duas bactérias e duas leveduras.

Os micro-organismos quando em consorcios apresentam melhor capacidade de
utilizar um grande numero de hidrocarbonetos como fonte de carbono, podendo

mineraliza-los completamente pela acdo metabdlica de mais de uma linhagem de micro-
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organismos (Jacques et al., 2007). O emprego de culturas mistas em ambientes
contaminados com Oleo tem se mostrado mais vantajoso em relacdo as culturas puras
devido aos efeitos das interacbes de sinergismo entre 0s membros das associacdes. O
cometabolito uma vez transformado por uma determinada espécie pode resultar em uma
substancia util para outra espécie, podendo levar a uma completa degradacdo do produto
(Pedroti, 2007).

Estudos tem comprovado que a degradacdo completa de hidrocarbonetos envolve o
uso de consércios microbianos, incluindo formas procariéticas e eucaridticas, e nao
somente uma Unica espécie (Rizzo et al., 2006).

Desta forma, para avaliar a eficiéncia do consorcio microbiano formado, a
degradacdo dos hidrocarbonetos de petréleo foi avaliada ao final de 40 dias de tratamento
de bioaumentacdo com o consorcio em meio contendo agua marinha contaminada com 2%
de petréleo bruto, por analise cromatografica das faixas de gasolina, querosene, diesel e
6leo lubrificante, que compreendem cadeias de carbono de C8 a C40. A concentracdo de

TPH das amostras esta demonstrada na Figura 15.
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400 4

300+
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Amostra inicial Bioaumentacdo

Figura 15: Quantificacdo dos Hidrocarbonetos Totais de Petréleo em tratamento de
bioaumentagdo com consorcio microbiano em meio contendo dgua marinha contaminada
com 2% de petrdleo.
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Esta analise preliminar mostra que a concentracdo de TPH na amostra inicial, ou
seja, sem a aplicacdo do consorcio, era de 285,5 mg/L. Entretanto, apds o tratamento de
biorremediagdo, com utilizacdo do consércio microbiano formulado, a concentracdo de
TPH observada foi de 215,5 mg/L. Estes resultados ndo mostraram-se estatisticamente
diferentes, porém, esta discreta reducdo nos niveis de TPH com a aplica¢do do consorcio
microbiano, mostra que 0 mesmo exibe uma tendéncia a reduzir os niveis de TPH em 25%,
sendo necessarios mais estudos para confirmar esta hipotese.

Este resultado pode ser explicado pela grande variancia observada entre as
triplicatas da analise de cromatografia, como sabemos o petréleo é uma substancia bastante
heterogénea, e muitos destes compostos podem ficar retidos durante o processo de
fracionamento. Outro fator importante é a competicdo dos micro-organismos pelo
contaminante, em condi¢6es naturais o desequilibrio dos fatores abidticos pode tornar o
processo invidvel e reduzir a exposicdo da populacdo especializada dos micro-organismos
inoculados, e assim com as condic¢Bes naturais de predacdo e competicdo também podem
diminuir a eficiéncia da biodegradacéo (Tyagi et al., 2011).

Outra hipotese seria em relagdo ao tempo de tratamento empregado, ja que alguns
autores demonstram niveis elevados de degradacdo de hidrocarbonetos por consorcios
microbianos apenas ap6s 60 dias de aplicacao.

Um estudo realizado por Bento et al. (2005) avaliou a porcentagem de degradagéo
das fracBes leves e pesadas de hidrocarbonetos de 6leo diesel em dois tipos de solos
contaminados, eles observaram que para um dos solos a degradacdo das fracfes pesadas do
o0leo era dependente do tempo de incubacéo, com cerca de 30% de degradacdo apenas apos

12 semanas de bioaumentacdo com o consorcio.
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Cerqueira et al. (2011), analisaram a capacidade degradativa de um consoércio
microbiano formado a partir de bactérias previamente isoladas de um ambiente com
histérico de contaminagdo com residuos da industria petroquimica, as quais tinham
tolerancia e habilidade de se desenvolver em concentracGes variaveis de contaminantes.
Eles observaram que as fracGes saturadas do residuo petroquimico eram mais facilmente
degradadas, cerca de 90% ap0s 40 dias de tratamento, enquanto que as fracfes aromaticas
tinham uma reducdo apenas de 50% ap0s 0 mesmo tempo de tratamento.

De acordo com Mohamed et al. (2006), a biodegradabilidade dos componentes do
petrdleo segue uma ordem preferencial de degradacdo: n-alcanos> cadeia de alcanos
ramificadas> cadeias de alcenos ramificadas> monoaromaticos> cicloalcanos>
poliaromaticos> asfaltenos. Desta maneira a composicdo do petroleo com cadeias longas
de carbonos e aneis aromaticos dificulta a degradacao a curto prazo. Outra possibilidade
refere-se ainda a repressdo catabdlica, em que um composto ndo pode ser degradado na
presenca de um outro composto, atuando como um repressor para a sintese de um grande
namero de enzimas envolvidas em varios percursos metabdlicos (Cerqueira et al., 2011).
Devido a sua estrutura, compostos aromaticos sao menos susceptiveis de serem atacados e
consumidos como uma fonte de carbono pelos micro-organismos. Adionalmente, conforme
Mohamed et al. (2006), o consumo primério de/ou deplecdo de alcanos (fracdo saturada)
pode resultar em altos teores das fragdes de poliaromaticos e asfaltenos (fracdo insaturada
com um a elevada taxa de H/C), que sdo mais resistentes a biodegradacao.

Assim mais andlises sdo necessarias, para comprovar o potencial de degradacao

realizado pelo consércio microbiano selecionado.
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5. CONCLUSOES

Em resumo, este estudo demonstrou que é possivel isolar diferentes micro-
organismos em ambientes contaminados com hidrocarbonetos, ja que foram isolados 19
micro-organismos a partir de solo contaminado com petrdleo, dos quais trés bactérias
(BPH 1.4, BPH 1.5 e BPH 1.14) e trés leveduras (BPH 2.1, BPH 2.2 e BPH 2.3)
mostraram-se promissores para utilizagdo em processos de remediacéo, por destacarem-se
nos testes de oxidacdo (indicador redox TTC) e solubilizacdo de hidrocarbonetos na
avaliacdo visual. Alem disso, os isolados BPH 1.4, BPH 1.5 e BPH 2.2 foram capazes de
produzir biossurfactantes do tipo ramnolipideos.

A medida do indice de emulsificacdo de todos os seis isolados selecionados foi
eficaz para determinar a producdo de biossurfactantes, onde se obteve IE,4, > 39% para
todos. Sendo assim, nossos resultados comprovam a producdo de bioemulsificantes pelos
seis micro-organismos, tanto extracelularmente quanto ligados a parede celular.

Com relacéo aos testes de tensdo superfical, de uma forma geral a maioria dos
micro-organismos foram capazes de diminuir tais niveis em ambos os tratamentos:
bioaumentacdo e bioaumentacdo juntamente com bioestimulacdo, tanto para agua destilada
quanto para 4gua marinha, porém os isolados leveduriformes mostraram-se mais eficazes.

Também foi avaliada a producdo de metabdlitos durante os tratamentos de
remediacdo. Somente os isolados leveduriformes apresentaram-se capazes de acidificar os
meios, 0 que permite sugerir que esteja ocorrendo a liberacdo de metabolitos acidos por
estes micro-organismos.

Além disso, ap6s o final dos tratamentos utilizados, foi possivel verificar

crescimento microbiano de todos 0s micro-organismos, 0 que sugere que 0S Seis micro-
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organismos possam estar utilizando o petréleo como Unica fonte de carbono por até 14
dias.

Adicionalmente, todos 0s micro-organismos foram identificados molecularmente e
a sua aplicacdo em processos de biorremediacéo foi confirmada, partindo do principio que
nenhum destes € caracterizado como patogénico. Por fim, foi realizado um tratamento a
longo prazo de bioaumentacdo com o consércio microbiano selecionado, o que demonstrou
haver uma reducgédo de 25% nos niveis de TPHs.

Dessa forma, a partir dos resultados obtidos, concluimos que 0s micro-organismos
identificados sdo promissores para 0 uso em processos de biorremediacdo, sendo
necessaria a realizacdo de mais estudos para o desenvolvimento de uma formulacdo mais

eficaz que possa ser utilizada diretamente no ambiente de 6leo contaminado.
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6. PERSPECTIVAS

Este trabalho resultou nas seguintes perspectivas:

- Quantificar a degradacéo de hidrocarbonetos de petréleo de cada isolado;

- Identificar as fracbes de hidrocarbonetos assimiladas durante o processo de
biorremediacgéo das aguas contaminadas com petroleo, através do método de CG-FID, para
que se possa formular um novo consorcio microbiano;

- Analisar o indice de emulsificacdo, tensdo superficial e producdo de metabditos do
consarcio microbiano;

- Testar a eficiéncia de remediacdo do novo consércio microbiano, para utilizagdo em larga

escala (200 litros) para tratamentos em dgua marinha e dgua doce.
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8. APENDICES

Al. Meio Mineral 1 (MM1)

Solucédo A Para 1 litro
KCI 0,79
KH2PO, 209
Na;HPO, 309
NHJ4NO; 1,09

Solucéo B Para 1 litro
MgSQOq4 4,0¢g
FeSO,4 029
MnCl, 029
CaCl, 029

Colocar 1 mL de Solucéo B para 1 L de Solucédo A

A2. Sequéncias de primers para sequénciamento

F27 -5 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’

R1492 - 5> TACGGCTACCTTGTTACGAC 3°

A3. Sequéncias de primers para sequénciamento

NL1 -5 GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG 3’

NL4 - 5> GGTCCGTGTTTCAAGACGG ¥’
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